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OTIMIZACAO DE LEVEDURAS PROBIOTICAS E CAPACIDADE DE ADSORCAO
“in vivo” DE AFLATOXINA B1 NA PISCICULTURA

RESUMO

As micotoxinas sdo compostos toxicos resultantes do metabolismo secundério de fungos nos
mais variados substratos, inclusive na racdo animal. A detoxificacdo bioldgica realizada por
bactérias e leveduras com propriedades probidticas constitui alternativa promissora para
controle de micotoxinas. Estes micro-organismos, quando adicionados aos alimentos
contaminados sdo capazes de adsorver micotoxinas. Com esse trabalho, objetivou-se verificar
se a cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae A8L3 isolada de viveiros de piscicultura
apresenta capacidade probidtica e adsorvente de aflatoxina B1 em testes in vitro, bem como
avaliar se a adsorcdo de aflatoxina B1 por Saccharomyces cerevisiae A8L3 é potencializada
pelo microencapsumento com maltodextrina e analisar se esse processo favorece o
desempenho e sanidade de alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). A levedura S.
cerevisiae A8L3 foi submetida aos testes de capacidade probidtica de autoagregacdo e
coagregacdo, inibicdo de micro-organismos patogénicos e tolerancia simulada das condicdes
de pH do estbmago (pH 2,0) e do intestino (pH 7,0) de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), além de testes adsorventes de aflatoxina B1. Para os testes in vivo o preparo das
microcépsulas foi utilizado a técnica por spray dryer utilizando-se a cepa de S. cerevisiae
A8L3, apbs teste in vitro da capacidade probidtica e adsorvente de aflatoxina B1. O
experimento in vivo foi realizado no Laboratorio de Pesquisa em Piscicultura seguindo
delineamento em blocos ao acaso, representado por oito tratamentos e quatro repeticoes.
Foram avaliados os seguintes parametros: qualidade da agua, desempenho zootécnico,
contagem de leveduras da racdo e do intestino, determinacdo da concentracdo de aflatoxina
B1 e histopatologico de figado e rim. Nos testes in vitro ficou evidenciado que, a cepa A8L3
atende os requisitos analisados para ser utilizada em formulacdo de dietas para uso em ensaios
in vivo na piscicultura. A cepa de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina
possui capacidade probidtica in vivo, por ser capaz de colonizar-se no intestino de alevinos de
tilapia e manter-se vidvel em quantidades desejaveis no lume intestinal. A Saccharomyces
cerevisiae A8L3 introduzida em racdo contaminada com 100 pg/kg de AFB1 adsorve essa
micotoxina, promove efeito sanitario significativo por preservar as lesdes hepaticas e renais.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; maltodextrina; Micotoxinas;, Oreochromis
niloticus; Probioticos



OPTIMIZATION OF PROBIOTIC YEAST AND “in vivo” ADSORPTION CAPACITY
OF AFLATOXIN B1 IN FISH FARMING

ABSTRACT

Mycotoxins are toxic compounds resulting from the secondary metabolism of fungi in the
most varied substrates, including animal feed. Biological detoxification carried out by bacteria
and yeast with probiotic properties is a promising alternative for controlling mycotoxins.
These microorganisms, when added to contaminated food, are capable of adsorbing
mycotoxins. This work aimed to verify whether the Saccharomyces cerevisiae A8L3 yeast
strain isolated from fish farms has probiotic and aflatoxin B1 adsorbing capacity in vitro tests,
as well as evaluating whether the adsorption of aflatoxin B1 by Saccharomyces cerevisiae
AB8L3 is enhanced by microencapsulation with maltodextrin and analyze whether this process
favors the performance and health of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fry. The yeast S.
cerevisiae A8L3 was subjected to tests of probiotic capacity for self-aggregation and co-
aggregation, inhibition of pathogenic microorganisms and simulated tolerance of pH
conditions in the stomach (pH 2.0) and intestine (pH 7.0) of tilapia -of the Nile (Oreochromis
niloticus), in addition to aflatoxin B1 adsorbent tests. For in vivo tests, the preparation of
microcapsules was used using the spray dryer technique using the S. cerevisiae A8L3 strain,
after in vitro testing of the probiotic and aflatoxin B1 adsorbent capacity. The in vivo
experiment was carried out at the Fish Farming Research Laboratory following a randomized
block design, represented by eight treatments and four replications. The following parameters
were evaluated: water quality, zootechnical performance, yeast count in feed and intestine,
determination of aflatoxin B1 concentration and liver and kidney histopathology. In vitro tests
it was evident that the A8L3 strain meets the analyzed requirements to be used in formulating
diets for use in vivo tests in fish farming. The S. cerevisiae A8L3 strain microencapsulated
with maltodextrin has probiotic capacity in vivo, as it is capable of colonizing in the intestine
of tilapia fry and remaining viable in desirable quantities in the intestinal lumen.
Saccharomyces cerevisiae A8L3 introduced into feed contaminated with 100 pg/kg of AFB1
adsorbs this mycotoxin, promoting a significant health effect by preserving liver and kidney
damage.

Key words: Saccharomyces cerevisiae; maltodextrin; Mycotoxins; Oreochromis niloticus;
probiotics.



1. INTRODUCAO

O mercado pesqueiro vem crescendo na busca por melhorias e tecnologias aplicadas
a producdo de pescado. No cenario das pesquisas com essa tematica, tem se destacado a
grande procura por nutricdo, bem-estar e sanidade destes animais que serdo fontes de
alimentos saudaveis para a populacdo (BOER; AIKING, 2022). Neste sentido, ha uma
crescente demanda global para o consumo de peixes, principalmente em observancia aos
sistemas de producdo mais sustentdveis (ZANDER; FEUCHT, 2017; HOTZEL;
VANDRESEN, 2022).

Segundo a Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO),
0 Brasil ocupa a 132 posicdo com relacdo a producdo de peixes em cativeiro, e a 8% quando
se trata de peixes de agua doce (FAO 2022). De acordo com os dados do Anuario Brasileiro
da Piscicultura, a piscicultura no Brasil obteve crescimento de 45,7% em oito anos,
equivalente ao aumento médio de 5,7% ao ano, e atingiu uma producdo de 841.005
toneladas no ano de 2021, representando o maior indice de todas as proteinas animais no
pais (PEIXE BR, 2022).

No que se refere a espécie, A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é a quarta
espécie mais produzida no mundo, e lidera a producdo nacional, representando
aproximadamente 63,5% de toda a cadeia produtiva (FAO, 2022; PEIXE BR, 2022). A
tilapia possui grande destaque no que se refere adaptacdo de cultivo e manejo alimentar, é
muito apreciada na culinéria do Nordeste, por todas as faixas etarias.

No contexto desta crescente demanda por pescados de alta qualidade e consequente
aumento da producdo de peixes, a piscicultura vem buscando novos caminhos que incluem,
alternativamente, a producdo em cativeiro, o que pode desencadear o aparecimento de
enfermidades que afetam a produtividade. O principal gargalo da piscicultura é a nutricdo
desses animais que, algumas vezes, recebem racfes mal armazenadas, expostas a umidade e
luz solar, ou com adicdo de ingredientes de baixa qualidade. Os componentes dessas racoes
podem conter substratos que facilitam o desenvolvimento de micro-organismos, como
fungos que podem produzir metabdlitos denominados micotoxinas (GOMES et al., 2021;
EL-SAYED et al., 2022; MARQUEZONI et al., 2022).

As micotoxinas sdo compostos tdxicos resultantes do metabolismo secundario de
fungos em variedade de substratos. Uma vez presente nos alimentos, esses metabélitos

apresentam risco potencial a saide humana e animal (FURIAN et al., 2022). Os géneros
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fangicos Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Alternaria sdo os mais frequentemente
encontrados e os maiores produtores de micotoxinas (OLIVEIRA; VASCONCELOQOS, 2020;
HAMMOOD; AL-NAZZAL, 2020).

A contaminagdo por fungos micotoxigénicos pode ocorrer em qualquer momento
durante a producédo, colheita, processamento, transporte e armazenamento de grdos. Os
principais fatores que propiciam o crescimento dos fungos toxigénicos sdo as condigOes de
umidade e temperatura relacionadas a armazenagem (DORNINGER; JENKINS;
SCHATZMAYR, 2019).

As aflatoxinas sdo os metabdlitos mais conhecidos e estudados, sendo produzidas,
principalmente, pelos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, Aspergillus nominus,
Aspergillus tamarii e Aspergillus pseudotamarii ao contaminar ragfes animais produzidas a
partir de graos infectados (BALDISSERA et al., 2018; PICKOVA et al., 2020). Séo
extremamente hepatotdxicas, teratogénicas e cancerigenas em certos animais, ha uma forte
ligagdo epidemioldgica entre a ingestdo de aflatoxina e o carcinoma hepatocelular em seres
humanos (BENKERROUM, 2020; HUA et al., 2021; SINGH; GUPTA; GUPTA, 2021).

Dessa forma, alimentos prontos como racdes, necessitam de acompanhamento eficaz,
como forma de prevenir o surgimento de micotoxicoses na produgdo animal, a fim de
minimizar as perdas e diminuir os riscos para os seres humanos (DORNINGER; JENKINS;
SCHATZMAYR, 2019; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2020).

Vaérias estratégias de controle tém sido desenvolvidas, tais como: prevencdo da
contaminacdo e do crescimento fungico, descontaminacdo de alimentos que contenham
micotoxinas e ainda, inibicdo ou a adsorcdo no trato gastrointestinal de micotoxinas
presentes no alimento consumido. Dentre estas, a melhor forma de controle das micotoxinas
baseia-se na utilizacdo de condicdes desfavoraveis para o desenvolvimento de fungos. Caso
este controle ndo seja eficiente, podem ser utilizados procedimentos fisicos, quimicos e
bioldgicos que propiciem reducdo de contaminantes toxicos nos alimentos (PATRIARCA;
PINTO, 2017; SIPOS et al., 2021). De forma mais especifica, o controle bioldgico de
micotoxinas se refere a detoxificacdo realizada por micro-organismos probioéticos, como
bactérias e leveduras, que adicionados aos alimentos contaminados sdo capazes de adsorver
micotoxinas (MUHIALDIN; SAARI; HUSSIN, 2020).

Entre os agentes biologicos que podem ser utilizados para remoc¢do de micotoxinas,
as leveduras possuem vantagens em relagéo a outros micro-organismos pela capacidade de

assimilar grande variedade de substratos, facilidade na extracdo de sua biomassa e alta
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velocidade de crescimento (WACHOWSKA et al., 2022; WEAVER, 2022). O uso da
parede celular com esta finalidade esta relacionado com a sua capacidade de adsor¢do de
micotoxinas, com boa relacdo custo-beneficio, assim provocando um impacto econdmico
significativo na producao animal, uma vez que parede celular desses micro-organismos pode
ser utilizada em alimentos para animais e reduzir a biodisponibilidade de micotoxinas e 0s
seus efeitos toxicos (TUPPIA et al., 2017; CARUSO et al., 2022).

Para que esses agentes biologicos (leveduras probidticas) atinja seu objetico e
potencialize seu poder de acdo, € necessario o uso de métodos eficazes que atuem na
protecdo contra ambientes agressivos como a trato gastrointestinal de peixes. A técnica de
microencapsulamento de leveduras com agentes encapsulante como a maltodextrina € uma
forma de manter a sua viabilidade e caracteristicas benéficas até 0 momento do consumo do
alimento adicionado. Visando a empregabilidade das leveduras como complemento
alimentar de peixes, 0 estudo sobre os efeitos da inclusdo de leveduras microencapsulada em
racdes contaminadas com aflatoxina B1 é de fundamental importancia para a adsorcdo de
micotoxinas e melhorar o desempenho e sanidade na piscicultura.

Nesse contexto, as leveduras poderdo ser utilizadas para fins biotecnoldgicos,
especialmente na producéo de peixes. Portanto, com essa pesquisa objetivou-se: a) testar se
a cepa de S. cerevisiae A8L3 possui capacidade probiotica e adsorvente de aflatoxina B1 em
testes in vitro; b) testar se a maltodextina associada a cepa S. cerevisiae A8L3 otimiza a
capacidade probidtica em testes in vivo c) verificar se a levedura S. cerevisiae A8L3 com
maltodextrina adsorve aflatoxina By na racdo durante testes in vivo com tilapia-do-Nilo; d)
verificar se os efeitos relacionados com inclusdo da cepa S. cerevisiae A8L3 com
maltodextrina em racoes contaminadas com aflatoxina B: interfere nos parametros
zootécnicos e sanitarios de tilapia-do-Nilo; e) verificar se as diferentes concentracfes de
aflatoxina B1 acrescentadas a racdo favorecem o aumento de lesbes hepéticas e renais por

meio de exame histopatoldgico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micro-Organismos Probidticos

O termo probidtico foi introduzido por Lilley e Stillwell, em 1965, sendo descrito
como “substéncia produzida por um micro-organismo que estimula o crescimento de outro
micro-organismo”. em 1974, Richard Parker definiu probidtico como ‘“organismos e
substancias que contribuem para o balango microbiano intestinal”, enquanto Fuller, em
1989, modificou este conceito, introduzindo nova defini¢do, que seria ‘“‘suplemento
alimentar constituido de micro-organismos vivos capazes de beneficiar o hospedeiro,
melhorando o equilibrio da microbiota intestinal”. Essa definicdo foi ampliada para outras
microbiotas do corpo, além da intestinal, ao considerar que “probidtico é uma preparagio
com micro-organismos vivos que aplicada a homens ou animais, afeta beneficamente seu
hospedeiro melhorando as propriedades da sua microbiota enddégena” (SALMINEM et al.,
1999 apud DAWOOD et al., 2019).

A defini¢ao de probiodtico mais aceita diz que o termo se refere a “micro-organismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, promovem efeitos benéficos a
saude do hospedeiro” (CASELLI et al., 2013; HILL et al., 2014).

Os probioticos agem como reguladores do sistema digestorio, pois proporcionam
beneficios aos homens e aos animais por meio da inibicdo de patdgenos, bem como atuando
como antigenos, potencializando a resposta imune do hospedeiro, além da regulacdo da
fisiologia digestiva, fornecendo vitaminas e fontes energéticas (DAS et al., 2022). Podem
atuar no organismo por diferentes mecanismos de acdo, como competicdo pelo sitio de
adesdo; producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana; neutralizacdo dos
compostos indesejaveis, a exemplo de enterotoxinas, amo6nia e aminas biogénicas tdxicas;
alteracdo do metabolismo microbiano pelo aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica;
inducdo da imunidade pelo estimulo a atividade de linfocitos e macr6fagos (CHAMPAGNE;
CRUZ; DAGA, 2018; KERRY et al., 2018)

As aplicagOes terapéuticas atribuidas ao uso de culturas probioticas sdo: promocgéao do
crescimento; controle e estabilizacdo da microbiota intestinal apds o uso de antibidticos;
reducdo dos efeitos colaterais causados por antibioticos; estimulo do sistema imunologico;
aumento da resisténcia a infecgbes gastrointestinais; auxilio na digestdo da lactose;
prevencao da diarreia; auxilio na constipagdo; aumento na absor¢do de minerais; sintese de

vitaminas; producédo de fatores antimicrobianos e anticancerigenos; redugéo da incidéncia de
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tumores intestinais; estimulo da reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos; e
prevengdo de infeccGes urogenitais (AL-KHALAIFAH HS, et al. 2020; KERRY et al.,
2018; ZOUMPOPOQULOU et al., 2017).

A escolha do micro-organismo a ser utilizado em determinado produto como
probiodtico depende de fatores como a seguranga de utilizacdo, o que implica no uso de
linhagens ndo patogénicas e/ou toxigénicas, além de ndo possuirem plasmideos de
resisténcia a antibioticos e a virus; resisténcia a pH acido, enzimas pancreéticas e bile para
manter-se viavel durante o transito até o intestino (PEREIRA et al., 2018).

A capacidade de resisténcia a condi¢des estressantes do sistema digestivo, também, é
um fator importante a ser considerado. Micro-organismos probidticos podem se multiplicar
e aderir no intestino, colonizando-o e produzindo acidos organicos e outros compostos
biologicamente ativos in situ, para combater ou eliminar patégenos (ZOUMPOPOULOU et
al., 2017). Goodarzi (2016) coloca ainda como fator importante a resisténcia a processos
industriais de produgdo em larga escala. Um probidtico comercializado deve manter a
viabilidade sob condi¢bes normais de estocagem para estar ativo no alimento carreador antes
do consumo para permanecer estavel até o final da vida comercial do produto.

Os micro-organismos mais comumente utilizados em preparacdes probidticas sao
bactérias Enterococcus sp., Lactobacillus sp. e Bacillus sp., bactérias acido-lacticas,
bacteriéfagos, algas unicelulares e leveduras, como as do género Saccharomyces
(AMENYOGBE et al., 2020; KHADEMZADE et al., 2020). Esta Gltima, tem sido a
levedura de escolha utilizada como micro-organismo probiético na aquicultura, melhorando
as taxas de sobrevivéncia em cultivos com baixa salinidade, auxiliando a resposta a
maltiplos fatores causadores de estresse e atuando no sistema imunoldgico dos animais
cultivados (MARTINEZ-ANTONIO et al., 2019; RINGO et al., 2020).

2.2 Capacidade probidtica de leveduras

Leveduras sdo seres predominantemente anaerdbios facultativas, eucarioticos e
ubiquos, podendo ser encontradas no ar, solos, agua, vegetais e animais (TLEIS; YU et al.,
2011; SEDZIELEWSKA et al., 2012; VERBEEK, 2015). Podem ser definidas como fungos
de crescimento unicelular com reproducdo predominantemente assexuada, por fissdo ou
brotamento, ndo formando corpos de frutificacdo. As principais caracteristicas celulares

desses micro-organismos sdo: presenca de parede celular rigida, formada por polissacarideos
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do grupo dos glucanos e mananoproteinas, auséncia de mobilidade, reproducdo sexuada e
assexuada e auséncia de clorofila (KURTZMAN, FELL; BOEKHOUT, 2011).

Sdo organismos heterotroficos que apresentam grande diversidade fisioldgica 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). O tamanho reduzido das células de leveduras resulta em alta relacdo de
superficie/volume, o que favorece a rapida aquisicdo de nutrientes essenciais. Além disso,
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). Elas podem desenvolver-se até mesmo em superficies lisas e inertes,
sendo capazes de formar pseudo-hifas ou hifas que penetram e espalham na superficie do
substrato, formando biofilmes (LACHANCE; STARMER, 1998).

As leveduras sdo micro-organismos mesoéfilos que se multiplicam entre 18°C e 45°C,
porém, variacdes podem ocorrer (KURTZMAN; FELL, 1998). As espécies Leucosporidium
scottiie e Mrakia frigida sdo psicrofilicas com temperatura 6tima para multiplicacdo entre -
1,0°C a 4,0°C (DEAK, 2006). Ja a espécie Candida thermophila, sendo termofila por ser
capaz de se desenvolver a 51°C (SHIN et al., 2001).

As leveduras estdo relacionadas a diversos processos nos ecossistemas, sendo
primariamente decompositores de matéria organica, participando também da colonizagdo
primaria de substratos ricos em nutrientes. Além disso, elas podem formar variadas relacdes
ecologicas com outros organismos, podendo ser mutualistas, competidoras, parasitas ou
patdégenos (STARMER; LACHANCE, 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 elevada velocidade de multiplicacdo para producdo de biomassa,
sendo utilizada em grande variedade de processos industriais, podendo ser produzidas nos
mais diferentes substratos (PEREYRA et al., 2015).

As leveduras selecionadas para fins probioticos sdo atoxicas e inofensivas, por isso
sdo largamente utilizadas nas dietas de humanos e de animais (SEN; MANSELL, 2020). Os
exemplos mais comuns de leveduras com propriedades probidticas incluem os géneros:
Saccharomyces, Pichia, Metschnikowia, Yarrowia, Debaryomyces, Isaatchenkia,
Kluyveromyces. (NAYAK, 2011). Dentro do género Saccharomyces, destacam-se a S.

cerevisiae e S. boulardii (HOLZAPFEL et al., 2001). A S. cerevisiae é a mais utilizada para
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essa finalidade, sendo amplamente utilizada para estudos de metabolismo, genética
molecular, e foi o primeiro ser eucarioto com 0 genoma completamente sequenciado
(GOFFEAU, 1996; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

O fornecimento de cepas de leveduras na dieta pode ser feito diretamente a partir de
residuos de fermentados industriais ou como probidticos 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).

O uso de levedura como probiético tem proporcionado resultados relevantes em
humanos e animais, apresentando efeitos positivos para a salude e produtividade de
organismos aquaticos (SEN; MANSELL, 2020; AHIWE et al. 2021; WANG et al., 2019).
As leveduras vivas favorecem a saude do trato gastrointestinal dos animais multiplicando-se
e transitando juntamente com o bolo alimentar, atuando como probidtico e diminuindo a
pressdo exercida pelos micro-organismos patogénicos (EL-SAADONY et al., 2021).

As paredes celulares das leveduras podem agir também como substancias
sequestrantes de micotoxinas, ocorrendo dessa forma a detoxificacao, processo influenciado
por fatores como o tempo de permanéncia do bolo alimentar e o comprimento do trato
digestivo do animal (LUO et al., 2020; LIU et al., 2021).

2.3 Parede celular de levedura

A parede celular € uma estrutura que protege a célula do meio externo e de enzimas
exbdgenas, também preserva estruturas e confere formato a célula (ENE et al., 2015).
Métodos analiticos foram desenvolvidos para identificar e quantificar os polissacarideos
presentes na parede celular das leveduras nos diferentes tipos de cepas. Também, foram
analisadas as modificacGes observadas por adaptacdes a fatores adversos do ambiente e a
substancias fungicidas. As técnicas utilizadas para a analise desses compostos baseiam-se
principalmente, em fracionar e hidrolisar os polisacarideos por métodos quimicos, onde os
mondmeros liberados na hidrélise sdo quantificados e analisados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (LIU et al., 2021).

A parede celular da S. cerevisiae é constituida, principalmente, de duas camadas de
polissacarideos, uma externa e outra interna. A camada externa possui manoproteinas que

conferem porosidade a parede, atuando como filtro seletivo e protetor contra os ataques
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quimicos e enzimaticos semelhantes a glucanase. E a camada interna mantém a forma e a
rigidez da célula, favorecendo a resisténcia as mudangas osmoticas e mecénicas do ambiente
(GOMEZ-GAVIRIA et al., 2021).

A camada interna € composta por beta-glucanos (55 a 65%) que sdo homopolimeros
de glicose formado por ligacdo glicosidica entre residuos de glicopiranose. Os beta-glucano
consistem em unidades beta-D-glucopiranosil, linearmente ligadas com liga¢des (1 — 3) e
(1 — 6). Outro polissacarideo presente na estrutura da camada interna da parede celular de
leveduras € a quitina (2,0%) que participa da morfologia e multiplicacdo das leveduras
(PINTO et al., 2015; KHAN et al., 2016).

A parede celular de leveduras pode ser degradada com a utilizacdo de enzimas liticas
tanto para o biocontrole de micro-organismos patogénicos, como para a obtencdo de
produtos intracelulares, como peptideos, proteinas recombinantes, &cidos nucleicos,
pigmentos, enzimas e lipidios (BORCHANI et al., 2014). As principais enzimas que lizam a
parede celular de leveduras sdo B-1,3 glucanases, f-1,6 glucanases, mananases, proteases e
quitinases que agem de forma sinérgica e estdo intimamente relacionadas com a composicao
da parede celular. As enzimas liticas podem ser produzidas por alguns microrganismos. A
exemplo disso, o microrganismo Cellulosimicrobium cellulans é produtor de um complexo
enzimatico litico formado por varias isoformas de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases
em meios de cultivo contendo diferentes indutores (FLEURI; SATO, 2010)

O estudo da composicdo dos polissacarideos favorece a obtencdo de cepas com
parede celular mais fragil que favorecem a extracdo quimica ou enzimatica dos metabolitos
da célula e aproveitamento do contetdo celular dos glucanos, das mananoproteinas e da
quitina. Esses polissacarideos podem ser utilizados na industria de alimentos, farmacos e
cosmetologia, como agentes emulsificantes, de texturizacdo, substitutos de gordura e fonte
de fibra dietética. A quitina tamém ¢ usada para a fabricacdo de comprimidos antiacidos
(ALEMU; GETACHEW; MONDAL, 2023).

Os beta-glucanos presentes na parede celular das leveduras possuem agdo anti-
inflamatdria, anticancerigena, antinociceptiva, imunoestimulante e preventiva para a
colonizacdo de bactérias patogénicas no trato gastrointestinal (DU et al., 2015;
KAGIMURA et al., 2015).

Em plantas, o extrato da parede celular de leveduras possui atividade antifungica e

bioestimuladora devido a capacidade indutora de resisténcia a bactérias e fungos, pela
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ativagdo das vias do jasmonato/etileno e do &cido salicilico, (NARUSAKA et al., 2015;
ANUSUYA; SATHIYABAMA, 2015, NIMRICHTER et al., 2016; SUN et al., 2018).

Os polissacarideos componentes estruturais da parede celular da levedura induzem a
resposta imunologica contra 0s micro-organismos, pela associacdo molecular e inducédo da
expressdo génica de genes relacionados a sintese de enzimas liticas PR1, endoGLUO9,
endoCHlI-like e PR4 (glucanases e quinases). Essas enzimas inativam 0S micro-organismos
por realizarem a lise de suas paredes celulares (PRZYBYLSKA-DIAZ et al., 2013; SUN et
al., 2018; NARUSAKA et al., 2015).

2.4 Atividade antimicotoxigénica das leveduras

As leveduras tém sido utilizadas como aditivos naturais na alimentagdo de animais
de producéo. Este tipo de suplementacdo gera incremento nos parametros produtivos e na
salde dos animais. Recentemente, os estudos tém enfocado as fragdes de polissacarideos das
paredes celulares de leveduras (PCL) como os [-glucanos e 0S mananos, 0S quais
demonstram efeitos benéficos tanto sobre a salde de animais de produgdo como do homem
(FULLER etal., 2017; LIU et al., 2021).

As vantagens destes produtos, a base de PCL, devem-se a sua grande capacidade de
suportar temperaturas elevadas para peletizacdo e extrusdo no processamento das racoes,
bem como, na capacidade de resistir as condi¢des quimicas e fisicas do trato gastrointestinal,
quantidade presente no alimento, grande area superficial e, certamente, o reduzido risco de
contaminacdo por materiais toxicos (YIANNIKOURIS et al., 2012).

Leveduras probioticas, incluindo S. cerevisiae, Candida tropicalis, S. cerevisiae var.
boulardiie e Phaffia Rhodozyma, apresentam comprovada capacidade de adsorcdo de
micotoxinas (LUO et al., 2020). Os riscos relacionados as micotoxinas a respeito da salude
humana e animal resultaram no desenvolvimento de formas e técnicas para evitar sua
formacdo, inativando ou reduzindo a sua biodisponibilidade em alimentos contaminados.
Controlar as condicGes que favorecem a multiplicacdo de fungos, seja com a utilizagdo de
adequadas tecnologias de cultivo e armazenamento de grdos, ou com a aplicacdo de
fungicidas é a melhor forma para reduzir a produgdo de micotoxinas nos alimentos
(ALTOMARE; LOGRIECO; GALLO, 2021)

Ainda para reduzir ocorréncia de contaminantes toxicos em alimentos, podem ser
utilizados mecanismos de controle fisicos, quimicos e biologicos (NUNES et al., 2021;

ORTEGA-BELTRAN; BANDYOPADHYAY, 2021). Entretanto, muitos dos mecanismos
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de controle fisico e quimico ndo sdo empregados devido ao custo elevado ou as dificuldades
praticas do processo de detoxificacdo. Uma das alternativas utilizadas para detoxificacdo
bioldgica de micotoxinas é a utilizagdo de bactérias acido laticas e/ou leveduras. Esses
micro-organismos sdo denominados agentes adsorventes pela capacidade de reduzir a
biodisponibilidade das micotoxinas (AFSHAR et al., 2020; WANG; XIE, 2020).

O mecanismo de agdo antimicotoxigéncia de leveduras pode variar de acordo com a
composicao de sua parede celular. A estrutura tridimensional dos polissacarideos (figura 1)
que constituem a PCL permite a adsorcdo de diferentes micotoxinas ou seus derivados
metabdlicos (HASSAN et al., 2021). Os B-D-glucanos da parede das leveduras sdo capazes
de adsorver diversas micotoxinas, enquanto os a-D-mananos inibem a atividade tdxica das
micotoxinas, provavelmente por interagir com os radicais destes compostos (LIU et al.,
2021). A adsorcdo de micotoxinas e seus metabolitos secundarios pela parede celular de
leveduras (figura 1), esta diretamente relacionado a rede de polissacarideos que compdem a
parede, sintetizados a partir da transferéncia de residuos de N-acetilglucosamina e glicose

para as camadas de crescimento de fibras.

Figura - 1. Adsorcéo de micotoxinas na parede celular de leveduras
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Fonte: Adaptado de Fesel e Zuccaro (2016).

A ligacdo das micotoxinas aos micro-organismos, atraves de sua parede celular,
promove a redugédo dos efeitos deletérios das micotoxinas por meio da diminuigdo de sua
absorcdo gastrointestinal (TAHEUR et al., 2017). Ressalta-se que as espécies de levedura
sdo altamente diversas na composicdo da parede celular, o que influencia a capacidade de
adsorcdo. Alem disso, a quantidade de toxina adsorvida depende de fatores como
concentragdo da toxina e do micro-organismo, temperaturas e valores de pH (LUO et al.,
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2020). Os autores elucidam alguns pontos relacionados aos mecanismos pelos quais ocorre a
adsorcao de micotoxinas pela PCL. O primeiro se refere a integridade e espessura da PCL,
de forma que células com maiores contetdos de parede celular tendem a apresentar maior
porcentagem de remocdo de micotoxinas. Um segundo fator predisponente para este
processo esta relacionado & composicdo quimica da parede celular. E sabido que os
carboidratos presentes na parede celular das leveduras garantem a reducdo da
biodisponibilidade de micotoxinas. Entretanto, o polissacarideo B-1,3-glucana parece ser a
fonte de carbono mais fortemente responsavel por essa acéo antimicotoxigénica (LUO et al.,
2015).

Corroborando com essas afirmativas, existe ainda, a possibilidade de manipulagéo
génica para incremento da eficiéncia de remocdo de micotoxinas, em consequéncia da
alteracdo da composicdo quimica e espessura da parede celular e a configuracdo espacial das
estruturas reticulares (LUO et al., 2019).

No que se refere as forcas de ligacdo na adsor¢do de micotoxinas pelas PCL, foi
identificado que essa interacdo é do tipo ponte de hidrogénio, com caracteristicas
hidrofobicas e eletrostaticas, podendo também ocorrer interacdes do tipo van der Waals
(LUO et al., 2019; WANG et al., 2015).

2.4.1 Adsorcédo de aflatoxina B1

De todas as micotoxinas isoladas em alimentos, as aflatoxinas sdo as mais
amplamente estudadas e distribuidas devido as propriedades tdxicas mais acentuadas
(ISMAIL et al., 2021; SALADINO et al., 2018).

Aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular produzidas,
principalmente, por fungos filamentosos das espécies Aspergillus flavus, A. parasiticus, A.
nominus, A. tamarii e A. pseudotamarii (THANUSHREE et al., 2019; PICKOVA et al.,
2020; ARROYO-MANZANARES et al., 2021; MIN et al., 2021).

As espécies de Aspergillus sdo capazes de se multiplicar em cereais, especiarias,
oleaginosas e frutas secas, em condi¢cGes ambientais diversas, principalmente em clima
quente e umido. Esse fato contribui para a presenca das aflatoxinas principalmente nas areas
de clima tropical e subtropical e em diversos alimentos destinados, tanto ao consumo
humano quanto ao consumo animal (ASGHAR et al., 2022; BASHIRY et al., 2021;
KHODAEI et al., 2021; THANUSHREE et al., 2019).
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O termo aflatoxina refere-se a seis diferentes compostos micotoxigénicos
denominados B1, B2, G1, G2, M1 e M2 (RUSHING; SELIM, 2018). As aflatoxinas B1, B2, G1
e G, (Figura 2) sdo as mais frequentes e encontradas em maior quantidade na natureza,
estando entre as mais importantes (EL-SAYED et al., 2022; ROMERO-SANCHEZ et al.,
2022).

Figura 2 — Composi¢do quimica das aflatoxinas B, Bz, G1, G2, M1 e M2
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Fonte: (Souto et al., 2017)

A aflatoxina B1 (AFB1) € produzida por todas as linhagens produtoras de aflatoxinas,
sendo a micotoxina mais potente dentro desse grupo, seguida “por Gi, Bz e G2. E toxica para
muitas espécies de animais, causando intoxicacGes agudas ou crénicas, cuja patogenicidade
depende da quantidade ingerida e do tempo de exposicdo. Os efeitos toxicos da AFB:
variam conforme a sua composicao estrutural e da associacao de outros fatores: composicao
da dieta, da susceptibilidade do animal, da raga, do sexo e da idade (BENKERROUM, 2020;
OLIVEIRA; VASCONCELOS 2020).

A AFB;: é conhecidamente, como hepatotoxica e hepatocarcinogénica causando
carcinoma hepatocelular em muitas espécies animais. Porém, o consumo de ragdes
contaminadas por AFB1, também, pode causar outros efeitos toxicos: baixa producdo de leite
e 0vos, imunossupressdo, anemia, reducdo da reproducdo e do crescimento e influéncia
negativa nos parametros zootécnicos gerais nos animais, incluindo peixes e outros animais
aquaticos (BENKERROUM, 2020; MARCHESE et al., 2018).
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Assim, é crescente a demanda por estratégias que previnam tanto a formacgdo de
aflatoxinas nos alimentos e racGes, bem como a tentativa de reducdo do impacto da
contaminacdo existente, pela remocéo de aflatoxinas em produtos ja contaminados, processo
chamado de detoxificacio (MARSHALL et al., 2020; ORTEGA-BELTRAN et al., 2021;
SHEN; SINGH, 2021).

A detoxificagcdo que utiliza micro-organismos e/ou enzimas para adsorver as
micotoxinas no trato gastrointestinal de animais surge como uma forma natural e eficaz para
prevencdo de micotoxicoses. As leveduras estdo entre 0s principais micro-organismos
utilizados nesse processo em ragoes e alimentos contaminados pela capacidade probiotica de
adsorcdo (PENG et al., 2018). Estudos in vitro chegaram a demonstrar até 100% de
adsorcdo de aflatoxinas por PCL de forma dose-dependente (ISMAIL; LEVIN, 2017; LUO
et al., 2020).

Ressalta-se que fatores como temperatura, pH e tipo de aflatoxina podem influenciar
a capacidade de produtos a base de leveduras se ligarem a aflatoxina B1 (CAMPAGNOLLO
et al., 2020). Métodos biotecnoldgicos que intensificam as respostas probioticas
relacionadas a adsor¢do de micotoxinas incluem a modificacdo da prépria estrutura da
parede com estratégias de otimizacdo, que melhorem a adsorcdo de micotoxinas. Isso
confirma que a adsor¢do de micotoxinas, incluindo a aflatoxina B1, est4 correlacionada a
quantidade de glucano e quitina contida na parede celular da levedura, de forma que o
incremento de certas fontes de carbono e consequente aumento da espessura da parede, pode

permitir melhores percentuais de adsorcdo (PEREYRA et al., 2018).

2.4.2 Encapsulamento de leveduras para adsorcao de aflatoxina B1

Resultados de muitas pesquisas mostram a utilizacdo de nanoparticulas para
proporcionar a otimizacdo da entrega de fontes de carbono presentes na parede celular de
leveduras (ANJUGAM et al., 2018; KHIAVI et al., 2020; VELAZQUEZ-CARRILES et al.,
2018). Como exemplo, Hamza et al. (2019) obtiveram maior eficiéncia de ligacdo entre a
aflatoxina B1 e uma formulacdo hibrida de componentes da parede celular de S. cerevisiae
encapsulados com nanoparticulas de acido humico.

Da mesma forma, avaliando a influéncia do processamento tecnoldgico, como
estratégia de protecdo e armazenamento, na viabilidade, propriedades probiodticas e na

capacidade adsorvente da PCL, Poloni et al. (2021) observaram altas porcentagens de
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adsorcdo de aflatoxina B1 com a utilizagdo de leveduras S. cerevisae liofilizadas com
maltodextrina. Esses autores demostraram que mesmo ap0s 0 estresse do processo de
liofilizacdo, foi mantida a viabilidade celular das leveduras, devido a protecdo celular
promovida pela maltodextrina.

A maltodextrina é um polissacarideo, cuja principais fontes comerciais utilizadas na
industria sdo o milho, a batata e o arroz, sendo um produto amplamente utilizado em
processos de encapsulamento de uma variedade de compostos e principios ativos (GALVES
et al., 2021; OKUMUS et al., 2021). Além disso, a maltodextrina apresenta comprovada
atividade antimicrobiana (PARK; WALSH, 2021)

Ainda, a capacidade de co-agregagdo das leveduras com outros micro-organismos
pode ser melhorada com a utilizacdo de maltodextrina como protetor celular. Possivelmente,
micro-organismos patogénicos apresentaram grande capacidade de ligacdo especifica no
TGI, o que pode indiretamente impedir a colonizagdo por micro-organismos probidticos.
Dessa forma, o processamento biotecnolégico de otimizacdo da PCL com a utilizacdo de
polissacarideos como a maltodextrina, pode resultar no desenvolvimento de produtos
probidticos promissores (DAWOOD et al., 2019; TRAN; SHENGKANG, 2022).

As leveduras probiodticas proporcionam inimeros beneficios, como estimulo ao
sistema imunoldgico, amadurecimento da microbiota intestinal e aumento da taxa de
crescimento dos peixes. Assim, a técnica de microencapsulamento de leveduras com agentes
encapsulantes como a maltodextrina, é uma forma de manter a sua viabilidade e
caracteristicas probioticas, justificando-se a utilizacdo das leveduras como aditivo alimentar
em ragdes contaminadas com aflatoxina B1, para melhorar o desempenho e sanidade de

peixes, em todos os estagios de crescimento como por exemplo, alevinos de tilapia-do-Nilo.
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CAPITULO I - VIABILIDADE PROBIOTICA E ADSORVENTE DE AFLATOXINA
B1 PELA LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae ASL3 ISOLADA DE AMBIENTE
DE PISCICULTURA
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VIABILIDADE PROBIOTICA E ADSORVENTE DE AFLATOXINA B1 PELA
LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae ASL3 ISOLADA DE AMBIENTE DE
PISCICULTURA

RESUMO

Com a presente pesquisa, objetivou-se verificar se a cepa de levedura Saccharomyces
cerevisiae A8L3 isolada de viveiros de piscicultura apresenta capacidade probidtica e
adsorvente de aflatoxina B1 em testes in vitro. Foi utilizada a cepa de S. cerevisae A8L3
isolada de ambiente de psicultura, pertencente a colecdo de culturas do Laboratorio de
Controle Microbioldgico de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de
Alimentos (NUEPPA). A levedura S. cerevisiae A8L3 foi submetida aos testes de
capacidade probidtica de autoagregacdo e coagregacdo, inibicdo de micro-organismos
patogénicos e tolerancia simulada das condi¢6es de pH do estbmago (pH 2,0) e do intestino
(pH 7,0) de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), além de testes adsorventes de aflatoxina
B1. A cepa de S. cerevisiae A8L3 apresentou habilidades de autoagregacdo, coagregacao e
inibicdo antibacteriana para todas as cepas avaliadas. Para os testes de tolerancia ao pH
baixo e aos sais biliares sobre a viabilidade de S. cerevisiae A8L3 em diferentes tempos a
cepa testada foi capaz de sobreviver e multiplicar-se satisfatoriamente nas condigdes
simuladas in vitro do pH do estbmago e do intestino. Além de caracteristicas probioticos
desejaveis, apresentou capacidade para adsor¢do de AFB1. Assim, fica evidenciado que a
cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae A8L3 isolada de viveiros de piscicultura
apresenta uma boa capacidade probiética e adsorvente de aflatoxina B1 em testes in vitro. A
cepa atende os requisitos analisados para ser utilizada em formulacéo de dietas para uso em
ensaios in vivo na piscicultura.

Palavras-chave: Levedura. Probi6tico. Piscicultura. Racao
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PROBIOTIC AND ADSORBENT VIABILITY OF AFLATOXIN B1 BY THE YEAST
Saccharomyces cerevisiae ASL3 ISOLATED FROM FISH FARMING
ENVIRONMENT

ABSTRACT

The present research aimed to verify whether the yeast strain Saccharomyces cerevisiae
A8L3 isolated from fish farms has probiotic and aflatoxin B1 adsorbing capacity in in vitro
tests. The strain of S. cerevisae A8L3 isolated from a pisciculture environment belonging to
the culture collection of the Microbiological Food Control Laboratory of the Center for
Studies, Research, and Food Processing (NUEPPA) was used in the experiments. The yeast
S. cerevisiae A8L3 was subjected to tests of probiotic capacity for self-aggregation and co-
aggregation, inhibition of pathogenic microorganisms, and simulated tolerance of pH
conditions in the stomach (pH 2.0) and intestine (pH 7.0) of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus), in addition to aflatoxin B1 adsorbent tests. The S. cerevisiae A8L3 strain showed
autoaggregation, co-aggregation, and antibacterial inhibition abilities for all strains
evaluated. For low pH and bile salt tolerance tests on the viability of S. cerevisiae A8L3 at
different times, the tested strain was able to survive and multiply satisfactorily in simulated
in vitro pH conditions of the stomach and intestine. In addition to desirable probiotic
characteristics, the strain had the ability to adsorb AFB1. Thus, it is evident that the yeast
strain Saccharomyces cerevisiae A8L3 isolated from fish farms has good probiotic and
aflatoxin B1 adsorbing capacity in in vitro tests. The strain meets the analyzed requirements
to be used in formulating diets for use in in vivo tests in fish farming.

Key words: Yeast. Probiotic. Pisciculture. Portion.
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1. INTRODUCAO

Diversos tipos de micro-organismos tém sido pesquisados como probidticos na
alimentacdo humana e animal no intuito de melhorar as respostas inerentes ao sistema
digestivo. Neste sentido Probidticos podem ser definidos como micro-organismos Vvivos
capazes de produzir um equilibrio intestinal e produzir efeitos positivos a saude ou a
fisiologia do individuo que o ingere (NOGUEIRA; GONCALVES, 2011; Hill et al., 2014;
CARUFFO et al.,, 2015). Com propriedades probioticas, dentre 0s micro-organismos
estudados e utilizados como probi6ticos, destacam-se as bactérias do género Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus e leveduras como Saccharomyces boulardii e Saccharomyces
cerevisiae (PINHEIRO et al. 2020; TERHAAG; BERTUSSO; PRUDENCIO, 2020).

Assim como bactérias, as leveduras fazem parte de outros grupos de micro-
organismos que tém uma série de qualidades para serem utilizados como agente probiotico.
As leveduras apresentam os mais variados beneficios, como caracteristicas de adsorcéo de
micotoxinas presentes em sua parede celular, além de possuir diversos componentes
imunoestimulantes, como os B-glucanos o que pode favorecer melhor resposta de protecédo
contra agentes patogénicos (VARGAS et al., 2021). Outros fatores em que as leveduras tém
se destacado, dizem respeito a protecdo da saude tanto de animais quanto de humanos,
beneficios estes que tem despertado o interesse dos pesquisadores na utilizacdo desses
micro-organismos na descontaminacdo de micotoxinas produzidas por fungos
micotoxigénicos. (PFLIEGLER; PUSZTAHELYI; POCSI, 2015; HASSAN; ZHOU, 2018).

Os fungos filamentosos sdo os principais produtores de micotoxinas, que s&o
consideradas metabdlitos secundarios possuindo baixo peso molecular advindo do
metabolismo desses micro-organismos. A maioria de seus metabolitos produzidos
apresentam uma boa estabilidade em relacdo a altas temperaturas, podendo resistir no
alimento como cereais e racfes mesmo durante 0 processo de extrusao, além de resistir as
mais variadas faixas de pH do trato gastrointestinal de peixes (MATEJOVA et al., 2017;
PEREYRA et al., 2018; CAMPAGNOLLO et al., 2020).

Quando estas micotoxinas estdo presentes em alimentos, principalmente na
estocagem de ragdes, podem apresentar diversas perdas econbémicas e consequentemente
reduzir o indice de producdo desses animais. As micotoxinas sdo metabdlitos de elevada
toxidade representando riscos elevados, podendo levar a altas taxas de mortalidade na
piscicultura (MATEJOVA et al., 2017; TIBOLA; FERNANDES. 2020).
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Diversas alternativas tém sido utilizadas no controle das micotoxinas por conta de
sua atividade toxica, tais como: prevencdo da contaminacdo e multiplicacdo flngicas;
descontaminacao de alimentos e reducdo da absorcdo das micotoxinas presentes no alimento
consumido no trato gastrointestinal pela inibicdo ou a adsorcéo (LUO et al., 2020).

Dentre as mais variadas estratégias de controle de micotoxinas a que mais tem
mostrado bons resultados é detoxificacdo bioldgica que pode ser realizada por leveduras que
apresentem atividades probioticas comprovadas. Estes micro-organismos podem adsorver
micotoxinas, propiciando assim uma eliminacdo ou reducdo nos niveis de toxinas do
alimento para um nivel seguro (PEREYRA et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017; LUO et al.,
2020).

Deste modo, com a presente pesquisa objetivou-se em verificar se a cepa de levedura
Saccharomyces cerevisiae A8L3 isolada de viveiros de piscicultura possui capacidade

probiotica e adsorvente de aflatoxina B1 em testes in vitro.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Testes probidticos in vitro

Para os seguintes testes foi utilizada a cepa de S. cerevisae A8L3 isolada de ambiente
de psicultura, pertencente a colecdo de culturas do Laboratorio de Controle Microbioldgico
de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de Alimentos (NUEPPA),
no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Essa cepa
foi testada para avaliar sua capacidade probiotica em testes in vitro simulando a fisiologia de
tilapia-do-Nilo (O. niloticus).

Para avaliar a capacidade da viabilidade probioética, a levedura S. cerevisiae A8L3 foi
submetida aos seguintes testes: capacidade de autoagregacdo e coagregacdo da levedura,
inibicdo de micro-organismos patogénicos e tolerancia simulada das condi¢cdes de pH do
estdbmago (pH 2,0) e do intestino (pH 7,0) de tilapia-do-Nilo, além de testes de adsorc¢do de

aflatoxina B1.
2.2 Capacidade de autoagregacao e co-agregacao da levedura

Foi utilizada a metodologia descrita por Pizzolitto et al., (2012), com algumas
modificacOes, para determinar a propriedade de adesdo célula-célula das leveduras pelos

ensaios de autoagregacdo e coagregacao. Os indculos da cepa de levedura S. cerevisiae
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A8L3 ressuspendidos, foram cultivados em caldo YPD e incubados em estufa
microbioldgica a 37°C durante 24 horas. Apo6s o periodo de incubacdo as células foram
centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos em temperatura ambiente, logo ap6s lavadas
duas vezes em agua destilada estéril, ressuspensas em 4,0 mL de tampéo fosfato salino (PBS
- pH 7,2) e homogeneizadas em agitador tipo vortex. Nos dois ensaios, as suspensdes de
celulas foram padronizadas, densidade 6tica (DOinicia)soonm = 0,5. Os tubos com as
suspensdes foram incubados a 37°C por duas horas sem agitacdo. Em seguida, os valores de
absorbancia da camada superior foram medidos para densidade otica final (DOfinal)soonm €m
espectrofotdmetro. Para determinar a porcentagem de autoagregacdo de cada cepa foi
aplicada a seguinte férmula:

Autoagregacdo% = 1 — (DOfina/DOinicial) X 100

Em que:

DOsinai= Densidade 6tica final apds duas horas de incubagéo

DOinicia= Densidade 6tica inicial no tempo zero de incubacéo

O método de preparacdo das suspensdes de leveduras para co-agregacdo foi 0 mesmo
utilizado para o ensaio de autoagregacdo como descrito por Pizzolitto et al. (2012). Foram
utilizados neste ensaio quatro diferentes micro-organismos patogénicos cedidos pela
Colecdo de Micro-organismos de Referéncia do NUEPPA: Escherichia coli INCQS 00033
(ATCC 25922); Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium INCQS 00150
(ATCC 14028; Staphylococcus aureus INCQS 00015 (ATCC 25923) e Aeromonas
hydrophila INCQS 00318 (IOC/FDA 110-36), que representam riscos a salude dos peixes e
do consumidor. Foi realizado um cultivo de cada bactéria patogénica em caldo cérebro
coracdo (BHI) e incubado por 24 horas a 37 °C, em seguida cada cultivo foi centrifugado a
5.000 rpm durante 10 minutos. Na sequéncia foi descartado o sobrenadante e ressuspendido
as células em PBS (pH 7,2). Foram realizadas diluicbes com a mesma solu¢do tampdo para
ajustar a concentracdo final tanto de leveduras quanto de bactérias a DOsoo nm = 0,5.
Posteriormente, volumes iguais (2,0 mL) de leveduras e bactérias patogénicas foram
misturados em tubos estéreis, homogeneizados em agitador tipo vortex e incubados a 37°C
durante duas horas sem agitacdo. Em seguida, o sobrenadante da mistura descrita acima
(DOmix) e dos tubos controle com suspensbes de leveduras (DOievedura) € bactérias
(DOpatsgeno) tiveram sua absorbancia medida a 600 nm. Para determinacdo da porcentagem

de co-agregacao foi aplicada a seguinte formula:
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Co-agregacdo% = [1 — DOwix / (DOpatogeno + DOLevedura / 2)] X 100
Em que:

DOwix= Densidade o6tica da mistura levedura + patogeno;
DOpatsgeno= Densidade Otica do patdgeno

DOlevedura= Densidade otica da levedura
2.3 Inibicédo de micro-organismos patogénicos

A levedura foi testada para a inibicdo de micro-organismos patogénicos usando o
método slab test no meio YPD (STRUS; 1998). As cepas de bactérias patogénicas utilizadas
neste ensaio foram as mesmas utilizadas no teste de co-agregagdo. Para 0 ajuste da
concentracdo bacteriana suficiente para atingir 0,5 na escala de Mc Farland, as bactérias
patogénicas foram semeadas em d&gar Nutriente a 37,0 °C por 24 horas em estufa
microbiologica. Posteriormente, do agar foram retirados com alca de platina inoculos de
cada cultivo para ressuspender em solucdo salina (0,9%), procedendo dessa maneira até a
obtencdo de suspensdes bacterianas correspondentes a 0,5 da escala de Mc Farland. Apoés
ajuste do indculo, com auxilio de swab esterilizado (Cral®) as bactérias foram semeadas em
estrias por toda a superficie de placas de Petri com agar Nutriente. Em seguida, discos de
agar YPD de 14 mm contendo as leveduras semeadas previamente a 25,0 °C por 48 horas,
foram cortados assepticamente e adicionados as placas com agar Nutriente que foram
semeadas anteriormente com as bactérias patogénicas. Todos os testes foram realizados em
duplicata.

Apbs 24 horas de incubacdo a 37,0 °C, foram medidos os diametros das zonas de
inibicdo do crescimento em torno das placas de agar. Os resultados foram descritos em
milimetros (mm), subtraindo-se o didmetro do disco de agar de YPD.

2.4 Tolerancia simulada das condi¢fes de pH baixo e aos sais biliares

A padronizacao do indculo seguiu metodologia adaptada por Pizzolitto et al., (2012).
100 pL da suspensdo foram adicionados a 900,0 uL de caldo YPD ajustado a pH 2,0. As
solucdes contendo as células foram incubadas sob agitacdo constante (150 rpm) em
diferentes tempos: 4, 8 e 12 horas a 30 + 2,0°C. Ao final de cada tempo de incubagéo foram
retiradas aliquotas de 100,0 pL para a contagem de células viaveis pela diluicdo decimal
seriada e semeadura por espalhamento em superficie de agar YPD. As placas foram

incubadas durante 24 h a 37°C.
34



Para a determinacdo da viabilidade e tolerancia das cepas de leveduras na presenca
de sais de bile nas condi¢des do intestino de tilpia-do-Nilo, foi realizado o teste utilizando-
se a metodologia semelhante ao ensaio de tolerancia ao pH baixo. Para isso foi utilizado o
caldo YPD suplementado com sais de bile a 0,5% (Sigma-Aldrich®) ajustado para pH 7,0.
Ao final dos diferentes tempos de incubacdo: 4, 8 e 12 horas, foram retiradas aliquotas de
100 pL para a contagem de células vidveis por meio da diluicdo decimal seriada e
semeadura por espalhamento em superficie de agar YPD. As placas foram incubadas durante
24 horas a 37,0 °C. Controles do ensaio foram realizados, submetendo-se cada cepa ao
mesmo procedimento descrito, porém com inocula¢cdo em caldo YPD pH 7,0 e sem o
acrescimo dos sais de bile.

2.5 Teste de adsorc¢do de AFB1

O teste de adsorcdo de AFB1 foi realizado de acordo com Pizzolitto et al. (2011);
Poloni et al. (2015), com algumas modificacdes. Para realizacdo da solucéo inicial de AFB1
foi extraido de um nucleo produzido da cepa padrdo de A. parasiticus NRRL 2999 (USDA,
Agricultural Research Service, Peoria, IL), na concentracdo de 2,67 pg/mL. (MAGNOLI et
al. 2011).

Foram realizadas suspensdes na concentragio de 10 células/mL a partir de tubos de
MEA, previamente, semeados, com isolados da cepa de S. cerevisiae A8L3 e padronizagéo
feita com o auxilio da cdmara de Neubauer. Foram preparadas em microtubos solucdes de
trabalho de AFB1 (25 e 50 ng/mL) em PBS (pH 2,0 e 7,0). Na sequéncia, 1,0 mL de cada
suspensdo de células foi submetido a centrifugacdo durante 15 minutos a 5000 rpm a
temperatura ambiente. Logo ap6s, foram lavados duas vezes com agua destilada e
submetidos a centrifugacdo. Foram adicionados 1,0 mL da solucdo de PBS (pH 2,0)
contendo AFBL1, para simular a acidez do estdmago de tilapia-do-Nilo e incubados a 30,0 °C
por 60 minutos em agitacdo constante (150 rpm). Em seguida, foram centrifugados e aos
concentrados de células adicionou-se 1,0 mL de PBS em pH 7,0 contendo AFB1 nas
concentragdes testadas (25,0 e 50,0 ng/mL). Logo apos, foram incubados por 60 minutos a
30,0 +£2°C e submetidos a agitacdo constante.

Apos este periodo, as células foram sedimentadas por centrifugacdo durante 15 min a
5.000 rpm a temperatura ambiente, e o sobrenadante contendo micotoxinas ndo ligadas foi
recolhido e armazenado a -20°C para andlise do percentual de adsor¢do por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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A deteccdo e quantificacdo de AFB1 ndo adsorvida foi realizada utilizando um
cromatégrafo HPLC Shimadzu® (modelo Prominence) com detector de fluorescéncia
modelo RF-10AXL Super, de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al.
(1994) e Scudamore e Macdonald (1998). As separacBes cromatograficas foram realizadas
utilizando uma coluna de fase reversa C18 (de silica gel, 150 x 4,6 mm id., 5,0 um de
tamanho de particulas, Varian, Inc. Palo Alto, EUA). Para analise, uma aliquota de 200 pL
da amostra foi derivatizada com 700 pL de solugdo composta por acido trifluoroacético:
acido acético glacial: agua (20:10:70, v/v/v). como fase movel utilizou-se acetonitrila:
metanol: agua (17:17:66 v/v) a um fluxo de 1,5 mL/min. O volume de injecédo foi de 20,0
uL.

A curva de quantificacdo da toxina foi realizada por medicdo das areas e sua
interpolacdo a uma curva de calibracdo construida com diferentes concentracGes de padrédo
de AFBL, de onde foram extraidos os limites de deteccdo e quantificacdo da técnica. As
quantificacfes de AFB1 adsorvidas foram estabelecidas por meio da correlagcdo entre as
areas dos picos das amostras e da curva padrdo. As porcentagens de adsor¢do de AFB1
foram realizadas pela férmula a seguir:

Adsor¢do de AFB1= 100 x [1 - (&rea do pico da amostra/area do pico de micotoxina
no controle positivo)]

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + desvio padréo. Para as analises da
capacidade probidtica, foram expressos em percentual (auto-agregacao, co-agregacdo) e em
log UFC/g (tolerancia ao pH baixo e aos sais biliares).

Para os testes de adsorcdo de AFB1, foram expressos em quantidade de micotoxina
adsorvida (ng mL-1) e percentual de micotoxina adsorvida, nas respectivas concentracfes. A
analise de variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o procedimento PROC GLM, do
software SAS® University Edition. Foi utilizado o teste de comparacdo de médias de Tukey,
com nivel de significancia de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes probidticos in vitro de co-agregacgdo e atividade antimicrobiana, realizados
com a cepa de levedura S. cerevisiae A8L3, e de tolerancia, que tem como base o estado

fisiolégico de Tilapia, estdo apresentados na Tabela 1 e 2. A cepa apresentou percentual de
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auto-agregacéo superior a 60%, sendo considerada boa devido ao escore (+) que lhe confere
capacidade de adesdo da cepa com células do trato gastrointestinal, além de qualidades
desejadas para um bom probidtico, como um melhor equilibrio da microbiota dos peixes.
Nos testes para capacidade de co-agregacdo (tabela 1) os resultados mostraram que houve
eficiéncia de ligacdo com as cepas bacteriana com maiores valores para S. Typhimurium
(43,77%) e menor para a bactéria Escherichia coli (27,87%), mais no geral todas
apresentaram boa capacidade de co-agrecacdo com a cepa testada, o que favorece na
protecdo contra micro-organismos patogénicos no organismo do hospedeiro.

Quanto aos testes realizados para verificar atividade antibacteriana (tabela 1), a
levedura S. cerevisiae A8L3 mostrou-se excelente inibidora do crescimento de micro-
organismos patogénicos utilizados no ensaio, 0 que mostra que esta cepa apresenta atividade

antagonista podendo ser utilizada como probiotico.

Tabela 1. Capacidade probidtica da cepa S. cerevisiae A8L3 para coagregacdo e atividade
antimicrobiana para os micro-organismos testados

Atividade antimicrobiana

Cepas bacterianas Co-agregacdo (%) Halo de inibicdo em mm e escores de

testadas (**)

interpretacdo™
E. coli 27,87° £ 2,25 19,50* £ 0,58 (+++)
S. Typhimurium 43,772 + 1,45 18,502 + 1,15 (+++)
S. aureus 37,10° + 1,50 14,00° + 0,58 (++)
A. hydrophila 31,70°+ 1,20 18,502 + 0,58 (+++)

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). * Antibiograma e seus escores de
interpretagdo: (-): zona de inibi¢do < 3,0 mm; (+): zona de inibi¢do > 3,0 mm e < 9,0 mm; (++): zona de
inibi¢do > 10,0 mm e < 15,0 mm; (+++) zona de inibicdo > 15 mm. (**) Escherichia coli INCQS 00033
(ATCC 25922); Salmonella enterica enterica Typhimurium INCQS 00150 (ATCC 14028; Staphylococcus
aureus INCQS 00015 (ATCC 25923) e Aeromonas hydrophila INCQS 00318 (I0C/FDA 110-36)

Os resultados obtidos para a cepa S. cerevisiae A8L3 nos testes de autoagregacgéo
apresentaram escore de agregacao de (62,2 % + 7,89), sendo considerada como uma forte
agregacdo, escore (+), segundo classificagcdo de Kos et al. (2003), valores estes que estdo em
consonancia aos obtidos por Pinheiro et al. (2020) que também utilizaram cepas de
leveduras S. cerevisiae provenientes de ambiente de piscicultura e cachagaria. A mesma
espécie isolada em alimentos fermentados a base de milho na Nigéria foi testada com
mesma metodologia e apresentou forte agregacdo, com valores superiores a 80%
(OGUNREMI; SANNI; AGRAWAL, 2015), o que confere ao individuo otima colonizagédo
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intestinal, ja que a parede celular dessas leveduras € rica em carboidratos e propriedades que
proporcionam adesdo, e possibilitam a sua fixacdo e multiplicacdo no epitélio intestinal.

A capacidade de co-agregacdo de um probiotico esta atrelada a prevencao de agentes
patogénicos que podem ultrapassar a barreira do lamen intestinal provocando danos ao
hospedeiro (ABBASILIASI et al. 2017). A cepa de S. cerevisiae A8L3 demonstrou bons
resultados no teste de co-agregacgdo principalmente para S. Typhimurium (tabela 1), que €é
potencialmente patdgeno entérico. Essa capacidade pode ser variavel, conforme a cepa de S.
cerevisae e a espécie bacteriana patdgena testada (PINHEIRO et al. 2020; MIRANDA;
RAMOS, 2021). Por ser capaz de se ligar a esses patdgenos intestinais, a cepa A8L3 pode
ser utilizada para prevenir enfermidades associadas a esses agentes, agindo como barreira
para prevencao de patdgenos invasores do trato gastrointestinal.

A cepa de S. cerevisiae A8L3, além de apresentar capacidade de co-agregacdo aos
patdgenos, também, possui aptiddo para inibir os patdgenos testados. Esta cepa foi isolada
em ambiente de piscicultura, provavelmente por esse motivo, a inibicdo da multiplicacéo
bacteriana pode ter ocorrido pela falta de contato prévio delas com as leveduras utilizadas,
portanto. Além da capacidade probidtica ja discutida anteriormente, a cepa S. cerevisiae
A8L3 pode contribuir na protecdo a salde do hospedeiro, evitando possiveis
desenvolvimentos de resisténcia aos antimicrobianos utilizados na piscicultura, podendo
futuramente ser pesquisada como um agente potencial para producdo de farmacos com
capacidade antibidtica.

Palma et al., (2015), ressaltam que 0 uso dessas cepas com comprovada atividade
probidtica podem ser utilizadas como possiveis carreadores profilaticos e terapéuticos no
combate a doencas especificas. Rajkowska et al. (2012), utilizando mesma metodologia do
slab test, encontraram inibicdo apenas para bactéria Staphylococcus aureus, utilizando a
levedura S. cerevisiae var. boulardii, enquanto os resultados desta pesquisa mostram
atividade antagonista para todos 0s micro-organismos testados.

Na Tabela 2, estdo representados os resultados para o efeito da passagem simulada
da levedura S. cerevisiae A8L3 pelo pH do estomago (pH 2,0) e intestino (pH 7,0) e
acrescido de bile 0,5% sobre a sua viabilidade por um periodo de 12 horas. Constatou-se que
houve interacdo (p<0,05) entre os niveis de pH e tempo de contagem de células viaveis.
Assim, observou-se que ndo houve diferenca para contagem de S. cerevisiae A8L3 (p>0,05)
para todos os niveis de pH nos quatro tempos observados. No entanto, verificou-se que para

0s tempos de 8 e de 12 horas, o valor da contagem para foi semelhante entre si (p>0,05) e
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superior ao tempo zero (p<0,05), tanto para simulagéo no estbmago como no intestino (pH =
7,0) acrescido de sais biliares.

Tabela 2. Tolerancia ao pH baixo (pH 2,0) e com sais biliares (pH 7,0) sobre a viabilidade
de S. cerevisiae A8L3 por um periodo de 12 horas
Contagem de S. cerevisiae A8L3 (log UFC/g) / Tempo (Horas)
pH (X £ DP)
0 4 8 12

2,0 6,83 +0,75 7,19*8+0,16 7,87%4+£0,09 8,17*+0,08
7,0 (controle) 6,67 +0,26  7,54*B +0,08 7,658 +0,15 8,484+ 0,03

7,0 (com bile) 6,89% + 0,16 6,93% + 0,21 7,638 +0,03 8,264 +0,01

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras maiusculas diferentes ha mesma
linha diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05). Contagens de células viaveis (log
UFC.mL-1).

Ressalta-se que um micro-organismo com potencial probiotico deve ser capaz de
ultrapassar a barreira do Iimen intestinal com seus diferentes valores de pH ao longo do
trato gastrointestinal, além de enfrentar as diferencas fisiologicas e de metabolismo que
essas regides possuem. Dessa forma, é imprescindivel que esse micro-organismo resista as
mais variadas situacoes (ABBASILIASI et al. 2017; BANERJEE; RAY, 2017).

A cepa de S. cerevisiae A8L3 testada foi capaz de sobreviver e multiplicar-se
satisfatoriamente nas condi¢fes simuladas in vitro com pH do estdmago e do intestino de
tildpia-do-Nilo (Tabela 2) (ROTTA, 2003). Os resultados obtidos nessa pesquisa vao de
encontro com outros trabalhos que relatam a capacidade das leveduras em sobreviver com
elevadas concentracfes a passagem simulada das condi¢des gastrointestinais (GREPPI et al.,
2017; POLONI et al., 2017; ZENG, 2019). A cepa de levedura S. cerevisiae A8L3
apresentou excelente passagem nos diversos tempos observados e que além da passagem
pelo TGI ocorreu multiplicacdo nas condicfes testadas, caracteristicas que configuram
qualidades desejadas para um bom probidtico.

Na Tabela 3, estdo expressas as porcentagens de adsorcao de AFB1 in vitro pela cepa
de S. cerevisiae A8L3 isolada em ambiente de cultivo de piscicultura. A cepa testada foi
capaz de adsorver AFB1, tanto na concentragdo de 25 ng mL™, quanto na concentragio 50

ng mL-1. em percentuais semelhantes, apresentando valores acima de 50% de adsorcao.
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Tabela 3. Adsor¢do (%) na concentragdo de 25 e 50 ng mL™ de AFB1 pela cepa de S.
cerevisiae A8L3 isolada de ambiente de piscicultura

Concentracéo AFB1 AFB1 Adsorvida % de AFB1 Adsorvida
(ng mL+) (ng mL) (ng mL™)
25 (X £ DP) 13,93 £ 1,67 55,70 + 5,74
50 (X + DP) 25,62 + 2,70 51,23* + 5,07

X: média, DP: desvio padrio. Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05).

A cepa de S. cerevisiae A8L3 testada (Tabela 3) é detentora, além de caracteristicas
probioticas desejaveis, adequada porcentagem de adsorcdo de AFB1 55,70% e 51,23%, ndo
diferenciando estatisticamente em relacéo as concentracGes utilizadas de (25 ng e 50 ng mL"
1 respectivamente. Pinheiro et al., (2020), em ensaio de adsor¢do com trés estirpe de
leveduras em duas concentracdes de AFB1 avaliadas (10 e 25ng. mL™) encontraram valores
de adsorgéo em percentuais de 21,19% e 19,77%, respectivamente, sendo a estirpe A8L2 a
mais eficaz, valores inferiores aos encontrados nesta pesquisa.

Os resultados obtidos indicam a viabilidade da inclusdo desta cepa na alimentagéo de
tildpia-do-Nilo, possibilitando redugdo na quantidade de AFB1 na racdo, ocasionalmente,
ingerida por esses animais, o que pode levar numa melhoria de aspectos fisioldgicos e
sanitarios. Para tanto, se tornam necessarios estudos in vivo com estes animais para se obter

uma melhor avaliacdo no manejo em piscicultura.

4. CONCLUSAO

Deste modo, com a presente pesquisa fica evidenciado que a cepa de levedura
Saccharomyces cerevisiae A8L3 isolada de viveiros de piscicultura apresenta capacidade
probidtica e de adsorcao de aflatoxina B1 em testes in vitro. Com todas essas caracteristicas
desejaveis para um probiotico, esta cepa atende os requisitos analisados para ser utilizada na

formulacéo de dietas para uso em ensaios in vivo na piscicultura.
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ADSORCAO DE AFLATOXINA B1 POR Saccharomyces cerevisiae
MICROENCAPSULADA COM MALTODEXTRINA: EFEITO NO DESEMPENHO
E SANIDADE DE TILAPIA-DO-NILO

RESUMO

A producéo de peixes no Brasil tem sido destaque, com crescimento significativo, resultado
que reflete no grande potencial no aprimoramento da cadeia produtiva e cultivo sustentavel.
Com a presente pesquisa, objetivou-se verificar a adsorcdo de aflatoxina Bl pela cepa
Sacharomyces cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina em racgdes
contaminadas e seu efeito no desempenho e sanidade de alevinos de tilapia-do-nilo. O
experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Piscicultura em um delineamento
experimental em blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x 2 x 2, sendo dois niveis de
Aflatoxina B1 (0,0 ¢ 100 pg/kg), dois de S. cerevisiae (0,0 e 107 UFC/g) e dois de
Maltodextrina (0,0 e 20 g/kg). Foram avaliados os seguintes parametros: qualidade da agua,
desempenho zootécnico, contagem de leveduras da ragdo e do intestino, determinagdo da
concentracdo de aflatoxina Bl e histopatolégico de figado e rim. Os pardmetros de
qualidade testados na agua dos viveiros estavam em conformidade ao estabelecido pela
legislacdo ambiental. Para o ganho de peso médio (GPM) foi observado diferenca
significativa (P<0,05) entre os tratamentos, com melhores valores de T3 (41,92g), T5
(43,23g) e T6 (38,90g), tendo como melhor ingrediente para GPM a maltodextrina,
combinada com outro, ou separada. A técnica de microencapsulacdo favoreceu gque a cepa
de S. cerevisiae A8L3 permanecesse vidvel na racdo e intestino, preservando as contagens
iniciais e finais acima de 7,00 log UFC/g semelhantes (P>0,05). Na detec¢do de toxina,
apenas foi detectada nos figados dos alevinos de tilapia-do-Nilo dos tratamentos T4 e T7. A
cepa de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina possui capacidade
probidtica in vivo, por ser capaz de colonizar-se no intestino de alevinos de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) e manter-se viavel em quantidades desejaveis no lume intestinal.

Palavras-chave: Aflatoxina; Contagem de levedura; Piscicultura; Probiéticos.
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ADSORPTION OF AFLATOXIN B1 BY Saccharomyces cerevisiae
MICROENCAPSULATED WITH MALTODEXTRIN: EFFECT ON THE
PERFORMANCE AND HEALTH OF NILE TILAPIA

ABSTRACT

Fish production in Brazil has been highlighted, with significant growth, a result that reflects
the great potential for improving the production chain and sustainable cultivation. The
present research aimed to verify the adsorption of aflatoxin B1 by the Sacharomyces
cerevisiae A8L3 strain microencapsulated with maltodextrin in contaminated feed and its
effect on the performance and health of Nile tilapia fingerlings. The experiment was carried
out at the Fish Farming Research Laboratory in a randomized block experimental design, in
a 2 x 2 x 2 factorial scheme, with two levels of Aflatoxin B1 (0.0 and 100 pg/kg), two of S.
cerevisiae (0.0 and 107 CFU/g) and two of Maltodextrin (0.0 and 20 g/kg). The following
parameters were evaluated: water quality, zootechnical performance, yeast count in feed and
intestine, determination of aflatoxin B1 concentration and liver and kidney histopathology.
The quality parameters tested in the pond water were in accordance with those established
by environmental legislation. For average weight gain (GPM), a significant difference
(P<0.05) was observed between treatments, with better values of T3 (41.92g), T5 (43.23Q)
and T6 (38.90g), having The best ingredient for GPM is maltodextrin, combined with
another, or separately. The microencapsulation technique allowed the S. cerevisiae A8L3
strain to remain viable in feed and intestine, preserving similar initial and final counts above
7.00 log CFU/g (P>0.05). When detecting the toxin, it was only detected in the livers of Nile
tilapia fry from treatments T4 and T7. The strain of S. cerevisiae A8L3 microencapsulated
with maltodextrin has probiotic capacity in vivo, as it is capable of colonizing in the intestine
of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fry and remaining viable in desirable quantities in the
intestinal lumen.

Key words: Aflatoxin; Yeast count; Pisciculture; Probiotics.
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1. INTRODUCAO

A producdo de peixes no Brasil tem sido destaque, com um crescimento
significativo, resultados que reflete grande potencial no aprimoramento da cadeia produtiva
e cultivo sustentavel. Os principais fatores que contribuem para esse crescimento estdo
atrelados a um forte mercado, aumento na colheita de grdos, grande disponibilidade de
bacias hidrograficas e extensas areas para diversas modalidades de manejo, aléem da
presenca constante das industrias de rac6es (IGARASHI, 2019; PEDROZA FILHO et al.,
2020; PEIXE BR, 2023).

Segundo dados do Peixe BR (2023), a tilapia é a principal espécie de peixe mais
cultivada pelos piscicultores brasileiros, ultrapassando a marca de 550 toneladas em 2022,
representando 63,9% de toda a piscicultura nacional. O Brasil ocupa a quarta posi¢édo
mundial na producéo de tilapia, além de ser o peixe de maior procura no mercado nacional,
representa em torno de 88% de toda a exportacéo de pescado (PEIXE BR, 2023).

A piscicultura brasileira vem apresentando diversas melhorias em avangos
tecnoldgicos, como genética e melhoramento animal, nutricdo e manejo que favorecem uma
melhoria no consumo de pescado. Com todo esse investimento, qualquer interferéncia que
possa ocasionar prejuizos na producdo deve ser combatida com antecedéncia. Fatores como,
contaminantes de racgdes fornecidas para piscicultura séo as principais causas que afetam o
rendimento e desenvolvimento de varias espécies de peixes em todo o mundo
(MONTANHA et al., 2018; CARNEIRO et al., 2022).

Dentre os principais contaminantes de rag0es, as micotoxinas destacam-se, podendo
atingir os alimentos em qualquer estagio da sua cadeia de producdo, como na colheita,
transporte e estocagem. Estdo presentes em alimentos fornecidos para consumo animal e
também humano, podendo provocar diversos efeitos a salde do consumidor como
hepatdxico e até mesmo carcinogénicos (MONTANHA et al., 2018; PIETSCH, 2020).

Dentre as principais micotoxinas, tem-se destaque para as aflatoxinas, na qual seus
maiores produtores sdo Aspergillus flavus, A. parasiticus, e pode ocorrer por A. nomius,
espécies de fungos encontrados, principalmente, em produtos agricolas ligados ao solo. Em
relacdo a toxicidade e episddios, as aflatoxinas de maiores destaques sdo a B1, B2, G1 e G2,
Cuja denominacdo ocorre devido sua fluorescéncia sob a luz ultravioleta (B=Blue,
G=Green) (FREIRE et al., 2007; ROCHA et al., 2014; KARLOVSKY et al., 2016).
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A aflatoxina B1 é conhecida como a substancia natural mais hepatocarcinogénica
estudada pelo homem. Quando presentes nos alimentos, sdo responsaveis por causarem
diversos efeitos. Em peixes como tilapia, provoca reducdo do ganho de peso e crescimento,
distarbios hepaticos como reducdo do conteddo lipidico e infiltracdo de células
inflamatorias, degeneracdo vacuolar dos hepatécitos, podendo ocasionar riscos a salde do
consumidor. Todos esses efeitos trazem sérios prejuizos econdémicos para toda a cadeia
produtiva da piscicultura (MARIJANI; KIGADYE; OKOTH, 2019; (OLIVEIRA;
VASCONCELOS, 2020; KUMAR et al., 2021).

Diversos estudos de controle e prevencdo de micotoxinas nos alimentos tém sido
realizados no decorrer dos anos, em que a descontaminagao por micro-organismos tem sido
a de maior destaque. O uso de agentes biolégicos como bactérias acido laticas e leveduras
probidticas merece destaque nesse cenario para prevenir a absorcdo de micotoxinas no trato
gastrointestinal desses animais (PINHEIRO et al., 2015; CECCHINI et al., 2019).

A utilizacdo de cepas de leveduras probidticas como Saccharomyces cerevisiae, tem
sido objeto de estudo de diversos pesquisadores no tocante a agente adsorvente de
micotoxinas na aquicultura. Resultados de pesquisas ressaltam a capacidade dessas cepas de
leveduras em sequestrar micotoxinas existentes nos alimentos, além de relatar a sua
eficiéncia no desempenho dos animais que consomem (PINPIMAI et al., 2015; PINHEIRO
et al., 2020).

Para que esses micro-organismos cheguem ao seu local de destino com eficacia sdo
necessarias tecnologias como o microencapsulamento da cepa de levedura com um
composto encapsulante rico em carboidratos, como a maltodextrina. O encapsulamento é
uma forma de manter a viabilidade , conferir protecdo e potencializar a disponibilidade e
aproveitamento funcional do alimento até o momento do consumo (POLONI et al., 2021).

Neste sentido, é interessante a possibilidade de avaliar componentes
microencapsulantes e otimizador de micro-organismos como leveduras isoladas do préprio
ambiente de aquicultura, como fontes adsorventes de AFB1 por testes in vivo. Com a
presente pesquisa, objetivou-se verificar a adsorcdo de aflatoxina Bl pela cepa de
Sacharomyces cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina em ragdes

contaminadas e seu efeito no desempenho e sanidade de alevinos de tilapia-do-nilo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local e instalagcOes

Este experimento estd de acordo com os principios éticos em pesquisa com animais
com aprovagio pela Comissdo de Etica e Experimentagdo no Uso de Animais da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina, P, sob o registro n® 702/21. A pesquisa foi
conduzida no Biotério de Pesquisa e Manutencéo de Peixes, no Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). realizado no periodo de julho a agosto e
outubro a dezembro de 2022. Dentro do periodo de execucdo do experimento, foram
utilizadas 16 caixas d"aguas de polietileno com capacidade para 250 litros de &gua,
abastecidas por meio agua de poco tubular, supridas com aeracdo constante com pedra

microporosa ligada a um compressor de ar.

2.2 Delineamento experimental

Para o desenvolvimento da pesquisa foi utilizado um delineamento experimental em
blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x 2 x 2, sendo dois niveis de Aflatoxina B1 (0,0 e
100 pg/kg), dois de Saccharomyces cerevisiae (0,0 e 10’ UFC/g) e dois de Maltodextrina
(0,0 e 20 g/kg), utilizando-se, assim, oito tratamentos (Tabela 1), com quatro repeticdes, em
que a unidade experimental foi representada por uma caixa d"agua de polietileno com
capacidade para 250 litros de agua, alojando 12 tilapias (O. niloticus), perfazendo o total de
384 amostras.

Tabela 1. Tratamentos experimentais da alimentacdo de alevinos de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) testados com diferentes niveis de aflatoxina B1, Saccharomyces
cerevisiae e maltrodextrina

Tratamento Aflatoxina B1 (AFB1 Saccharomyces Maltodextrina (g/kg)
ug/kg) cerevisiae (UFC/g)
T1 (controle) 0,0 0,0 0,0
T2 0,0 107 0,0
T3 0,0 0,0 20
T4 100 0,0 0,0
T5 0,0 107 20
T6 100 107 0,0
T7 100 0,0 20
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T8 100 107 20

pg/kg= micrograma por quilo; UFC/g= unidades formadoras de colnias por grama); g/kg = grama por quilo.

2.3 Dietas experimentais
2.3.1 Preparo das microcapsulas de leveduras

No preparo das microcapsulas foi utilizada a cepa de levedura S. cerevisae A8L3,
isolada em ambiente de piscicultura, que pertencente a colecao de culturas do Laboratério de
Controle Microbioldgico de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de
Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI), cultivada em 100,0 mL de caldo extrato de levedura
peptona dextrose (caldo YPD) em frascos tipo Erlenmeyer com capacidade para 250 mL e
incubada sob agitacdo a 150 rpm durante 48 h a 28,0 °C + 2,0°C. Apds incubacéo, o meio de
cultivo com as células foi centrifugado (4.000 rpm por 10 minutos), desprezando-se o
sobrenadante, o sedimento foi lavado duas vezes com d&gua destilada esterilizada. O
concentrado de células (pellets) foi pesado e reservado.

Posteriormente, o encapsulante maltodextrina foi pesado em quantidade equivalente
a obtida com os pellets. O calculo da quantidade de &gua destilada necessaria para preparo
da solucdo de alimentacdo do spray dryer foi realizado baseado no somatorio dos pellets e
do encapsulante, correspondendo a 5,0% de sélidos. Na sequéncia, a maltodextrina foi
pesada e transferida para um frasco tipo Erlenmeyer contendo agua destilada correspondente
aos 95% da solucdo de alimentacdo do spray dryer. Essa solucdo foi esterilizada em
autoclave a 121°C por 15 minutos.

Logo ap6s resfriar, os pellets foram acrescentados assepticamente a solucdo
encapsulante para finalizacdo do preparo da solugdo de alimentacdo do spray dryer (de
escala laboratorial, B-290 mini spray dryer, Buchi). Foram utilizadas as seguintes
temperaturas: de entrada de 105°C e de saida de 70°C para obtencdo de microcapsulas, sendo
que essas foram coletadas na base do ciclone e, posteriormente, armazenadas em frascos
esterilizados hermeticamente fechados. Os frascos foram armazenados em refrigeracao (4,0

°C + 3,0 °C) até o momento do uso nas dietas experimentais.
2.3.2 Producéo de nucleos de AFB1

Para producdo de AFB1 foi utilizada a cepa de Aspergillus parasiticus NRRL 2999
(USDA, 150 Agricultural Research Service, Peoria, IL), conforme recomendado pela
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metodologia de Magnoli et al. (2011), em que se utiliza fermentacdo de arroz. Para a
quantificacdo de aflatoxinas, foi utilizada a metodologia recomendada da AOAC (1998).
Para deteccdo e quantificacdo de AFB 1 foi utilizada cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com cromatografo da SHIMADZU®, modelo PROMINENCE com
detector de fluorescéncia modelo RF-10AXL SUPER (TRUCKSESS et al. 1994). Para a
construgdo da curva padrdo, foram utilizados diferentes niveis de AFB1, sendo a toxina
quantificada pela correlacdo das alturas dos picos do extrato da amostra com o da curva

padréo.
2.3.3 Deteccao de micotoxinas nas racdes comerciais de peixes

No preparo dos tratamentos, apds a obtencdo das racGes comerciais para peixes,
procedeu-se com a deteccdo de AFB1 por CLAE no Laboratério de Controle
Microbiologico de Alimentos do NUEPPA/CCA/UFPI. As amostras que apresentaram
niveis nao detectaveis de AFB1 foram utilizadas para constituir a racdo controle (T1) e para

formular os demais tratamentos.

Tabela 2. Composicdo quimica da racdo comercial para peixes onivoros e dos demais
ingredientes utilizados para formulacdo dos tratamentos das dietas experimentais fornecidas
para fase de alevinagem

Componente Racéo Maltodextrina (**) Saccharomyces
comercial (*) liofilizada cerevisiae (***)

Valor energético (kcal) 77,0

Umidade (méx.) g 100

Carboidrato g 19,2 32,86

Acucares totais (g) 1,2

Proteina Bruta (min.) g 350 0,0 48,51

RNA 7,52

Fibra Bruta (min.) g 35 0,0 12,19

Extrato Etéreo (min.) g 80 0,0 3,44

Matéria Mineral (max.) g 150 8,33

Célcio (méax.) g 25 0,0028

Caélcio (min.) g 7 0,0028

Fosforo (min.) mg 7.000

Vitamina C (min.) mg 650

Timol (min.) mg 11,25

Carvacrol (min.) mg 11,25

Protease (min.) Ul 3.150

Selénio Organico (min.) mg 0,2

Sodio (mg) 0,006

Ferro (mg) 0,00004
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Zinco Orgéanico (min.) mg 50

(*) Conforme declarado pelo fabricante (por quilo), (**) Declarado pelo fabricante, (***) Caballero-Cérdoba (1997).

2.3.4 Ajustes das dosagens de AFBL1 e leveduras para incorporacgéo nas ragoes

A racdo selecionada foi moida em liquidificador domestico. A formulacdo dos
tratamentos foi realizada com a mistura da racdo moida e adicdo de AFB1 no T4, T6, T7 e
T8, levedura no T2, T5, T6 e T8 e maltodextrina no T3, T5, T7 e T8. Em seguida, as
formulacbes foram pesadas, homogeneizadas, umedecidas (£ 20% do volume preparado) e
peletizadas em méaquina de moer carne para posterior padronizacdo quanto a granulometria,
com auxilio de peneira granulométrica Bertel® (abertura de 2,38 a 4,75 mm). Ap0s esse
processamento as racdes foram secas em estufa de secagem e esterilizacdo (FANEM®,
modelo 320-SE) por 48h a 45°C até atingir aproximadamente 3,0% de umidade. Em seguida,
1.000 g de ragdo de cada tratamento foram transferidos para depositos plasticos com tampa
para uso alimentar, sendo realizado o armazenamento sob refrigeracdo (4,0°C). No inicio e
final do experimento, as ragfes T2, T5, T6 e T8 foram analisadas para garantir a contagem

total de 10" UFC/g células viaveis de levedura.
2.3.5 Acondicionamento das dietas experimentais

As racdes fornecidas aos alevinos estavam acondicionadas em recipientes plasticos
identificados conforme o tratamento, devidamente vedados, conservados e mantidos sob
refrigeracdo em caixas térmicas de isopor com bolsas de gelo, que foram trocadas a cada
dois dias, visando preservar a viabilidade das leveduras nas races fornecidas aos peixes.
Com o intuito de renovacdo da racdo fornecida aos peixes, semanalmente, foram pesados

400g de racdo por tratamento, assim evitando possiveis riscos de contaminacao.
2.3.6 Animais

Foram adquiridos 500 alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) da
empresa Psicultura Aldeia LTDA, localizada na zona rural de Nazaria, Piaui. Os peixes
foram distribuidos em tanques de cimento de 1.000 L e permaneceram durante 15 dias para
adaptacdo as condicBes ambientais de &gua e temperatura, mantidos sob oxigenacdo com
ajuda de um sistema de aera¢do com pedras microporosas.

Em cada etapa (conforme explicado no item 2.1) foram selecionados 192 alevinos
com peso médio de 6,0 + 1,0 gramas e realizada a biometria. A cada retirada dos peixes para
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amostragem, foi realizada insensibilizacdo dos mesmos, por meio de banho de imerséo de
eugenol diluido em agua na concentragio de 50 mg L. Os animais foram distribuidos em
16 caixas d"agua na densidade de 12 alevinos por caixa, visando padronizar a distribuicédo
conforme a biomassa por unidade experimental.

A oferta de alimento foi realizada duas vezes ao dia (as 9h e 16h), em quantidades
que correspondiam 10% do peso vivo dos animais por unidade experimental. Semanalmente,

era realizada a limpeza das unidades experimentais por sifonamento do substrato.
2.4 Parametros analisados
2.4.1 Acompanhamento da qualidade da agua

Para determinacdo dos parametros de qualidade da agua: pH, oxigénio dissolvido,
temperatura, amdnia e nitrito, foi utilizado o Polikit Piscicultura Agua Doce (ALFAKIT®).
As andlises foram realizadas uma vez por semana, conforme recomendacdo do fabricante.
Os resultados da agua dos tanques indicavam quanto a necessidade de trocas realizadas por

sifonagem.
2.4.2 Desempenho zootécnico

Apos os 45 dias de alimentagdo com o0s tratamentos experimentais, os animais foram
submetidos a 24 horas de jejum para esvaziamento do tubo gastrointestinal e,
posteriormente, todos os alevinos foram anestesiados utilizando-se a concentracdo de 424
mg/L de eugenol para a coleta de biometrias finais.

Para a analise do desempenho produtivo foram realizadas biometrias no inicio e no
final do periodo experimental. Os seguintes pardmetros foram avaliados, de acordo com
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 condigo de Fulton (Fator K) = (GPM/GCM?3) x 1000

Em seguida, todos os animais foram eutanasiados por hipotermia em agua e gelo
para realizacdo das demais etapas (BRASIL, 2013). Foram destinados trés tilapias para
analises histopatologicas, trés para contagem de leveduras no intestino e trés para deteccéo

de residuos de aflatoxinas nos 6rgaos.
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2.4.3 Contagem e isolamento das leveduras no intestino

Dos peixes eutanasiados foram realizadas incisbes e removida as partes 0sseas e
muscular para se obter a visualizacdo anatdmica das visceras e estruturas internas da
cavidade celomatica. Apos visualizagdo das estruturas internas, assepticamente, o trato
gastrointestinal foi removido completamente e transferido para a base de placas de Petri
esterilizadas. Os intestinos foram abertos longitudinalmente para exposi¢do das mucosas. O
contetido intestinal foi raspado e os intestinos expostos foram transferidos para frascos de
vidro esterilizado contendo 150 mL de caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD)
para enriquecimento das amostras, que permaneceram por 48h em agitador orbital a 150 rpm
a temperatura ambiente aproximada de 28,0 = 2,0 °C (ARMANDO et. al., 2011; KELLER,
2012).

As leveduras foram isoladas por espalhamento em superficie por meio de diluicdes
decimais seriadas em frascos com caldo YPD até 10®. Aliquotas de 0,1 mL das respectivas
diluicdes foram semeadas em agar YPD para o isolamento seletivo de leveduras. Todas as
placas foram incubadas a 28,0°C por 48 horas em estufas microbiolégicas com controle de
temperatura (PITT; HOCKING, 2009). Apos crescimento das leveduras, foi realizada a

contagem das células viaveis expressas como UFC/g utilizando um contador de coldnia.
2.4.4 Detecgdo de residuos de aflatoxinas nos 6rgéos

Na deteccdo da concentracdo de AFB1 nos 6rgdos rim e figado, foi realizado um
pool individual das amostras em cada tratamento. Os pools, foram fracionados com auxilio
de bisturi e ressuspendidos em 100 mL de solucdo de acetonitrila e gua (84:16 v/v) em
Erlermeyer. Em seguida as amostras foram homogeneizadas em mesa agitadora modelo SL-
180/DT (Solab®) a 150 rpm por 30 minutos.

Apo6s homogeneizacdo, essa mistura foi filtrada em papel Whatman n° 4 (Whatman,
Inc., Clifton, New Jersey, E.U.A.). Na sequéncia, foi transferida uma aliquota de 8,0 mL do
filtrado para um tubo de ensaio com capacidade para 10,0 mL para purificacdo, utilizando
colunas Multifuncional Mycosep 228® (Romer Labs Inc., MO., E.U.A), seguindo as
instrucdes do fabricante.

Na purificacdo, transferiu-se uma aliquota de 4,0 mL do extrato purificado para outro
frasco tipo Erlenmeyer com capacidade para 25,0 mL até sua completa evaporacdo em

banho-maria a 70,0°C, aproximadamente duas horas. Apds esse tempo, 0 extrato seco para
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detecgéo foi ressuspendido em 4,0 mL de acetonitrila, e sequiu para derivatizagdo, utilizando
200,0 pL. da amostra acrescido de 700 pL do derivatizante, composta por &cido
trifluoroacético: acido acético glacial: agua (20:10:70, v/v), onde permaneceu a 70,0°C por
oito minutos. Logo apoés, foi realizada a quantificacdo de AFB1, conforme metodologia
descrita por Trucksess et al. (1994), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), no
Laboratorio de Controle Microbioldgico de Alimentos do NUEPPA/CCA/UFPI, com

metodologia e equipamento semelhante ao topico producédo de nucleos de AFB;.
2.4.5 Estudo histopatologico

Das tilapias selecionadas para as analises histopatoldgicas foram retiradas amostras
do figado e rins. As amostras foram transferidas para frascos coletores, fixadas em formol
tamponado a 10% e encaminhadas ao Laboratério de Morfofisiologia do CCS/UFPI para
processamento histologico. Para fixacdo dos tecidos, foram utilizadas técnicas rotineiras de
inclusdo em parafina, com cortes em micrétomo (4,0 um) e coloragdo por hematoxilina e
eosina (H-E) (LUNA, 1968). As laminas dos cortes histologicos foram examinadas em
microscopio de luz binocular (Olympus, Toquio, Japdo) com aumento de 100, 200 e 400
vezes e as imagens obtidas por meio de fotomicrografico digital acoplada no proprio

microscopio.
2.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos aos procedimentos GLM pelo
software SAS versao 9.0 (SAS, 2009) e realizado analise de variancia e teste de comparacao

de médias pelo SNK, baseado no Lsmeans a 5,0 % de probabilidade.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade testados na agua dos viveiros (tabela 3) encontram-se em
conformidade ao estabelecido pela legislagdo ambiental vigente para classe 2, referentes as
aguas destinadas a criacdo natural ou intensiva de organismos aquaticos utilizados para o
consumo humano (CONAMA, 2005). Esses valores medios propostos pela legislacéo
referem-se aos ambientes de aquicultura de um modo geral, sem particularizar necessidades

especificas das diferentes espécies cultivadas nas variadas latitudes brasileiras.
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Tabela 3. Médias e desvio padrdo dos pardmetros fisico-quimicos da agua das caixas de alevinos de til&pia-do-Nilo alimentados com ragdes
contendo AFB1, S. cerevisiae A8L3 microencapsulada e maltodextrina durante o periodo de 45 dias

Tratamentos o
Parametros Padréo

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 (CONAMA, 2009
éT;’;p(‘f,gt“ra 08 261h+05 255405 2580+02 26,19+02 2560104 262°+05 256007 258007  20,0a29,0
oH 75406 7,79+0,7 7,3+05 75+07 7,8+06 712402 7,3*+05 74°+03  60a90
Amonia (mg/L)  0,5°+03 06°+05 06°+02 05°+03 08+04 05°+03 05°+03 05°'+03 Msl’; fg gm
Nitrito (mg/L) ~ 0,22+0,1 0,18+01 024+01 022+01 022401 022401 01°+01 032400  Max. 10
Oxigénio
dissolvido 10,3*+16 10,0+18 98°+16 118 +16 103*+22 111%+19 98+11 10,6°+16 Min. 5,0
(mg/L)

Meédias seguidas por letras diferentes nas linhas diferem pelo teste SNK (P<0,05).
T1: Controle (0,0 ug/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T2: (0,0 pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T3: (0,0 pug/kg de AFB1; 0,0 UFC/g

de levedura e 20g/kg de maltodextrina); T4:(100 ug/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrnia); T5: (0,0 pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 20g/kg de maltodextrina);
T6: (100pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T7: (100ug/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 20g/kg de maltodextrina) e T8: (100pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de
levedura e 20 g/kg de maltodextrina)
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Devido a sua rusticidade, a tilapia adapta-se a condigdes ambientais diferentes das
que sdo propostas pela legislacdo, dentre elas, a temperatura maxima da agua de 29,0°C
(CONAMA 2005). Ferreira et al. 2018, recomendam que temperaturas da agua inferiores ou
superiores as recomendadas pela legislagdo (CONAMA 2005) podem causar perdas no
desenvolvimento zootécnico. Porém, foi observado por Azaza et al. 2020 que as tilapias
apresentam bom desempenho entre 22,0 e 30,0°C, com conforto térmico a 28,0°C, sendo
capazes de se adaptar até 32,5°C (AZAZA; DHRAIEF; KRAIEM, 2008). Durante o periodo
experimental, observou-se que a temperatura da agua nos tanques oscilou entre 21,0°C e
29,5°C, porém as diferencas entre os tratamentos (P<0,05) ndo representou um fator de
estresse para 0s peixes na avaliagdo do fator K e permaneceram dentro dos limites
recomendado pela legislacdo (Tabela 3).

Dentre os parametros de qualidade da agua analisados, os valores de pH, amonia e
nitrito podem indicar a interferéncia das condi¢fes ambientais na qualidade de vida dos
peixes. O nitrogénio presente na dgua pode elevar os indices de pH, valores superiores a 7,0
podem estar associados a excrecdo de amonia pelas branquias e a decomposicdo microbiana
dos residuos organicos (fezes, restos de racdo, dentre outros) e consequente producdo de
nitrito e nitrato. Os niveis de pH diferentes do recomendado (CONAMA, 2005) aumenta 0s
niveis de estresse das espécies por indicar presenca de derivados metabdlicos tdxicos,
favorecendo a ocorréncia de mortalidade dos peixes (KUBITZA, 1998). Pode-se observar
que apos o periodo de adaptacdo das tilapias ao ambiente de cultivo, ndo houve morte dos
peixes durante todo o periodo experimental, mesmo nos tratamentos com toxina de cultivo,
indicando que as variaveis de pH, aménia e nitrito (Tabela 3) estavam adequadas.

Embora, os valores méaximos de amdnia para cultivo de peixes sejam 2,0 mg/L em
pH < 8,0 (CONAMA, 2005), a tilapia pode apresentar bom desempenho zootécnico, mesmo
com amonia até 20,0 mg/L em pH 8,47, por esse motivo esse peixe pode ser utilizado como
indice biol6gico em estagdes para tratamento de esgoto (FERREIRA et al. 2018). Pode-se
observar na Tabela 3, que os indices médios de aménia variaram entre os tratamentos
(P<0,05), sendo 0 T5 o0 que obteve as maiores médias das substancias nitrogenadas
avaliadas, potavelmente pelo maior esforgo metabolico para consumo de proteina derivado
da suplementacéo de leveduras ra¢do comercial.

A leitura do oxigénio dissolvido (OD) na agua é importante para analisar a
estabilizacdo da matéria orgénica presente no ambiente aquatico. Esse elemento é

fundamental para a vida dos seres e dos processos de degradacdo da matéria organica.
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Teores de OD inferiores a 5,0 mg/litro (CONAMA, 2005) sdo considerados com fatores de
estresse e podem causar mortalidade dos peixes. No ambiente de cultivo pesquisado, os
valores de OD variaram nos diversos tratamentos (Tabela 3), porém estdo conforme a
legislacdo. Durante o periodo experimental, os tanques de todos os tratamentos foram
sifonados sempre que ocorria acimulo de matéria organica no substrato, sendo constante o
nivel da &gua reposto constante e a aeracdo individual ocorria ininterruptamente. Esses
cuidados observados, durante experimento, favoreceram que ndo ocorresse acumulo de
matéria organica no ambiente de cultivo.

As condicBes fisico-quimicas do ambiente oferecidas para cultivo experimental
estavam adequadas para manutencdo do bem-estar dos peixes, garantindo um bom estado de
higidez observado no indice de fator K (Tabela 4). Dessa forma, as varia¢fes observadas do
desenvolvimento zootécnico das tilapias deve-se aos tratamentos testados (tabela 4).
Ocorreram diferencas significativas (P<0,05) para ganho de peso médio, ganho de
comprimento médio, taxa de crescimento especifico e fator de condi¢cdo de Fulton dos

alevinos de tilapia-do-Nilo durante o periodo experimental.
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Tabela 4. Médias e desvio padrdo do desempenho zootécnico de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com racGes contendo AFBI1, S.
cerevisiae A8L3 microencapsulada e maltodextrina no periodo de 45 dias

Parametros
Tratamentos
GPM (g) TCE (%) GCM (mm) Fator K
T1 (Controle) 26,27+ 5,62 1,55+ 0,09 59,75+ 13,81 0,13+ 0,05
T2 32,24+ 8,34 1,68°+ 0,21 61,25+ 6,34 0,142 + 0,04
T3 41,92°+ 6,78 1,93+ 0,06 77,75+ 4,92 0,09+ 0,03
T4 27,69°+ 4,40 1,68°+ 0,09 72,75+ 7,80 0,07%+ 0,02
T5 43232+ 11,71 1,96+ 0,21 74,258+ 12,44 0,11%+ 0,04
T6 38,90%+ 7,09 1,862+ 0,10 70,25® + 6,94 0,12+ 0,04
T7 30,00° + 2,67 1,71°+ 0,19 77,502+ 7,04 0,069+ 0,01
T8 27,97°+ 10,77 1,56+ 0,13 59,50+ 5,91 0,13+ 0,04

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

T1: Controle (0,0 pg/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T2: (0,0 pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T3: (0,0 pg/kg de AFB1; 0,0 UFC/g
de levedura e 20g/kg de maltodextrina); T4:(100 ug/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrnia); T5: (0,0 pug/kg de AFB1; 107 UFC/g de Saccharomyces cerevisiae A8L3 e
20g/kg de maltodextrina); T6: (100ug/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T7: (100ug/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 20g/kg de maltodextrina) e T8: (100pug/kg
de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 20g/kg de maltodextrina).

GPM = ganho de peso médio; GCM = ganho de comprimento médio; TCE = taxa de crescimento especifico; fator K = fator de condicéo de Fulton.
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O ganho de peso médio (GPM) indica a variagdo de peso das tilapias do inicio ao
final do periodo experimental e foi observado diferenca significativa (P<0,05) entre os
tratamentos (Tabela 4). O ingrediente utilizado para a formulacdo dos tratamentos que
favoreceu o melhor resultado para GPM, foi a maltodextrina (T3) tanto isolada na racdo,
como associada com a levedura (T5). Porém aflatoxina adicionada a racdo com
maltodextrina ndo proporcionou 0 mesmo efeito zootécnico (T7). O principal 6rgdo para o
metabolismo de carboidratos em peixes é o figado (PEREZ-JIMENEZ et al., 2017), onde
também ocorre a detoxificacdo de toxinas (PINEIRO et al., 2021). Provavelmente, nesse
tratamento houve maior gasto energético para detoxificacdo da AFB1, ocasionando assim o
menor rendimento da atuacdo da maltodextrina no GPM.

As Saccharomyces cerevisiae sdo utilizadas como probioticas em racdes e sao
capazes de adsorver aflatoxina em testes in vivo com peixes (PINEIRO et al., 2021). A S.
cerevisae A8L3 adicionada a racdo (T2) proporcionou 0 GPM semelhante (P>0,05) ao
tratamento controle (Tabela 4). Porém, no tratamento com S. cerevisiae A8L3 e aflatoxina
(T6) o GPM foi maior do que o controle, provavelmente por apresentar boas caracteristicas
de adsorver micotoxinas, reduzindo a toxidez do alimento fornecido, e favorecendo o
metabolismo dos demais nutrientes da racdo (PEREZ-JIMENEZ et al. 2017).

A taxa de crescimento especifico (TCE) é uma das principais formas para avaliar o
desenvolvimento dos peixes, por considerar a relacdo entre GMP pelo periodo de cultivos
(SILVA; OTA; INOUE, 2021). Trata-se de estimativa valida para avaliar o crescimento de
alevinos e peixes juvenis por um curto periodo (BALDISSEROTTO, 2018). A
maltodextrina favoreceu a TCE dos alevinos de tilapia (P<0,05) durante o periodo
experimental, porém quando associada a aflatoxina, observou-se reducdo nesse desempenho
(tabela 4). A maltodextrina é um composto rico em carboidratos, que possui efeito protetor
como encapsulante de leveduras (POLONI et al., 2021), embora, ndo possua capacidade
adsorvente de aflatoxina comprovadamente.

Selim et al. (2014) ao utilizarem S. cerevisiae na suplementagéo de dietas de alevinos
de tildpia-do-Nilo, alcancaram taxa de crescimento especifico elevada. Com esses
resultados, percebe-se que a adigéo de S. cerevisiae A8L3 na racdo de alevinos de tilapia-do-
Nilo, além de estimular esse efeito protetor e adsorvente (PINHEIRO et al., 2015)
comprovadamente em testes “in vitro”, favoreceu o bom desempenho desse parametro

(TCE), devido a adi¢do de microcapsulas de leveduras na racdo experimental.

60



O ganho de comprimento médio (GCM) é conhecido como crescimento alométrico.
Esse parametro ajuda a mensurar as modificagdes que ocorrem na forma do corpo do peixe
durante a fase de alevinagem (TOLEDO, 2017). Fatores exdgenos relativos ao ambiente e a
qualidade dos alimentos podem interferir nessa medida (ROCHA, 2005). O consumo de
leveduras ndo teve interferéncia nesse parametro, os maiores GCM foram obtidos pelos
alevinos que consumiram ragdes suplementadas com maltodextrina e as contaminadas,
experimentalmente, com aflatoxina.

Nesses tratamentos, pode ter ocorrido dilatacdo da cavidade celomatica pelo aumento
do tamanho e volume das visceras, interferindo na altura e na largura do corpo causando
alterac6es na forma corporea do peixe, portanto, estando diretamente ligado com o ganho de
peso de animal (SCAPIM; BASSANEZI, 2008).

O fator de condicdo de Fulton (fator K) é um indice adequado para avaliar o grau
higidez e bem-estar dos peixes, quanto mais alto sejam esses valores, melhores as condic¢des
de cultivo e menores condicOes de estresse para esses animais (ROCHA et al., 2005;
MEDINA et al., 2022). A utilizacdo de leveduras probioticas na alimentacdo animal pode
estimular a imunidade, com consequente reducdo no numero de infeccdes, além de melhorar
a sanidade e bem-estar do cultivo (COPPOLA; TURNES, 2004). Observa-se que a
suplementacdo de Saccharomyces cerevisiae A8L3 nos tratamentos favoreceu as condi¢fes
de bem-estar relativa ao fator K, mesmo nos que tinham sido contaminados com aflatoxina
(Tabela 4), podendo ser caracterizada como probioticas.

Embora, os carboidratos sejam fonte de energia dietética econébmica e ideal, a
capacidade dos peixes para utiliza-los depende da complexidade e do nivel adicionado a
dieta (KAMALAM et al., 2017, AZAZA et al., 2020). Vale destacar, que nos tratamentos
com maltodextrina na composicdo da racdo, inclusive quando associados a S. cerevisiae
AB8L3 apresentaram maiores valores para 0s parametros zootécnicos (Tabela 4).

A concentracdo recomendada para a maioria dos probidticos € 9,00 unidades
formadoras de col6nias por quilo (log UFC/KQ) de racdo (SIMON, 2005) que corresponde a
6,00 (log UFC/g). A técnica de microencapsulacdo favoreceu que a cepa de S. cerevisiae
A8L3 permanecesse viavel na racdo, preservando as contagens iniciais e finais em 7,00 log
UFC/g sendo semelhantes (P>0,05) durante o periodo experimental. Também, foram
mantidas nos testes in vivo no intestino dos peixes, as quantidades e viabilidade desejaveis

para um bom probidtico (Tabela 5).
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Iwashita et al. (2015), ao utilizarem probidtico comercial em pesquisa com contagens
de 6,08 (log UFC/g) de S. cerevisae obtiveram contagens de leveduras no intestino de

tilapia-do-Nilo préximo ao observado nesta pesquisa.

Tabela 5. Médias e desvio padrdo da contagem de leveduras da racdo e do intestino de
alevinos de tildpia-do-Nilo alimentados com ragfes contendo S. cerevisiae AS8L3
microencapsulada no periodo de 45 dias

Contagem de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada nos
Amostras tratamentos com levedura (log UFC/g)

T2 T5 T6 T8

Racdo inicio do experimento ~ 7,11*A+0,3 7,594+0,1 7,52A+0,3 7,38"2+0,1

Racdo apos o final do

: . 7,38%4+0,1 7,34%A+0,1 7,24¥A+02 7,22°2+0,1
experimento (45 dias)

Intestino dos alevinos 8,23*+0,3 7,90*+0,8 7,984+06 8,16+0,5

Médias seguidas por letras diferentes mindsculas nas colunas e maitscula nas linhas diferem pelo teste SNK (P<0,05).

T2: (0,0 pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); TS: (0,0 pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura
e 20g/kg de maltodextrina); T6: (100ug/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T8: (100ug/kg de
AFB1; 107 UFC/g de levedura e 20g/kg de maltodextrina).

O trato digestorio da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) abrange do eséfago até
0 anus, sendo o intestino dividido morfologicamente em anterior, médio e posterior (REIS
NETO et al. 2018. A distribuicdo dos micro-organismos ao longo da mucosa intestinal €
varidvel devido a acidez estomacal. Por esse motivo, 0s micro-organismos probioticos
devem ser capazes de sobreviver ao processo de digestdo, permanecendo viaveis no intestino
dos peixes, durante o cultivo. No intestino dos alevinos de tilapias, em quase todos 0s
tratamentos, as contagens de S. cerevisiae A8L3 foram semelhantes as observadas na racéo,
com excecdo do T8 que foram superiores, em relacdo a racao inicial (Tabela 5). O
comprimento médio do intestino dos alevinos foi 30,0 mm, por serem pequenos, foram
utilizados integralmente sem diferenciar as suas por¢cdes morfolgicas, e com isso as
leveduras estavam distribuidas ao longo da mucosa, uniformizando as contagens.

Embora, em quatro tratamentos terem sido adicionados 100,0 pg/kg de aflatoxina B1,
constatou-se que essa toxina apenas foi detectada nos figados dos alevinos de tilapia-do-Nilo
dos tratamentos T4 e T7 (Tabela 6). Em estudo com figados de alevinos de matrinxa
(Brycon cephalus) a AFBL1 foi detectada em concentragdes superiores a 10 pg/kg de AFBI
(BEDOYA-SERNA et al., 2018), A Saccharomyces cerevisae que pode estimular resposta
contra possiveis injurias e agentes estranhos (OPIYO et al., 2019). A AFLA B1 néo foi
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detectada no figado dos peixes dos tratamentos em que a S. cerevisiae AB8L3
microencapsulada foi adicionada, possivelmente sua acdo adsorvente.

A AFLA B1 ndo foi detectada nos rins dos alevinos de tilapia em todos os
tratamentos (Tabela 6), porém, em pesquisa realizada por Nunes et al. (2019) foi detectada
em rins de tambaquis alimentados com ragBes com quantidades superiores a 1000 pg/kg.
Ressalte-se que no presente experimento, os niveis de AFLA B1 que foram adicionados a
racdo podem ter sido metabolizados e excretados sem serem retidos nesses orgaos dessa

espécie.

Tabela 6. Média e desvio padrdo de deteccdo de aflatoxinas nos 6rgdos de alevinos de
tilapia-do-Nilo alimentados com racdes contendo aflatoxina B1, S. cerevisiae A8L3
microencapsulada e maltodextrina no periodo de 45 dias

Concentragéo AFB1 (pg/kg)

Orgéos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Figado -- -- -- 0,434% + 0,02 -- -- 0,343°+0,05 --
Rim - - - - - - -

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas diferem pelo teste SNK (P<0,05). --: N&o Detectavel.

T1: Controle (0,0 ng/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T2: (0,0 pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de
levedura e 0,0 de maltodextrina); T3: (0,0 pg/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 20g/kg de maltodextrina); T4:(100
ng/kg de AFBI1; 0,0 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrnia); T5: (0,0 pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de Saccharomyces
cerevisiae A8L3 e 20g/kg de maltodextrina); T6: (100pg/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura e 0,0 de maltodextrina); T7:
(100pg/kg de AFB1; 0,0 UFC/g de levedura e 20g/kg de maltodextrina) e T8: (100ug/kg de AFB1; 107 UFC/g de levedura
e 20g/kg de maltodextrina).

A legislacdo brasileira estabelece como limite méximo 50 pg/kg de aflatoxinas para
alimentos de consumo animal, matérias primas e racdes (BRASIL, 1988). Concentracbes
superiores a 500 pg/kg favoreceram a mortalidade de tambaquis (NUNES et al. 2019).
Embora, no presente experimento tenha sido incluido AFB1 em concentragdes superiores as
aceitaveis, ndo ocorreu mortalidade dos alevinos de tilapia durante o periodo experimental.

Os niveis de toxinas detectadas no figado dos alevinos de tilapia-do-Nilo podem ser
causadoras dos achados histopatoldgicos (Figura 1). Em estudo realizado com tambaqui, em
diversos niveis de aflatoxina, esses achados patoldgicos em figado de alevinos de tambaqui
so foram evidenciados a partir de concentragdes superiores a 1000 ug/kg (NUNES et al.
2019), provavelmente pela diversidade metabdlica entre Colossoma macropomum e

Oreochromis niloticus.
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Figura 1. Fotomicrografias de tecido hepatico de alevinos de tilapia. (H-E). Aumento de 400x. (A) T1 - Vacuolizagéo
de hepatdcitos revelando intensa degeneracdo gordurosa. Notar ntcleo dos hepatocitos deslocados na periferia da célula
(seta vermelha) em decorréncia do acimulo de lipideos intracitoplasmatico. (B) T2 - Moderada degeneracéo hidrépica de
hepatocitos. (C) T3 - Degeneracdo gordurosa intensa. (D) T4 - Necrose hepética de coagulagdo (asterisco), evidenciada
pelo aumento da eosinofilia da regido e pelos nicleos em picnose, diminuidos de tamanho e intensamente basofilicos. (E)
T5 - Degeneragdo gordurosa intensa e hiperemia de vaso. Notar hemécias no interior do leito vascular (seta), caracterizando
hiperemia. (F) T6 - Hiperemia de vaso e sinusoides hepéticos moderada. (G) T7 - Area focalmente extensa de hemorragia,
observar hemacias nucleadas fora do leito vascular (estrela). (H) T8 - Hiperemia de vaso. Observar pigmento de
hemossiderina (seta preta) no citoplasma de macréfagos, indicando presenca de foco de hemorragia antiga.
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O consumo de racdo comercial proporcionou esteatose nos figados analisados
(Figura 1 A), provavelmente causada pelo alto teor em lipidios na formulagdo (Tabela 1). A
racdo suplementada com de maltodextrina (Figura 1 B) ou maltodextrina associada a S.
cerevisae (Figura 1 E) ndo interferiu no nesse processo inflamatorio. Dessa forma aessa
associacao pode acarretar intensa hiperemia de vasos sanguineos. A inclusdo de S. cerevisae
isoladamente (Figura 1 B) pode ocasionar moderada degeneracdo hidrépica dos hepatdcitos.

A aflatoxina presente na racdo pode causar necrose hepéatica de coagulacdo
evidenciada pelo aumento de eosinofilia e pelos nucleos em picnose e hemorragia, com
provavel perda de funcdo hepética (Figura 1 D) a longo prazo. Porém, quando ragdes
contaminadas com aflatoxina sdo suplementadas com maltodextrina, observa-se formacéo
de lesdes mais complexas tais como: hemorragias teciduais e necrose liquefativa (Figura 1
G). A complementacdo com maltodextrina associada a S. cerevisae A8L3 microencapsulada
as ragBes contaminadas com aflatoxina pode causar hiperemia de vaso, pigmento de
hemossiderina no citoplasma de macrofagos, indicando presenca de foco hemorragicos
antigos (Figura 1 H). A utilizacdo da S. cerevisae em racGes contaminadas com AFB1
observa-se formacdo de moderada hiperemia nos vasos sanguineos e nos sinusoides
hepéticos, com preservacao dos tecidos hepaticos.

Com relagdo a sanidade renal, pode-se observar que a racdo comercial e a S.
cerevisae A8L3 ndo causam lesdes nos tecidos renais (Figuras 2 A e 2B). A
complementacdo da racdo comercial com maltodextrina pode propiciar presenca de cilindros
tubulares hialinos e ocluséo da luz de tabulo renal, provavelmente decorrentes do acimulo
de proteinas e sais (Figura 2 C). Caso essa ra¢cdo comercial seja contaminada com Aflatoxina
B1 pode ocorrer hemorragia entre os tubulos renais na regido intersticial (Figura 2 D).

A lesBGes renais causadas pelo consumo de maltodextrina na racdo ndo sao
minimizadas com a associacdo de S. cerevisae A8L3 (Figura 2 E). Porém, racoes
contaminadas com alfatoxina Bl podem ter seu efeito toxico reduzido quando
suplementadas com S. cerevisae A8L3 (Figura 2 F). Incluir maltodextrina em racGes
contaminadas com aflatoxina B pode exacerbar o efeito da micotoxina, causando nefrite

intersticial acentuada (Figura 2G).
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Figura 2. Fotomicrografias de tecido renal de alevinos de tilapia. (H-E). Aumento de 400x. (A) T1 - Tdbulos renais
com histoarquitetura normal. (B) T2 - Tabulos renais com histoarquitetura normal. (C) T3 - Presenca de cilindros tubulares
hialinos (seta preta) ocluindo a luz de um tdbulo renal, provavelmente decorrentes do acimulo de proteinas e sais. (D) T4 -
Area de hemorragia (asterisco), notar presenca de hemécias fora do leito vascular, na regiéo do intersticio, entre os tabulos
renais. (E) T5 - Degeneracéo hidrépica de tGbulos renais, observar tumefacéo celular e desorganizacéo do arranjo tubular.
(F) T6 - Discreta nefrite intersticial (asterisco) caracterizada por infiltrado inflamatério mononuclear. (G) T7 Nefrite
intersticial acentuada (asterisco), observar infiltrado inflamatério com presenca de células mononucleares no intersticio,
entre os tdbulos renais. (H) T8 - Hiperemia de vaso sanguineo, observar heméacias no interior do leito vascular (seta
vermelha) e degeneracdo hidropica de tubulos renais (seta preta).
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O efeito protetor da S. cerevisae A8L3 nos tecidos renais ndo é observado quando
essa levedura se encontra associada a maltodextrina nas ragdes contaminadas por aflatoxina
B1 (Figura 2H). Manteve-se os efeitos observados de aflatoxicose com hiperemia de vaso
sanguineo (figura 2D), e a degeneracdo hidrdpica de tubulos renais causados pelo consumo
de maltodextrina (Figura 2C), semelhante ao tratamento T7.

O tecido renal dos alevinos de tilapia-do-Nilo nos tratamentos T1 e T2 apresentou
suas estruturas preservadas. Porém, no tecido hepatico as alteracbes observadas sao
consideradas como reversiveis, podendo ser corrigidas com um monitoramento frequente do
manejo desses animais. Nos demais tratamentos, as alteracdes histopatoldgicas observadas
nos tecidos hepéticos (vacuolizagdo, degeneracdo dos hepatdcitos, necrose e infiltrado
inflamatdrio) e nos tecidos renais (nefrite, presenca de cilindros em tabulos renais e
hemorragia) podem se tornar crénicos causando reducdo do desempenho zootécnico, perda
de funcdo, reducdo da sanidade e mortalidade dos peixes. Dessa forma, é relevante dar o
prosseguimento a essas investigacoes, na busca de melhorar cada vez mais o desempenho e

sanidade na piscicultura.

4. CONCLUSOES

A cepa de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina possui
capacidade probiotica in vivo, por ser capaz de colonizar-se no intestino de alevinos de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e manter-se viavel em quantidades desejaveis no
lume intestinal. O processo de microencapsulamento da cepa de S. cerevisiae A8L3 com
maltodextrina permite a adsor¢do de Aflatoxina B1 adicionada as ragdes in vivo.

A Saccharomyces cerevisiae A8L3 introduzida em racdo contaminada com 100
ug’kg de AFB1 adsorve essa micotoxina, promove efeito sanitério significativo por
preservar as lesGes hepaticas e renais. Além de melhora o desempenho zootécnico dos
peixes, porém eleva o nivel de estresse, provoca degeneracdo gordurosa hepatica e nefrite

intersticial, devendo ser evitada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Nos resultados dos testes in vitro deste estudo, foi constatado que a cepa de
Saccharomyces cerevisiae A8L3 testada apresenta propriedades para atuar como um bom
probidtico e tem a capacidade de adsorver AFB1. Em estudos in vivo com alevinos de
tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contaminadas com AFB1 e suplementados com S.
cerevisiae microencapsulada com maltodextrina, em ambiente de piscicultura, foram
observadas melhorias nos parametros de desempenho e salde dos peixes.

A microencapsulacdo de probioticos constitui-se em abordagem promissora para
preservar as propriedades tolerantes dos micro-organismos. Neste sentido, a cepa de
levedura S. cerevisiae A8L3, microencapsulada em Spray-dryer, demonstrou excelente
viabilidade, além de sua capacidade de adsorvente conservadas, tornando-a uma alternativa
viavel de insercdo em dietas utilizadas na criacdo de peixes.

A formulacdo das dietas com maltodextrina melhorou os quesitos zootécnicos, porém
ndo proporcionou protecdo imunoldgica contra aflatoxinas, aléem de ocasionar desconforto
nesses animais com alteracGes hepéaticas e renais. Ja, a levedura S. cerevisiae
microencapsulada ndo ocasionou melhorias nos parametros zootécnicos dos alevinos de
tildpia-do-Nilo, mas , atuou positivamente na imunidade dos peixes.

A adsorcdo de aflatoxinas por leveduras é um tema de grande importancia para a
seguranca alimentar e a saude publica. Os estudos mostram que as leveduras tém a
capacidade de adsorver as aflatoxinas e reduzir sua concentracdo em alimentos e racao
animal. Portanto, o uso de leveduras para a adsorcdo de aflatoxinas é uma estratégia

promissora e natural para reduzir o risco de contaminacao por essas toxinas.
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