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CAPACIDADE PROBIÓTICA E ADSORVENTE DE AFLATOXINA B1 POR 

LEVEDURAS ISOLADAS DE VIVEIROS DE PISCICULTURA 

 

RESUMO 

 

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por diversos fungos, com destaque 

para os gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium que contaminam matérias-primas, 

alimentos e rações para animais. A utilização de adsorventes biológicos, como a levedura 

Sacharomyces cerevisiae, para remoção de micotoxinas apresenta-se como alternativa para 

minimizar o impacto negativo destes contaminantes na sanidade animal. Dessa forma, 

objetivou-se isolar, identificar e testar in vitro a capacidade probiótica e adsorvente de 

aflatoxina B1 (AFB1) por cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas de viveiros de 

piscicultura; avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes: amido e maltodextrina e a 

recuperação de células viáveis da cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3, isolada da água de 

viveiros de piscicultura, após o processo de encapsulamento por spray drying com os mesmos 

agentes, assim como avaliar a viabilidade das células encapsuladas durante o tempo de 

armazenamento e analisar a capacidade destas na adsorção in vitro de AFB1; avaliar os efeitos 

da inclusão da cepa microencapsulada Saccharomyces cerevisiae A8L3 em rações 

contaminadas com AFB1 sobre o desempenho zootécnico e a resposta imunológica de 

alevinos de tilápia-do-Nilo. A identificação das leveduras foi realizada através de técnicas 

morfológicas e moleculares (fingerprinting e sequenciamento da região ITS - 5.8S) para 

confirmação das espécies. Foram indentificadas quatro cepas provenientes da água: 

Saccharomyces cerevisiae (n = 3) e Debaryomyces nepalensis (n = 1); e seis cepas obtidas do 

substrato: Saccharomyces cerevisiae (n =3), Candida parapsilosis (n = 1), Cryptococcus 

laurentii (n = 1) e Meyerozyma caribbica (n = 1). Todas as cepas isoladas de Saccharomyces 

cerevisiae (A8L1, A8L2, A8L3, S11L2, S12L1 e S12L2) seguiram para os testes in vitro de 

capacidade de adsorção de AFB1 e de avaliação do potencial probiótico pelos testes: 

autoagregação, co-agregação e atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, inibição 

homóloga e sobrevivência às condições gastrointestinais. Todas as seis cepas apresentaram 

capacidade probiótica, no entanto apenas as cepas A8L2 e A8L3 tiveram habilidade de 

adsorver AFB1. A cepa A8L3 foi escolhida para o encapsulamento por spray drying com os 

agentes encapsulantes amido e maltodextrina. Posteriormente as microcápsulas de amido e 

maltodextrina contendo a levedura foram armazenadas em refrigeração a 4ºC e avaliadas a 

sua viabilidade durante 60 dias. A maltodextrina tem potencial como encapsulante devido a 

uma maior recuperação de células viáveis, viabilidade das células constante por 60 dias e 

capacidade de adsorção in vitro de AFB1. No ensaio in vivo foram avaliados os parâmetros: 

qualidade da água, desempenho zootécnico, alterações histopatológicas e determinação da 

concentração de AFB1 em músculo e órgãos hematopoiéticos, contagem e isolamento das 

leveduras da ração e intestino. Constatou-se que a suplementação com Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina em rações contaminadas com AFB1 

não exerceu influência negativa sobre o desempenho zootécnico e apresentou efeito 

imunoestimulante nos órgãos hematopoiéticos de alevinos de tilápia-do-Nilo. 

 

Palavras-chave: Adsorção; Encapsulamento; Imunoestimulante; Probióticos; Saccharomyces 

cerevisiae.  
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PROBIOTIC CAPACITY AND ADSORTION OF AFLATOXIN B1 BY ISOLATED 

YEASTS OF PISCICULTURE TANKS 

 

ABSTRACT  

 

Mycotoxins are secondary metabolites produced by fungi belonging to the Aspergillus, 

Penicillium and Fusarium genera that contaminate food and animal feeds. The use of 

biological adsorbents, such as the yeast Sacharomyces cerevisiae, to remove mycotoxins is an 

alternative to minimize the negative impact of these contaminants on animal health. The aims 

of this study were to isolate, identify and conduct in vitro tests regarding the probiotic and 

adsorbent capacity of aflatoxin B1 (AFB1) by Saccharomyces cerevisiae strains isolated from 

fish farms; evaluate the yield of the starch and maltodextrin as encapsulating agents and the 

recovery of viable cells from the Saccharomyces cerevisiae A8L3 strain, isolated from fish 

tank water, after the encapsulation process by spray drying with the same agents, as well as 

evaluate encapsulated cell viability during storage and analyze their in vitro AFB1 adsorption 

capacity. In addition, the effects of the inclusion of the microencapsulated Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 strain in contaminated feeds on the zootechnical performance and immune 

response of Nile tilapia fingerling hematopoietic organs were also evaluated. Yeast 

identification proceeded through morphological and molecular techniques (fingerprinting and 

sequencing of the ITS-5.8S region) for species confirmation. Four strains from the water 

samples were identified, namely: Saccharomyces cerevisiae (n=3) and Debaryomyces 

nepalensis (n=1); and six strains from the substrate: Saccharomyces cerevisiae (n=3), 

Candida parapsilosis (n=1), Cryptococcus laurentii (n=1) and Meyerozyma caribbic (n=1). 

Saccharomyces cerevisiae A8L1, A8L2, A8L3, S11L2, S12L1 and S12L2 strains were then 

studied by in vitro AFB1 adsorption capacity tests and their probiotic potential was evaluated 

by autoaggregation, co-aggregation and antimicrobial activity assays against pathogenic 

bacteria, homologous inhibition and survival to gastrointestinal conditions. All six strains 

displayed probiotic capacity, however only the A8L2 and A8L3 strains exhibited the ability to 

adsorb AFB1. Strain A8L3 was chosen for spray drying encapsulation using starch and 

maltodextrin as the encapsulating agents. Subsequently the yeast-containing maltodextrin and 

starch microcapsules were stored at 4°C and evaluated for viability for 60 days. Maltodextrin 

shows potential as an encapsulant due to increased viable cell recovery, constant cell viability 

for 60 days, and in vitro AFB1 adsorption capacity. The following parameters were evaluated 

in the in vivo assays: water quality, zootechnical performance, histopathological changes, 

determination of AFB1 concentrations in hematopoietic organs and yeast counts and isolation 

in feeds and intestine. Supplementation with Saccharomyces cerevisiae A8L3 

microencapsulated with maltodextrin in feeds contaminated with AFB1 showed no negative 

influence on zootechnical performance and had an immunostimulatory effect on the 

hematopoietic organs of Nile tilapia fingerlings. 

 

Key words: Adsorption; Encapsulation; Immunostimulant; Probiotics; Saccharomyces 

cerevisiae. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil tem se destacado pelo seu potencial para a aquicultura, em especial por sua 

disponibilidade hídrica, clima favorável e ocorrência natural de espécies aquáticas que 

conciliam interesse zootécnico e mercadológico (BRABO et al., 2016). Esta atividade tende a 

ser mais valorizada devido ao aumento do interesse dos consumidores por peixes. 

A piscicultura brasileira produziu 507,12 mil toneladas em 2016, representando 

aumento de 4,4% em relação ao ano anterior. A produção de peixes tem se desenvolvido nos 

últimos anos no Nordeste, e o estado do Piauí tem investido em piscicultura, com produção de 

8,80 mil toneladas de peixes, registrando aumento de 7,4% em relação a 2015. A tilápia é a 

espécie mais cultivada do Brasil, com 239,09 mil toneladas despescadas em 2016, 

representando quase metade (47,1%) do total da piscicultura (INSTITUTO BRASILEIRO DE 

GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA - IBGE, 2016). 

A alimentação dos peixes está entre os principais fatores que aumentam o custo da 

produção em piscicultura, desta forma, a qualidade das rações depende de muitos aspectos, 

dentre os quais: a qualidade dos ingredientes utilizados na formulação, o balanceamento 

nutricional da ração e o controle do processamento (KUBITZA, 2009). Os ingredientes das 

rações constituem-se substratos ideais para o desenvolvimento de micro-organismos, 

principalmente os fungos que ao contaminarem as matérias-primas das rações podem produzir 

micotoxinas (GONÇALVES-NUNES et al., 2015). Desse modo, a qualidade da ração 

fornecida tem sido o fator determinante para o máximo desempenho dos peixes, tornando 

importante à seleção dos fornecedores e o controle das condições de armazenamento como 

formas de prevenir a contaminação e deterioração da ração (MURATORI et al., 2013). 

As micotoxinas são agentes químicos decorrentes do metabolismo secundário de 

fungos filamentosos toxigênicos que contaminam alimentos e rações para animais, causando 

efeitos agudos ou crônicos (micotoxicoses) (MÍDIO e MARTINS, 2000; MAZIERO e 

BERSOT, 2010, PEREYRA et al., 2010). Elas são produzidas principalmente por cinco 

gêneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps e Alternaria. As principais 

micotoxinas encontradas em alimentos são: aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), ácido fusárico, 

fumonisinas (B1 e B2), ocratoxina A, patulina, citrinina, zearalenona e tricotecenos (PITT e 

HOCKING, 2009; MAZIERO e BERSOT, 2010). No Piauí, foram encontrados fungos de 

gêneros variados em rações para piscicultura e seus ingredientes, prevalecendo os gêneros 

Penicillium e Aspergillus, que possuem espécies produtoras de aflatoxinas (CARDOSO 

FILHO et al., 2013; GONÇALVES-NUNES et al., 2015).  
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Entre as principais micotoxinas, a aflatoxina B1 (AFB1) destaca-se por ser um dos 

metabólitos mais tóxicos para maioria dos animais, sendo responsável por desencadear efeitos 

teratogênicos, hepatotóxicos, mutagênicos e carcinogênicos (BRYDEN, 2012; ROCHA et al., 

2014). Alimentos contaminados com aflatoxinas são responsáveis por causar danos em várias 

espécies cultivadas em ambiente aquático, gerando desequilíbrios fisiológicos, redução do 

crescimento, alterações histológicas, morfológicas, e consequentemente oferecem riscos à 

saúde do consumidor, pela presença da toxina na musculatura de peixes (DENG et al., 2010; 

SELIM et al., 2014; PINHEIRO et al., 2015). 

Devido à natureza tóxica das micotoxinas, estratégias têm sido desenvolvidas, tais 

como: prevenção da contaminação e do crescimento fúngico; descontaminação de alimentos e 

ainda, inibição ou a adsorção no trato gastrointestinal de micotoxinas presentes no alimento 

consumido (MALLMANN et al., 2006). Dentre estas, a melhor forma de controle 

micotoxicológico baseia-se na utilização de condições desfavoráveis para o desenvolvimento 

de fungos. Caso este controle não seja eficiente, podem ser utilizados procedimentos físicos, 

químicos e biológicos que propiciem redução de contaminantes tóxicos nos alimentos 

(RAHAIE et al., 2012). Tem-se demonstrado o uso de substâncias inorgânicas capazes de 

adsorver múltiplas toxinas, porém podem ocasionar problemas ao sequestrar moléculas de 

alto valor nutritivo da dieta do animal (HUWIG et al., 2001; DESHENG et al., 2005; 

JANSEN VAN RENSBURG et al., 2006; DAKOVIC et al., 2008). Diante disto, a busca de 

novos compostos com atividade antifúngica e anti micotoxígena, com potencial ação 

preventiva e de controle sobre fungos toxígenos é imprescindível.  

Uma das alternativas promissoras de procedimentos biológicos para controle de 

micotoxinas é a detoxificação biológica realizada por bactérias e leveduras que tenham 

propriedades probióticas. Possíveis adsorventes para micotoxinas em rações têm sido 

pesquisados como aditivos. Estes produtos normalmente são formados por cepas de bactérias 

e leveduras que possuem a capacidade de reduzir a quantidade destes agentes tóxicos 

(PIZZOLITTO et al., 2011; RAHAIE et al., 2012).  

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

cerevisiae isoladas em viveiros de piscicultura possuem potencial probiótico e adsorvente de 

AFB1 para serem incluídas na alimentação animal, influenciando no desempenho e sanidade 

de alevinos de tilápia-do-Nilo. Para testar a hipótese, os objetivos do presente trabalho foram: 

a) isolar, identificar e testar in vitro a capacidade probiótica e adsorvente de AFB1 por cepas 

de S. cerevisiae; b) avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes: amido e maltodextrina, e 

a recuperação de células viáveis da cepa S. cerevisiae A8L3, após o processo de 
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encapsulamento por spray drying com os mesmos agentes; c) determinar a viabilidade das 

células encapsuladas durante o tempo armazenamento e analisar a capacidade destas na 

adsorção in vitro de AFB1; d) estudar os efeitos da inclusão da cepa microencapsulada S. 

cerevisiae A8L3 em rações contaminadas com AFB1 sobre o desempenho zootécnico e a 

resposta imunológica de órgãos hematopoiéticos de alevinos de tilápia-do-Nilo. 

O trabalho foi dividido estruturalmente em três capítulos, apresentados na forma de 

artigos científicos: Capítulo I: “Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambiente de 

piscicultura: potencial probiótico e capacidade adsorvente de Aflatoxina B1”; Capítulo II: 

“Efeito da microencapsulação por spray drying sobre a viabilidade e capacidade adsorvente 

de Aflatoxina B1 por Sacharomyces cerevisiae”; Capítulo III: “Saccharomyces cerevisiae 

microencapsulada como adsorvente de aflatoxina B1 em rações para alevinos de tilápia-do-

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

The Veterinary Journal, Food and Bioproducts Processing e Pesquisa Agropecuária Brasileira, 

às quais serão submetidos para publicação. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

Micotoxinas 

 

As micotoxinas são agentes químicos, de baixo peso molecular, produzidos durante o 

metabolismo secundário de fungos filamentosos, que sob condições adequadas de temperatura 

e umidade, podem se desenvolver em vários alimentos e rações, causando sérios riscos para a 

saúde humana e animal (BENNETT; KLICH, 2003; ZAIN, 2011). Atualmente, mais de 300 

micotoxinas são conhecidas e, de modo geral, apresentam grande estabilidade química que 

permite sua permanência no alimento mesmo após a remoção dos fungos pelos processos de 

industrialização, ou seja, mesmo que o alimento sofra o processamento a micotoxina ainda 

poderá estar presente (CAST, 2003; ZAIN, 2011; ROCHA et al., 2014). 

Os fungos toxigênicos produzem um ou mais tipos de micotoxinas, porém nem todos 

os compostos produzidos pelos fungos são tóxicos e nem todas as espécies de fungos 

potencialmente toxigênicos produzem toxinas. As fontes mais frequentes de micotoxinas são 

os gêneros fúngicos: Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Outros gêneros como Alternaria, 

Chaetomium, Cladosporium, Claviceps, Diplodia, Myrothecium, Phoma, Phomopsis, 

Pithomyces e Strachybotrys, também contêm especies toxigênicas, (D’MELLO; 

MACDONALD, 1997; BRYDEN, 2012; ZAKI et al., 2012). Entre as micotoxinas de maior 

destaque em saúde pública e agricultura incluem: aflatoxinas (AF), ocratoxinas (OTA), 

tricotecenos, zearalenona (ZEN), fumonisinas (F), toxinas tremorgênicas e alcalóides de ergot 

(BENNETT; KLICH, 2003; ZAIN, 2011; MARIN et al., 2013). 

As aflatoxinas são micotoxinas produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A. 

parasiticus. No entanto, mais recentemente, as espécies Aspergillus nomius, Aspergillus 

bombycis, Aspergillus pseudotamari e Aspergillus ochraceoroseus também se mostraram 

aflatoxigênicas (PETERSON et al., 2001; BRYDEN, 2012; ROCHA et al., 2014). As quatro 

principais toxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 são produzidas pelo A. parasiticus, enquanto 

que o A. flavus produz apenas AFB1 e AFB2 (D’MELLO; MACDONALD, 1997; 

SANTACROCE et al., 2008). Devido à sua estrutura química heterocíclica, as aflatoxinas B e 

G apresentam fluorescência apenas quando expostas à luz ultravioleta (B = Azul, G = Verde) 

(SANTACROCE et al., 2008; ROCHA et al., 2014). 

A AFB1 é considerada o tipo mais tóxico, podendo induzir intoxicação aguda e 

crônica, além disso, apresenta efeitos hepatotóxicos, carcinogênicos, mutagênicos, 

teratogênicos e imunossupressores em uma variedade de espécies animais, incluindo 
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vertebrados aquáticos. A ingestão de grandes doses de aflatoxinas é letal e resultam em uma 

doença chamada aflatoxicose (MATEJOVA et al., 2017).  

As micotoxinas podem ser responsáveis pela indução de muitos distúrbios em peixes, 

como induzir alterações celulares e orgânicas, produzir efeitos funcionais e morfológicos e, 

em casos mais graves, a mortalidade. Assim, as perdas na aquicultura causadas por 

micotoxinas em rações podem ser significativas, resultando em perdas econômicas na 

produção de peixes (DENG et al., 2010; ANATER et al., 2016; MATEJOVA et al., 2017). 

 

Métodos de prevenção e controle de micotoxinas 

 

O crescimento de fungos em alimentos e a produção de micotoxinas são influenciados 

por fatores abióticos e bióticos e suas complexas interações. Dentre esses fatores destacam-se: 

pH, atividade de água (Aa), umidade, temperatura, presença de oxigênio, tempo para o 

crescimento do fungo, estabelecimento no substrato, perda da integridade dos grãos causada 

por insetos, danos mecânicos, tamanho do inóculo e as características de interação/competição 

genética (MALLMANN et al., 2006; JARD et al., 2011). 

A melhor maneira para controlar a contaminação por micotoxinas no campo inclui 

estratégias pré e pós-colheita, como a prevenção do desenvolvimento fúngico, e 

consequentemente a formação de micotoxinas no campo e armazenamento, mas isso 

geralmente é insuficiente e outras estratégias são necessárias (JARD et al., 2011). Deste 

modo, várias estratégias estão disponíveis para a desintoxicação ou descontaminação de 

matérias-primas e rações contendo micotoxinas, utilizando métodos físicos, físico-químicos, 

químicos e (micro) biológicos (DIAZ et al., 2004; VARGA et al., 2010).  

Estes métodos devem ter como características a completa inativação, destruição ou 

remoção da toxina; não produzir ou deixar resíduos tóxicos nos alimentos, preservando seu 

valor nutritivo e palatabilidade; destruir os esporos e os micélios dos fungos para prevenir a 

produção ou o reaparecimento da toxina; não modificar as propriedades físicas do alimento 

significativamente, possuir custo acessível e ser de fácil utilização (BOVO et al., 2010). 

Portanto, a indústria de alimentos para consumo animal tem se preocupado na pesquisa por 

uma tecnologia de descontaminação de micotoxinas eficaz, específica e viável. 

Os métodos físicos de remoção de micotoxinas envolvem procedimentos como 

inativação térmica, luz ultravioleta, radiação ionizante ou extração com solventes, e os 

métodos químicos utilizam agentes que degradam estruturalmente as micotoxinas, como o uso 

de cloração (hipoclorito de sódio e cloro gasoso), agentes oxidantes (peróxido de hidrogênio, 
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ozônio e bissulfito de sódio), ou agentes hidrolíticos (ácidos, álcalis e amônia) (BOVO et al., 

2010). 

Quanto aos métodos físico-químicos para descontaminação de alimentos e rações com 

micotoxinas, a abordagem mais prevalente na indústria de rações é a inclusão de materiais 

adsorventes na ração para obter remoção seletiva de toxinas por adsorção durante a passagem 

pelo trato gastrointestinal, ou ao adicionar enzimas ou micro-organismos capazes de 

detoxificar certas micotoxinas (BRYDEN, 2012). Os agentes adsorventes podem ser 

classificados em diferentes grupos com base em sua origem: não biológicos (por exemplo, 

aluminossilicatos, carvão ativado, bentonitas, montmorillonitas, zeólitas, entre outros) e 

biológicos (por exemplo, leveduras, fungos filamentosos, bactérias, algas, enzimas 

microbianas, entre outros) (VARGA et al., 2010; HOJNIK et al., 2017). 

A desintoxicação biológica de micotoxinas, utilizando micro-organismos e/ou enzimas 

para degradar as micotoxinas em compostos não-tóxicos ou menos tóxicos pode ser uma 

alternativa natural e eficaz (JI; FAN; ZHAO, 2016). De todos os tipos de micro-organismos 

que podem ser utilizados para a remoção de micotoxinas de alimentos e rações contaminadas, 

as bactérias ácido-láticas e as leveduras são as mais estudadas e que apresentam resultados 

mais promissores, pois juntamente a capacidade adsorvente deve possuir propriedade 

probiótica (BOVO et al., 2010). 

 

Leveduras adsorventes de micotoxinas com capacidade probiótica  

 

Leveduras são fungos unicelulares disseminados em ambientes naturais, incluindo a 

flora microbiana normal de seres humanos e animais, em plantas, em partículas transportadas 

pelo ar, na água, em produtos alimentícios e em muitos outros nichos ecológicos 

(KURTZMAN et al., 2011). Estes micro-organismos eucarióticos possuem representantes no 

filo Ascomycota e Basidiomycota. Os fungos leveduriformes destes dois filos possuem 

reprodução assexuada por brotamento ou fissão, mas também podem produzir esporos: os 

ascósporos e os basidiósporos. Além disso, as leveduras estão envolvidas em muitas 

interações com outros micro-organismos, incluindo simbiose, mutualismo, parasitismo e 

competição. (KURTZMAN et al., 2011; HATOUM et al., 2012).  

Entre as leveduras pertencentes ao filo Ascomycota, o gênero Saccharomyces é o mais 

estudado. Muitas das cerca de 20 espécies deste gênero são de grande importância 

biotecnológica devido a aplicações que incluem fermentação alcoólica, panificação, produção 

de vitamina, síntese de proteínas recombinantes e controle biológico (HATOUM et al., 2012). 
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Porém uma das aplicações mais significativas das leveduras é como micro-organismo 

probiótico. A Organização para a Alimentação e Agricultura (FAO) da Organização Mundial 

de Saúde (OMS) define probióticos como “micro-organismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro” 

(FAO; WHO, 2002). 

Os probióticos podem ser usados como uma alternativa para evitar o uso de 

antibióticos, eliminando assim a possibilidade de gerar bactérias resistentes a antibióticos nos 

sistemas de aquicultura, e como promotores de crescimento gerado incremento na saúde dos 

peixes (NAVARRETE; TOVAR-RAMREZ, 2014; BANERJEE; RAY, 2017). 

Os procedimentos de seleção (in vivo e in vitro) de micro-organismos probióticos 

precisam ser adaptados para as diferentes espécies e ambientes em aquicultura. Segundo 

Pandiyan et al., (2013) e Banerjee; Ray, (2017) os parâmetros gerais para seleção de cepas 

probióticas para uso em aquicultura consistem principalmente em: (1) não ser patogênica para 

peixes; (2) tolerar uma ampla faixa de pH (de baixa acidez a alta alcalina) e alta concentração 

(> 2,5%) de sais biliares; (3) propriedade de aderir à superfície da mucosa epitelial do 

intestino; (4) atividade antagonista contra uma variedade de patógenos de peixes; (5) fornecer 

uma quantidade suficiente de enzimas e vitaminas para o suporte nutricional do hospedeiro; 

(6) isolar e selecionar cepas nativas do intestino ou de habitats aquáticos para evitar 

competição com a microbiota intestinal; (7) apresentar elevada viabilidade em uma mistura de 

cepas e/ou espécies; e (8) garantir a sobrevivência e persistência no hospedeiro. 

A levedura S. cerevisiae tem sido utilizada há mais de uma década na alimentação de 

peixes como promotor de crescimento e estimulante do sistema imune (OZÓRIO et al., 2012; 

NAVARRETE; TOVAR-RAMREZ, 2014; NEWAJ-FYZUL et al., 2014). A Food and Drug 

Administration (FDA) classifica a S. cerevisiae como um micro-organismo GRAS (geralmente 

reconhecido como seguro). Outra classificação de importância para a utilização segura de 

micro-organismos probióticos é o status QPS, (do inglês Qualified Presumption of Safety), 

“Presunção de Segurança Qualificada”, que é concedido pela Autoridade de Segurança 

Alimentar Européia (EFSA) aos micro-organismos que passaram por avaliações de segurança, 

antes de serem comercializados, para estabelecimento de sua identidade, patogenicidade e o 

uso pretendido das cepas (EFSA, 2015). 

Por ser considerado um micro-organismo GRAS, cepas de S. cerevisiae têm sido 

estudadas como potencial adsorvente de micotoxinas, ou seja, são capazes de se ligarem às 

moléculas das micotoxinas no trato gastrointestinal (TGI) e ainda estimulam efeitos benéficos 
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no organismo dos animais (VARGA et al., 2010; ARMANDO et al., 2011; PIZZOLITTO et 

al., 2011, 2012, 2013, POLONI et al., 2015, 2017). 

A parede celular da levedura torna as células capazes de adsorver uma grande 

variedade de compostos do ambiente. Células viáveis, células não viáveis e produtos da 

parede celular de leveduras probióticas com alta capacidade de adsorção são capazes de 

reduzir a biodisponibilidade de toxinas em alimentos e rações (PFLIEGLER et al., 2015). 

Demonstrou-se que os componentes da parede celular de levedura β-D-glucanos 

(YIANNIKOURIS et al., 2006), glucomananas (RAJU; DEVEGOWDA, 2002) e manano-

oligossacarídeos (OGUZ; PARLAT, 2004) são responsáveis pela adsorção de micotoxinas. 

Diante do exposto, a utilização de leveduras como potenciais adsorventes e com 

capacidade probiótica se tornou uma ferramenta possível na alimentação de animais para a 

prevenção de micotoxicoses. 

 

Encapsulamento de probióticos 

 

Os micro-organismos probióticos devem ser adequados para produção industrial em 

grande escala. Dessa maneira, no campo da produção de alimentos probióticos existe a 

preocupação que as cepas probióticas mantenham as propriedades funcionais preservadas e 

que estejam em quantidade suficiente no momento do consumo, esta é uma aplicabilidade que 

pode ser fornecida pela microencapsulação (PHAM-HOANG et al., 2013; TRIPATHI; GIRI, 

2014). A microencapsulação é o processo de envolver as células, revestindo-as com uma 

substância adequada de uma maneira que resulte em uma liberação celular apropriada no meio 

intestinal (TRIPATHI; GIRI, 2014). 

A secagem por spray drying ou pulverização é o método de microencapsulação mais 

comumente usado na indústria de alimentos, uma vez que é econômico e flexível. O consumo 

de energia da secagem por pulverização é de 6 a 10 vezes menor em comparação com a 

liofilização e produz um produto de boa qualidade (MARTÍN et al., 2015). Este método 

envolve a atomização de uma emulsão ou de uma suspensão de probióticos e agentes de 

encapsulação em uma câmara de secagem por ar quente, resultando na rápida evaporação de 

água (SILVA et al., 2015).  

Os materiais que asseguram boa capacidade de encapsulação devem exibir 

propriedades térmicas e protetoras, como dissacarídeos (lactose, sacarose ou trealose), 

dextrose ou polióis (manitol, sorbitol), e substâncias estimulantes do crescimento probiótico 

(fruto e galacto-oligossacarídeos) (BEHBOUDI-JOBBEHDAR et al., 2013). É importante 
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destacar que na microencapsulação por spray-drying a alimentação do produto, o fluxo de gás 

e a temperatura devem ser controlados (SILVA et al., 2015). Outros fatores que afetam a 

viabilidade da cultura probiótica seca por spray-drying são o tipo de cepa e sua tolerância às 

condições de estresse, o tempo de exposição ao calor (antes do processo de secagem) e as 

condições de umidade no armazenamento (após o processo de secagem) (MARTÍN et al., 

2015). 

A microencapsulação de leveduras com capacidade probiótica e adsorvente de 

micotoxinas pode servir como um método eficiente de fornecer células viáveis em número 

suficiente para atuarem no trato gastrointestinal, e assim proporcionar melhorias para a 

sanidade e o desempenho de peixes.  
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3 Capítulo I1 

 

Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambiente de piscicultura: potencial probiótico e 

capacidade adsorvente de Aflatoxina B1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1
 Elaborado conforme as normas da revista The Veterinary Journal. 
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Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambiente de piscicultura: potencial probiótico e 

capacidade adsorvente de Aflatoxina B1 
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RESUMO 

 

Objetivou-se nesta pesquisa isolar, identificar e testar in vitro a capacidade probiótica e 

adsorvente de aflatoxina B1 (AFB1) por cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas de 

viveiros de piscicultura. Foram isoladas e identificadas 10 cepas de leveduras por meio de 

técnicas morfológicas e moleculares (fingerprinting e sequenciamento da região ITS - 5.8S), 

sendo quatro cepas provenientes da água: Saccharomyces cerevisiae (n = 3) e Debaryomyces 

nepalensis (n = 1); e seis cepas obtidas do substrato: Saccharomyces cerevisiae (n =3), 

Candida parapsilosis (n = 1), Cryptococcus laurentii (n = 1) e Meyerozyma caribbica (n = 1). 

Posteriormente, as seis cepas de S. cerevisiae (A8L1, A8L2, A8L3, S11L2, S12L1 e S12L2) 

selecionadas foram submetidas aos seguintes testes probióticos in vitro sob condições 

simuladas da fisiologia de Tilápia-do-Nilo: auto-agregação, co-agregação, atividade 

antibacteriana, inibição homóloga, tolerância ao pH baixo e aos sais biliares, sobrevivência às 

condições gastrointestinais de peixes e adsorção de AFB1. Todas as seis cepas apresentaram 

habilidade de auto-agregação e co-agregação com bactérias patogênicas (Aeromonas 

hydrophila, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e Salmonella 

enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium) e também inibiram o crescimento das 

bactérias patógenas. No ensaio de inibição homóloga não houve inibição entre as cepas. As 

cepas A8L1 e S12L1 foram as mais tolerantes ao pH baixo durante 12 horas de ensaio, porém 

as demais mostraram redução da viabilidade ao final do teste. Na presença de sais biliares, 

todas as cepas apresentaram boas contagens após 8 horas de ensaio. Entretanto todas as 

leveduras testadas foram capazes de sobreviver à passagem simulada do trato gastrointestinal. 

No ensaio de adsorção, apenas as cepas A8L2 e A8L3 tiveram habilidade de adsorver AFB1. 

Os resultados mostram que as cepas A8L2 e A8L3 possuem potencial probiótico e adsorvente 

de AFB1, sendo promissores aditivos na alimentação de peixes. 

 

Palavras-chave: Aflatoxina B1. Adsorvente. Leveduras probióticas. Ambiente de piscicultura. 

 

ABSTRACT 

 

The objective of this study was to isolate and identify Saccharomyces cerevisiae strains from 

fish culture tanks with potential probiotic and AFB1 adsorbent capacity. Ten yeast strains 

were isolated and identified by morphological and molecular techniques (fingerprinting and 

sequencing of the ITS-5.8S region), with four strains isolated from the water samples: 
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Saccharomyces cerevisiae (n=3) and Debaryomyces nepalensis (n=1), and six strains from the 

substrate: Saccharomyces cerevisiae (n=3), Candida parapsilosis (n=1), Cryptococcus 

laurentii (n=1) and Meyerozyma caribbic (n=1). Subsequently, the six selected S. cerevisiae 

strains (A8L1, A8L2, A8L3, S11L2, S12L1 and S12L2) were subjected to the following in 

vitro probiotic tests under simulated Nile Tilapia physiology: self-aggregation, co-

aggregation, antibacterial activity, homologous inhibition, tolerance to low pH and bile salts, 

survival to fish gastrointestinal conditions and AFB1 adsorption. All six strains displayed the 

ability to self-aggregate and co-aggregate with pathogenic bacteria (Aeromonas hydrophila, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli and Salmonella enterica 

subsp. enterica Typhimurium serovar) and were able to inhibit pathogenic bacteria growth. 

No inhibition between strains was observed in the homologous inhibition assay. Strains A8L1 

and S12L1 were the most tolerant of low pH during the 12-hour assay, while the other strains 

displayed a decrease in viability at the end of the test. All strains exhibited good counts after 8 

hours in the presence of bile salts. However, all evaluated yeasts were able to survive the 

simulated passage of the gastrointestinal tract. Regarding the adsorption assay, only strains 

A8L2 and A8L3 displayed the ability to adsorb AFB1. The results demonstrate that strains 

A8L2 and A8L3 exhibit probiotic characteristics and AFB1 adsorbent potential, and seem to 

be promising fish feed additives. 

 

Key words: Aflatoxin B1. Adsorbent. Probiotic yeasts. Fish farming environment. 

 

1. Introdução 

 

A aquicultura é uma atividade produtiva com grande importância para suprir o 

aumento da demanda alimentar de uma população em crescimento exponencial (Brabo et al., 

2016; FAO, 2016). A produção mundial de pescado cultivado em 2014 foi de 73,8 milhões de 

toneladas, destes 49,8 milhões de toneladas são provenientes da piscicultura (FAO, 2016).  

A piscicultura intensiva se caracteriza pela alta densidade de estocagem com uso de 

rações balanceadas para alimentação. Neste tipo de produção, os peixes estão expostos a 

condições de estresse pela alta densidade de estocagem, levando a graves perdas econômicas 

(Aly et al., 2008). Para um efetivo controle das doenças mais comuns em peixes é recorrente o 

uso de antibióticos. No entanto, a ocorrência de micro-organismos resistentes a estes fármacos 

que propagam essas características genéticas de resistência entre bactérias 

patogênicas/comensais e o impacto ambiental da contaminação de água e sedimentos 
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associados à antibioticoterapia, levou à busca de novas alternativas para tratamento e 

profilaxia de doenças, incluindo a utilização de probióticos (Newaj-Fyzul et al., 2014; Caruffo 

et al., 2015). 

Os probióticos são definidos como micro-organismos vivos capazes de melhorar o 

equilíbrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos à saúde do indivíduo (ANVISA, 

2002). Muitos micro-organismos são utilizados como probióticos, dentre eles, os gêneros 

mais utilizados de bactérias ácido láticas são: Lactobacillus e Bifidobacterium (Pisano et al., 

2014). As leveduras também constituem outro grupo de micro-organismos que possuem 

atributos para serem consideradas como probiótico. Entre as vantagens, as leveduras não são 

afetadas por substâncias antibacterianas e contêm vários compostos imunoestimulantes (β-

glucanos, ácidos nucleicos e mananoligossacarídeos), o que pode explicar em parte, o efeito 

protetor contra patógenos (Caruffo et al., 2015). Além de já terem sido reportadas como 

promotores de saúde em seres humanos e animais, as leveduras têm sido pesquisadas como 

agentes descontaminantes de micotoxinas (Armando et al., 2011; Pizzolitto et al., 2012; 

Pfliegler et al., 2015). 

As micotoxinas são metabólitos secundários de baixo peso molecular que são 

produzidas durante o metabolismo de alguns fungos filamentosos. Esses metabólitos são 

estáveis a temperaturas elevadas utilizadas (> 150ºC) nas técnicas de extrusão durante os 

processamentos de cereais e rações, e também quando submetidas a valores de pH ácidos 

próximos aos encontrados no suco gástrico de peixes (Bullerman and Bianchini, 2007; 

Matejova et al., 2017). As micotoxinas quando estão presentes em alimentos e rações para 

animais representam um risco potencial para a sanidade pela toxidade elevada, acarretando 

perdas econômicas substanciais pela redução dos parâmetros da eficiência na produção animal 

(Pfliegler et al., 2015; Matejova et al., 2017). 

As aflatoxinas (AF) são consideradas como as mais importantes micotoxinas 

produzidas por fungos pertencentes ao gênero Aspergillus seção Flavi, sendo as espécies mais 

conhecidas A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, e A. pseudotamarii (CAST, 2003; Marin et 

al., 2013). Embora aproximadamente 20 AF tenham sido isoladas, os tipos mais importantes 

são B1, B2, G1 e G2, sendo a aflatoxina B1 a que mais causa impactos à saúde que pode ser 

hepatotóxica, carcinogênica, mutagênica, teratogênica e imunossupressiva (Anater et al., 

2016; Matejova et al., 2017).  

Devido à natureza tóxica das micotoxinas, estratégias têm sido desenvolvidas, tais 

como: prevenção da contaminação e multiplicação fúngicas; descontaminação de alimentos e 

redução da absorção das micotoxinas presentes no alimento consumido no trato 
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gastrointestinal pela inibição ou a adsorção (Mallmann et al., 2006). Uma das alternativas 

promissoras de procedimentos biológicos para controle de micotoxinas é a detoxificação 

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

micro-organismos quando adicionados aos alimentos contaminados são capazes de adsorver 

micotoxinas, propiciando a redução da quantidade destes agentes tóxicos (Pizzolitto et al., 

2012; Rahaie et al., 2012).  

Deste modo, com o presente estudo objetivou-se isolar, identificar e testar in vitro a 

capacidade probiótica e adsorvente de AFB1 por cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas 

de viveiros de piscicultura. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1 Coleta das amostras 

 

O número de amostras foi definido após visita a quatro propriedades piscicultoras da 

região da zona rural de Teresina (Latitude: 05º 05' 21" S Longitude: 42º 48' 07" W), Piauí, 

Brasil. De novembro de 2014 a janeiro de 2015 pela manhã, em cada propriedade, foram 

realizadas nove coletas de amostras de água e nove de substrato dos viveiros disponíveis, 

deste modo, foram coletadas 36 de água e 36 de substrato totalizando 72 amostras. 

As amostras de água e de substrato foram depositadas em frascos de vidro 

esterilizados, com capacidade de 250 gramas. Em seguida, as mesmas foram acondicionadas 

em recipiente isotérmico com gelo reciclável e conduzidas para o Laboratório de Controle 

Microbiológico de Alimentos, do Núcleo de Estudos e Pesquisas de Processamento em 

Alimentos (NUEPPA), da Universidade Federal do Piauí (UFPI). 

A coleta das amostras foi solicitada aos responsáveis das propriedades piscicultoras 

após assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido de participação neste 

experimento. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética e Experimentação no Uso de 

Animais da Universidade Federal do Piauí, Teresina, PI, sob o protocolo nº 302/17. 

 

2.2 Isolamento de leveduras 

 

De cada amostra foram tomados assepticamente 25 g de substrato e 25 mL de água e 

adicionados a 225 mL de água peptonada a 0,1% que seguiu para homogeneização durante 30 

minutos em agitador orbital (150 rpm). A partir dessa diluição inicial (10
-1

) foram preparadas 
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diluições decimais seriadas até 10
-3

. A inoculação de cada uma das diluições foi efetuada em 

duplicata com alíquotas de 0,1 mL por placa de Petri, pelo método de semeadura por 

espalhamento em superfície no ágar extrato de levedura peptona dextrose suplementado com 

cloranfenicol (YPD – 10 g de peptona; 10 g de glicose; 5,0 g de extrato de levedura; 7,5 g de 

ágar; 0,1 g de cloranfenicol, em 500 mL de água destilada), com auxílio de alça de Drigalski 

esterilizada. As placas foram incubadas a 25°C por até 48 horas em estufa microbiológica. 

Para a obtenção de isolados puros, cada colônia foi repicada em placas de YPD pelo método 

de esgotamento em placas por estrias. Os isolados obtidos a partir de uma única unidade 

formadora de colônia (UFC) foram subcultivados em tubos inclinados de ágar extrato de 

malte (MEA: 20 g de extrato de levedura; 1,0 g de peptona; 20 g de glicose; 20 g de ágar 

dissolvidos em um litro de água destilada) para posterior identificação das espécies. 

 

2.3 Seleção inicial das cepas 

 

Realizou-se uma seleção inicial das cepas de leveduras que apresentavam tolerância 

a pH 2,0, simulando o suco gástrico de peixes, com metodologia adaptada de Gotcheva et al. 

(2002), na qual aquelas que sobreviveram por 60 minutos em pH baixo foram escolhidas para 

confirmação da espécie por técnicas moleculares. 

 

2.4 Identificação molecular 

2.4.1 Cultura de leveduras e extração de DNA  

 

As leveduras foram cultivadas em meio sólido MEA e incubadas a 28°C durante 24 h. 

Uma alçada de cada cepa foi transferida para microtubos estéreis e estocadas overnight a -

20ºC, em seguida foi adicionado 500 µL de tampão de lise (50 mmol de Tris-HCl L
-1

, 250 

mmol de NaCl L
-1

, 50 mmol de EDTA L
-1

, 0,3% p/v de SDS, pH 8) e 5 µL de β-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich
®
) e incubou-se a 65°C durante 60 min. Após a incubação, 

adicionou-se 500 µL clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). A mistura foi agitada 

vigorosamente, centrifugada durante 15 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferido 

para outro microtubo e adicionou-se igual volume de isopropanol (Sigma-Aldrich
®
), para 

precipitação do DNA genômico a -20ºC overnight. O microtubo foi centrifugado a 14000 rpm 

durante 15 minutos, o precipitado de DNA lavado com etanol 70%, e após evaporação do 

etanol a temperatura ambiente, o precipitado foi dissolvido em 100 µL de tampão TE (Tris-
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HCl 10 mM, pH 7,4 e EDTA 1,0 mM, pH 8,0), quantificado em espectrofotômetro 

NanoDrop
®
 (ND-1000; 220-750nm) da Thermo Scientific e mantido a -20ºC. 

 

2.4.2 PCR-Fingerprinting 

 

As leveduras selecionadas previamente tiveram seus perfis agrupados utilizando o 

primer GTG5 (5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3'). As reações de PCR foram feitas em um 

volume total de 25 μl contendo 5 μl de DNA genômico (25-250 ng/μl) de DNA das leveduras, 

1X tampão de reação 10X, 1,5 mM de MgCl2, 1,25 U Taq DNA polimerase (5 U/μl), 0,2 mM 

de cada dNTP e 0,6 μM de primer GTG5. Um controle negativo, contendo todos os reagentes 

sem DNA, foi incluído em cada conjunto de reações. O PCR foi conduzido de acordo com as 

seguintes condições cíclicas: desnaturação inicial a 94°C durante dois minutos, seguido por 

35 ciclos consistindo de 94°C durante 45 segundos, 50°C durante um minuto e 72°C durante 

um minuto e um final passo de extensão de 72 °C durante seis minutos, e depois mantido a 

4,0°C indefinidamente. Os padrões de banda de DNA foram visualizados após eletroforese 

utilizando 1,5% de gel de agarose corado com 0,5 µg/ml de brometo de etídio. Os géis foram 

fotografados usando um analisador de sistemas MiniBIS Pro, DNI Bioimaging. Os padrões de 

impressão das bandas dos isolados foram comparados para agrupamento de perfis similares. 

 

2.4.3 Sequenciamento da região ITS (5.8S) 

 

Os resultados da PCR-fingerprinting foram confirmados com o sequenciamento na 

região ITS com os primers ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ') e ITS4 (5'-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). A reação de PCR foi realizada em uma mistura com 

volume total de 50 μl contendo 5 μl de DNA genômico (25-250 ng/μl), 1X de tampão de 

reação 10X, 1,5 mM de MgCl2, 1,25 U Taq DNA polimerase (5 U/μl), 0,2 mM de cada dNTP 

e 0,3 μM de cada primer. Um controle negativo, contendo todos os reagentes sem DNA, foi 

incluído em cada conjunto de reações. A amplificação foi realizada num termociclador MJ 

Research PTC-200 (GMI Inc. Minnesota, MN, EUA) e ocorreu nas seguintes condições: 

desnaturação inicial 94°C por cinco minutos, 35 ciclos de desnaturação a 94°C por um 

minuto, anelamento a 55ºC por um minuto e extensão a 72°C por um minuto, seguido de 

extensão final 72°C por cinco minutos. Os produtos de PCR foram visualizados após 

eletroforese em 1,5% de gel de agarose corado com brometo de etídio (0,5 μg/ml).  
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Os produtos de PCR amplificados foram enviados para Macrogen Inc. na Coréia do 

Sul para sequenciamento do DNA. Os dados das sequências foram submetidos à ferramenta 

de pesquisa de alinhamento local básico (BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), 

baixada por programa com o banco de dados NCBI (GenBank), para determinar a identidade 

dos isolados. 

 

2.5 Testes probióticos das cepas  

 

Das cepas selecionadas (item 2.3) foi realizada uma triagem para escolher as que 

seriam testadas para: ensaios probióticos e capacidade para adsorver AFB1. Após 

identificação molecular, apenas as cepas de leveduras que pertenciam à espécie 

Saccharomyces cerevisiae foram selecionadas para os demais ensaios, por ser considerada um 

micro-organismo geralmente reconhecido como seguro (GRAS). 

 

2.5.1 Capacidade de autoagregação e co-agregação 

 

A metodologia descrita por Kos et al. (2003), com algumas modificações, foi utilizada 

para determinar a propriedade de adesão célula-célula das leveduras pelos ensaios de 

autoagregação e co-agregação. Os inóculos de cada cepa foram cultivados em caldo YPD e 

incubados em estufa microbiológica a 37ºC durante 24 horas. Após o período de incubação as 

células foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos em temperatura ambiente, 

lavadas duas vezes, ressuspensas em 4,0 mL de tampão fosfato salino (PBS - pH 7,2) e 

homogeneizadas em agitador tipo vórtex. Em ambos os ensaios, as suspensões de células 

foram padronizadas para uma densidade ótica (DOinicial)600 nm = 0,5. Os tubos com as 

suspensões foram incubados a 37ºC por duas horas sem agitação. Em seguida, os valores de 

absorbância da camada superior foram medidos a 600 nm (DOfinal) em espectrofotômetro. 

Para determinar a porcentagem de autoagregação de cada cepa foi aplicada a seguinte 

fórmula: 

Autoagregação% = 1 – (DOfinal/DOinicial) x 100 

Onde: 

DOfinal= Densidade ótica final após duas horas de incubação 

DOinicial= Densidade ótica inicial no tempo zero de incubação 

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

utilizado para o ensaio de autoagregação e a metodologia deste teste foi realizada como 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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descrito por Pizzolitto et al. (2012). Foram utilizados neste ensaio seis diferentes micro-

organismos patógenos cedidos pela Coleção de Micro-organismos de Referência em 

Vigilância Sanitária-CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ: Aeromonas hydrophila 

INCQS 00318 (IOC/FDA 110-36), Staphylococcus aureus INCQS 00015 (ATCC 25923), 

Streptococcus agalactiae INCQS 00128 (ATCC 27853), Salmonella enterica subsp. enterica 

sorovar Typhimurium INCQS 00150 (ATCC 14028) e Pseudomonas aeruginosa INCQS 

00099 (ATCC 27853).  

Foi realizado um cultivo de cada bactéria patogênica em caldo cérebro coração (BHI) 

e incubado por 24 horas a 37 °C, a seguir cada cultivo foi centrifugado a 5.000 rpm durante 

10 minutos. Na sequência descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as células em PBS 

(pH 7,2). Foram realizadas diluições com a mesma solução tampão para ajustar a 

concentração final tanto de leveduras quanto de bactérias a DO600 nm = 0,7. Posteriormente, 

volumes iguais (2,0 mL) de leveduras e bactérias patogênicas foram misturados em tubos 

estéreis, homogeneizados em agitador tipo vórtex e incubados a 37ºC durante duas horas sem 

agitação. Em seguida, o sobrenadante da mistura descrita acima (DOmix) e dos tubos controle 

com suspensões de leveduras (DOlevedura) e bactérias (DOpatógeno) tiveram a absorbância 

medida a 600 nm. Para determinação da porcentagem de co-agregação foi aplicada a seguinte 

fórmula:  

Co-agregação% = [1 – DOMix / (DOPatógeno + DOLevedura / 2)] x 100 

Onde: 

DOMix= Densidade ótica da mistura levedura + patógeno; 

DOPatógeno= Densidade ótica do patógeno 

DOlevedura= Densidade ótica da levedura 

 

2.5.2 Atividade antimicrobiana 

 

As cepas de leveduras foram testadas para a produção de substâncias antimicrobianas 

contra bactérias patogênicas usando o método slab test no meio YPD de acordo com 

metodologia de Strus (1998). Nesta análise avaliaram-se as seguintes bactérias: Aeromonas 

hydrophila INCQS 00318 (IOC/FDA 110-36), Staphylococcus aureus INCQS 00015 (ATCC 

25923), Streptococcus agalactiae INCQS 00128 (ATCC 27853), Escherichia coli INCQS 

00033(ATCC 25922) e Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium INCQS 

00150 (ATCC 14028).  
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Inicialmente, para ajustar a concentração bacterina suficiente para atingir 0,5 na escala 

de Mc Farland, as bactérias patogênicas foram semeadas em ágar Nutriente a 37ºC por 24 

horas em estufa microbiológica. Posteriormente, do ágar foi retirado com alça de platina 

inóculos de cada cultivo para ressuspender em solução salina (0,9%), procendendo dessa 

maneira até a obtenção de suspensões bacterianas correspondentes a 0,5 da escala de Mc 

Farland. Após ajuste do inóculo, com auxilio de swab esterilizado (Cral
®
) as bactérias foram 

semeadas em estrias por toda a superfície de placas de Petri com ágar Nutriente. Em seguida, 

discos de ágar YPD de 14 mm contendo as leveduras semeadas previamente a 25ºC por 48 

horas, foram cortados assepticamente e adicionados às placas com ágar Nutriente que foram 

semeadas anteriormente com as bactérias patogênicas. Todos os testes foram realizados em 

duplicata.  

Após 24 horas de incubação a 37ºC, mediram-se os diâmetros das zonas de inibição do 

crescimento em torno das placas de ágar. Os resultados foram descritos em milímetros (mm), 

subtraindo-se o diâmetro do disco de ágar de YPD. 

 

2.5.3 Inibição homóloga 

 

Para este ensaio as seis cepas de Saccharomyces cerevisiae foram testadas entre si 

pelo método de estrias cruzadas descrito por Muzzolón (2010).  A partir de tubos de MEA 

previamente semeados, com cada um dos isolados de S. cerevisiae, foram realizadas 

suspensões de 10
7
 células mL

-1 
para cada cepa em teste, sendo a padronização feita com o 

auxílio da câmara de Neubauer. Cada cepa foi semeada em uma estria central em placas de 

Petri contendo ágar YPD, depois foram incubadas a 37ºC por 48 horas. Após o crescimento 

da estria central as placas foram expostas a vapores de clorofórmio durante 10 minutos para 

inativação dos cultivos. Posteriormente, as diferentes cepas foram semeadas por estrias 

cruzadas até a borda da estria central. As placas foram incubadas por 24 horas a 37ºC. 

Decorrido o tempo proposto, as placas foram consideradas positivas quando havia a presença 

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

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

 

2.5.4 Sobrevivência às condições gastrointestinais de peixes 

 

A sobrevivência das leveduras as condições gastrointestinais foram testadas in vitro 

com metodologia adaptada de Pizzolitto et al. (2012). O procedimento adotado neste ensaio 
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foi ajustado para simular as condições gastrointestinais de tilápia-do-Nilo (Rotta, 2003). 

Primeiramente, foram realizadas suspensões de 10
7
 células mL

-1
 em solução salina estéril 

(NaCl 0,9%),
 
a partir de tubos de MEA previamente semeados com cada um dos isolados de 

S. cerevisiae, sendo a padronização feita com o auxílio da câmara de Neubauer. Uma alíquota 

de 1,0 mL da suspensão de cada cepa foi retirada (T0), realizada diluições seriadas e semeada 

em ágar YPD para determinação do inoculo inicial. Em seguida, os concentrados de células 

foram centrifugados por 10 min a 5000 rpm em temperatura ambiente e ressuspendidos em 1 

mL de solução de fluido gástrico artificial (NaCl 125 mmol; KCl 7 mmol; NaHCO3, 45 mmol 

e pepsina, 3 g/L - Sigma-Aldrich
®
, ajustado para pH 2,0 com HCl). As células foram 

incubadas durante 60 min a 30 ± 2ºC sob agitação (150 rpm) para simular o peristaltismo 

(T1). Após centrifugação, adicionou-se às células 1,0 mL de fluido artificial de enzimas 

digestivas presentes no intestino (tripsina - Sigma-Aldrich
®

, 1,0 mg mL
-1

; quimiotripsina - 

Sigma-Aldrich
®

, 1,0 mg mL
-1

; sais de bile 0,5 % (p/v) em água e ajustado para pH 7 com 

NaOH 1N), logo após foram incubadas durante 60 min a 30±2ºC sob agitação (T2). Para a 

determinação da contagem viável, foram recolhidas alíquotas de células de levedura (100 μL) 

após a simulação das condições gástricas (T1) e intestinais (T2). As contagens de células 

viáveis das cepas de S. cerevisiae foram realizadas por diluição decimal seriada e semeadura 

por espalhamento em superfície de ágar YPD. As placas foram incubadas durante 48 h a 

37°C.  

 

2.5.5 Tolerância ao pH baixo e aos sais biliares 

 

A padronização do inóculo seguiu mesma metodologia já citada no ensaio de 

sobrevivência às condições gastrointestinais. Em seguida, 100 μL da suspensão foram 

adicionados a 900 μL de caldo YPD ajustado a pH 2,0. As soluções contendo as células foram 

incubadas sob agitação constante (150 rpm) em diferentes tempos: 4, 8 e 12 h a 30 ± 2,0ºC. 

Ao final de cada tempo de incubação foram retiradas alíquotas de 100 μL para a contagem de 

células viáveis pela diluição decimal seriada e semeadura por espalhamento em superfície de 

ágar YPD. As placas foram incubadas durante 24 h a 37°C. 

Para a determinação da viabilidade e tolerância das cepas de leveduras à presença de 

sais de bile nas condições do intestino de tilápia-do-Nilo, realizou-se o teste utilizando-se a 

metodologia semelhante ao ensaio de tolerância 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 incubação: 4, 8 e 12 h, foram retiradas alíquotas de 100 μL para a 
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contagem de células viáveis através da diluição decimal seriada e semeadura por 

espalhamento em superfície de ágar YPD. As placas foram incubadas durante 24 h a 37°C. 

Controles do ensaio foram realizados submetendo-se cada cepa ao mesmo 

procedimento descrito, porém com inoculação em caldo YPD pH 7,0 e sem o acréscimo dos 

sais de bile. 

 

2.5.6 Teste de adsorção de AFB1 

 

O ensaio de adsorção de AFB1 foi realizado de acordo com Pizzolitto et al. (2011) e 

Poloni et al. (2015), incluindo algumas modificações. A solução inicial de AFB1 utilizada no 

ensaio foi de um núcleo produzido da cepa de A. parasiticus NRRL 2999 (USDA, 

Agricultural Research Service, Peoria, IL), com concentração de 2,67 µg/mL, conforme 

recomendado pela metodologia de Magnoli et al. (2011).  

A partir de tubos de MEA previamente semeados, com cada um dos isolados de S. 

cerevisiae, foram realizadas suspensões para cada cepa em teste de 10
7
 células mL

-1
, sendo a 

padronização feita com o auxílio da câmara de Neubauer. Foram preparadas soluções de 

trabalho de AFB1 (25 e 50 ng mL
-1

) em PBS (pH 7,0). Em seguida, 1,0 mL de cada suspensão 

de células foram colocados em microtubos, submetidos à centrifugação durante 15 min a 5000 

rpm à temperatura ambiente. Logo após, foram lavados duas vezes com água destilada e 

submetidos novamente à centrifugação. Foram adicionados 1,0 mL da solução de PBS (pH 

2,0), para simular a acidez do estômago de tilápia-do-Nilo e incubados a 30ºC por 60 minutos 

em agitação 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 concentrações testadas 

(25 e 50 ng mL
-1

). Os mesmos foram incubados por 60 minutos a 30±2ºC e submetidos à 

agitação constante.  

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

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

recolhido e armazenado a -20ºC para análise do percentual de adsorção por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE). Os controles positivos (somente AFB1) e controles 

negativos (somente PBS) foram incluídos no ensaio.  

A quantificação da AFB1 não adsorvida foi realizada em cromatógrafo HPLC 

Shimadzu
®
 (modelo Prominence) com detector de fluorescência modelo RF-10AXL Super, 

de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994). Os comprimentos de onda 

de excitação e emissão foram 360 nm e 460 nm, respectivamente. Foi utilizada uma coluna de 
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fase reversa C18 (de sílica gel, 150 x 4,6mm id., 5,0 μm de tamanho de partículas, Varian, 

Inc. Palo Alto, EUA). Para análise, uma alíquota de 200 μL da amostra foi derivatizada com 

700 μL de solução composta por ácido trifluoroacético: ácido acético glacial: água (20:10:70, 

v/v/v). A fase móvel foi um sistema isocrático acetonitrila: metanol: água (17:17:66 v/v) a um 

fluxo de 1,5 mL min
-1

. O volume de injeção foi de 20 µL.  

A curva de quantificação da toxina foi realizada por medição das áreas e sua 

interpolação a uma curva de calibração construída com diferentes concentrações de padrão de 

AFB1, de onde foram extraídos os limites de detecção e quantificação da técnica. As 

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

dos picos das amostras e da curva padrão. As porcentagens de adsorção de AFB1 foram 

realizadas pela equação a seguir: 

Adsorção % = (área do pico da amostra/área do pico de micotoxina no controle positivo) x 

100  

 

2.6 Análise estatística 

 

Os dados foram distribuídos em um delineamento inteiramente casualizado em 

esquema fatorial 6x4 (seis cepas; quatro tempos de viabilidade) para o teste de tolerância ao 

pH baixo e aos sais biliares, 6x3 (seis cepas; três tempos de análise) para o teste de 

sobrevivência às condições gastrointestinais e  6x2 (seis cepas de leveduras; duas 

concentrações de AFB1) para o teste de adsorção, com duas repetições por tratamento. As 

contagens de colônias obtidas no teste de sobrevivência às condições gastrointestinais e 

tolerância ao pH baixo e aos sais biliares foram analisadas e o número de células de levedura 

transformado em escala logarítmica log10
(x + 1)

 e depois aplicada à análise de variância. Os 

dados obtidos foram analisados segundo os procedimentos do software livre R versão 3.3.2 e 

submetidos à análise de variância e comparação de médias pelo teste de Tukey considerando-

se um nível de 5% de significância. 

 

3. Resultados 

 

3.1 Isolamento e identificação molecular 

 

Um total de 30 cepas foram isoladas e identificadas morfologicamente como leveduras 

(Pitt and Hocking, 2009). Em seguida, após triagem realizada pelo teste de tolerância ao pH 
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baixo, dez cepas foram selecionadas para identificação molecular. A identificação das cepas, 

bem como sua origem e seu registro estão descritos na tabela 1. 

As cepas de S. cerevisiae (tabela 1) foram utilizadas nos ensaios probióticos e de 

adsorção de AFB1 por serem considerados micro-organismos GRAS (geralmente reconhecido 

como seguro). 

 

Tabela 1. Espécies de leveduras isoladas de água e substrato de viveiros de piscicultura. 

Origem Cepa Identificação molecular 

Água A8L1 Saccharomyces cerevisiae 

 A8L2 Saccharomyces cerevisiae 

 A8L3 Saccharomyces cerevisiae 

 A25L1 Debaryomyces nepalensis 

Substrato S11L2 Saccharomyces cerevisiae 

 S12L1 Saccharomyces cerevisiae 

 S12L2 Saccharomyces cerevisiae 

 S32L1 Candida parapsilosis 

 S34L1 Cryptococcus laurentii 

 S35L1 Meyerozyma caribbica 

 

3.2 Auto-agregação 

 

Observa-se que não houve diferença significativa entre as cepas no teste de auto-

agregação (Tabela 2). Os resultados mostram que a maioria das cepas apresentaram 

porcentagens superiores a 80%, sendo consideradas de forte agregação, com exceção da A8L1 

que teve 75%. 

 

Tabela 2. Capacidade de auto-agregação de Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambientes 

de piscicultura em Teresina, PI. 

Cepas* 
DO600 (t0)

1 

(  ± DP) 

DO600 (t1)
2 

(  ± DP) 

Auto-agregação (%) 

(  ± DP) 

Escore de 

Agregação
3
 

A8L1 0,590 ± 0,021 0,144 ± 0,125 75,82
a
 ± 20,83 + 

A8L2 0,578 ± 0,032 0,085 ± 0,071 85,36
a 
± 12,18 ++ 

A8L3 0,528 ± 0,049 0,034 ± 0,003 93,56
a
 ± 0,92 ++ 

S11L2 0,564 ± 0,017 0,079 ± 0,057 86,16
a
 ± 9,73 ++ 

S12L1 0,580 ± 0,023 0,059 ± 0,035 90,02
a
 ± 5,71 ++ 

S12L2 0,533 ± 0,036 0,030 ± 0,002 94,35
a
 ± 0,56 ++ 

: Média, DP: desvio padrão. Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

significativamente entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). 
1 

Densidade ótica inicial; 
2 

Densidade ótica após duas 

horas; 
3
 (-): agregação ≤ 60, (+): agregação < 80 > 60, (++): agregação ≥ 80. *Origem: A= água e S= substrato 
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3.3 Co-agregação  

 

A co-agregação entre as cepas de S. cerevisiae e as bactérias patogênicas selecionadas 

estão apresentadas na Tabela 3. Todas as cepas apresentaram bons percentuais de co-

agregação, no entanto a habilidade das leveduras em se ligar a um micro-organismo varia 

entre as cepas e quanto à bactéria envolvida. Nos resultados descritivos observa-se que apenas 

a cepa A8L3 apresentou baixa co-agregação para a bactéria Aeromonas hydrophila (≤ 10%), 

no entanto a mesma obteve bons percentuais de ligação com as demais bactérias utilizadas 

neste ensaio.  

 

Tabela 3. Co-agregação entre Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambientes de 

piscicultura em Teresina, PI e cepas de bactérias patógenas. 

Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo Teste 

Tuckey (p<0,05). *Origem: A= água e S= substrato. 

 

3.4 Atividade antimicrobiana 

 

Não houve diferença entre as cepas por bactéria e entre as bactérias por cepa no teste 

de atividade antimicrobiana (P<0.05) (Tabela 4). Todas as leveduras inibiram o crescimento 

dos patógenos utilizados no ensaio, demonstrando uma forte atividade antagonista.  

 

Tabela 4. Atividade antimicrobiana (medido em mm) de Saccharomyces cerevisiae isoladas 

de ambientes de piscicultura em Teresina, PI contra bactérias patogênicas. 

CEPA
*
 

Halo de inibição (mm)
1
 

Eschericchia 

coli 

Streptococcos 

agalactie 

Salmonella 

enterica 

Aeromonas 

hidrophyla 

Staphylococcus 

aureus 

A8L1 15
a
 ± 1,4 16,5

a
 ± 0,7 13

a
 ± 1,4 14

a
 ± 0,0 13,5

a
 ± 0,7 

A8L2 15
a
 ± 1,4 16

a
 ± 2,8 15

a
 ± 0,0 16

a
 ± 1,4 14,5

a
 ± 0,7 

A8L3 16
a
 ± 0,0 17,5

a
 ± 0,7 16

a
 ± 0,0 16,5

a
 ± 0,7 14

a
 ± 0,0 

S11L2 13
a
 ± 1,4 17

a
 ± 1,4 13,5

a
 ± 0,7 14

a
 ± 0,0 13,5

a
 ± 0,7 

S12L1 16
a
 ± 1,4 16

a
 ± 0,0 12,5

a
 ± 0,7 14

a
 ± 0,0 14

a
 ± 0,0 

S12L2 16
a
 ± 0,0 17

a
 ± 1,4 13,5

a
 ± 2,1 14,5

a
 ± 0,7 15

a
 ± 0,0 

1
+: zona de inibição ≥ 3 mm e ≤ 9 mm; ++: zona de inibição ≥ 10 mm e ≤ 15 mm; -: zona de inibição ≤ 3 mm; 

*
Origem: A= água e S= substrato. 

Cepas* 

Co-agregação (%) 

Staphylococcus 

aureus 

Escherichia 

coli 

Streptococcus 

agalactiae   

Aeromonas 

hydrophila 

Salmonella 

enterica 

A8L1 76,63
b
 ± 1,5 75,10

a
 ± 1,4 36,90

e
 ± 0,8 88,94

a
 ± 1,0 72,60

a
 ± 0,7 

A8L2 87,87ª ± 1,4 60,79
d
 ± 0,8 53,09

d
 ± 0,9 67,64

b
 ± 0,3 59,05

b
 ± 1,3 

A8L3 39,07
d
 ± 2,1 66,59

c
 ± 0,8 72,03

b
 ± 0,8 7,37

d
 ± 0,4 76,97

a
 ± 1,8 

S11L2 61,71
c
 ± 2,1 70,48

b
 ± 0,9 74,32

b
 ± 2,2 58,89

c
 ± 0,4 74,83

a
 ± 0,9 

S12L1 73,27
 b

 ± 0,6 22,68
e
 ± 0,8 85,49

a
 ± 1,5 57,39

c
 ± 0,8 31,09

d
 ± 1,1 

S12L2 21,69
e 
± 0,6 59,38

d
 ± 0,9 43,07

d
 ± 1,3 87,79

a
 ± 0,8 45,39

c
 ± 1,2 
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3.5 Inibição homóloga 

 

No ensaio de inibição homóloga, constatou-se que as cepas de S. cerevisiae avaliadas 

desenvolveram-se naturalmente entre as estrias nas placas sem a ocorrência de inibição entre 

elas. Este resultado mostra que as cepas podem ser incluídas em uma formulação de um 

produto probiótico, e assim potencializar os efeitos benéficos. 

 

3.6 Sobrevivência às condições gastrointestinais de peixes 

 

O resultado da sobrevivência das cepas de S. cerevisiae às condições gastrointestinais 

simuladas de tilapia está apresentado na Tabela 6. Todas as cepas testadas permaneceram 

viáveis em fluido estomacal por 60 min, e demostraram capacidade de multiplicação, mesmo 

estando em pH 2,0 com enzimas que simulam o suco gástrico. A etapa que simulou as 

condições dos fluidos intestinais demonstrou que ao final do ensaio todas as cepas 

apresentaram contagem de células maiores do que a inicial, comprovando capacidade de 

sobrevivência destas leveduras durante passagem simulada do TGI, propriedade ideal para um 

probiótico.  

 

Tabela 5. Sobrevivência in vitro das cepas de Saccharomyces cerevisiae, isoladas de 

ambientes de piscicultura em Teresina, PI simulando as condições fisiológicas enzimáticas e 

de pH estomacal e intestinal de tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) 

Cepas* 

Viabilidade de leveduras (log UFC mL
-1

) durante simulação da 

passagem pelo TGI (  ± DP) 

Inicial  

pH 2,0 com fluido 

gástrico por 60 min 

pH 7,0 com fluido 

intestinal por 120 

min. 

A8L1 7,45
aB

 ± 0,14 8,09
aA

 ± 0,07 7,95
aA

 ± 0,12 

A8L2 7,66
aB

 ± 0,13 8,23
aA

 ± 0,04 7,99
aAB

 ± 0,09 

A8L3 7,40
aB

 ± 0,12 8,02
abA

 ± 0,03 7,91
aA

 ± 0,06 

S11L2 7,34
aB

 ± 0,05 7,97
abA

 ± 0,05 7,93
aA

 ± 0,04 

S12L1 7,55
aB

 ± 0,04 7,68
bAB

 ± 0,17 7,96
aA

 ± 0,03 

S12L2 7,51
aB

 ± 0,05 8,06
aA

 ± 0,21 7,99
aA

 ± 0,10 
: Média, DP: desvio padrão. Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

significativamente entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes na 

mesma linha diferem entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). 
*
Origem: A= água e S= substrato 
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3.7 Tolerância ao pH baixo e aos sais biliares 

 

O efeito da tolerância das cepas pesquisadas ao pH baixo e a presença de sais biliares 

(0,5%) está apresentado na tabela 5. A cepa S12L1 foi tolerante a pH 2,0 em todos os 

períodos de incubação, sem afetar sua viabilidade, sendo comparável aos valores obtidos em 

pH 7,0 (controle do ensaio), indicando a estabilidade desta cepa. Em pH 2,0 a cepa A8L1 

também mostrou capacidade de manter a contagem de células viáveis constante até o final das 

12h de ensaio. As demais cepas sofreram redução significativa nos níveis de contagem 

durante o período de incubação, sendo que a A8L3 e S11L2 foram as que tiveram maior 

redução. 

Em pH 7,0 (controle) foi possível observar a estabilidade das cepas de leveduras 

S12L1 e S12L2 em todos os tempos testados. As demais cepas exibiram no período de quatro 

horas de incubação redução das contagens, porém após 12 horas todas elas conseguiram 

recuperar a capacidade de multiplicação. 

Na presença de sais biliares em meio de pH 7,0 a cepa A8L2 manteve sua estabilidade 

durante o período pesquisado, já a levedura A8L3 apresentou aumento significativo da 

viabilidade das células ao final de 12h (Tabela 5). No entanto, ocorreu diminuição das 

contagens das outras cepas até quatro horas de cultivo, porém conseguiram melhorar o 

desempenho após oito horas, e no período de 12 h apresentaram contagens superiores ao 

tempo inicial (0 h) (exceto S11L2 e S12L1). 

 

Tabela 6. Influência entre os fatores pH e presença de sais biliares sobre a viabilidade de 

Saccharomyces cerevisiae  isoladas de ambientes de piscicultura em Teresina, PI, durante 

tempo de incubação. 

CEPAS* pH 
Tempo (Horas) 

0 4 8 12 

A8L1 

pH 2,0 

7,46
aA

 6,84
bcA

 7,07
abA

 7,03
abA

 

A8L2 7,58
aA

 6,56
cB

 6,74
bcB

 6,56
bcB

 

A8L3 8,00
aA

 6,63
cB

 6,21
cBC

 5,93
cC

 

S11L2 8,12
aA

 6,90
bcB

 6,36
bcBC

 6,05
cC

 

S12L1 8,15
aA

 7,62
aA

 7,73
aA

 7,46
aA

 

S12L2 7,75
aA

 7,36
abA

 6,52
bcB

 5,91
cB

 

A8L1 

pH 7,0 (controle) 

7,70
abA

 6,76
bB

 7,34
aAB

 8,02
aA

 

A8L2 7,51
bB

 6,75
bB

 7,60
aB

 8,57
aA

 

A8L3 7,69
abA

 6,73
bB

 7,87
aA

 8,01
aA

 

S11L2 7,85
abA

 6,73
bB

 7,81
aA

 7,91
aA

 

S12L1 8,57
aA

 7,86
aA

 7,91
aA

 7,86
aA

 

S12L2 7,66
abA

 7,23
abA

 7,87
aA

 7,98
aA

 

A8L1 pH 7,0 com sais de bile 7,77
bAB

 6,87
bC

 7,24
bBC

 8,08
aA
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Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo Teste 

Tuckey (p<0,05). Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste 

Tukey (p<0,05). Contagens de células viáveis (Log UFC.mL
-1

); 
*
Origem: A= água e S= substrato. 

 

3.8 Teste de adsorção de AFB1 

 

A capacidade de adsorver AFB1 in vitro das cepas de S. cerevisiae isoladas em 

ambiente de cultivo foi resumida na tabela 7. As cepas testadas não foram capazes de 

adsorver AFB1 em concentração de 25 ng mL
-1

. No entanto, em 50 ng mL
-1

 apenas as cepas 

isoladas da água de cultivo foram capazes de adsorver AFB1 em percentuais variados, sendo 

as cepas  A8L2 e A8L3 que apresentaram melhores pencentuais.  

 

Tabela 7. Adsorção (%) na concentração de 50 ng mL
-1

 de AFB1 por cepas de 

Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambientes de piscicultura em Teresina, PI. 

Cepas
*
 

 AFB1 Adsorvida
1
 (ng mL

-1
) 

 50 ng mL
-1 

(  ± DP) 
% 

A8L1  1,08
b
 ± 3,3 3,2 

A8L2  11,2
a
 ± 6,6 32,9 

A8L3  17,5
a
 ± 5,4 33,4 

S11L2  NA - 

S12L1  NA - 

S12L2  NA - 
: Média, DP: desvio padrão. Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem 

significativamente entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). NA: não adsorveu. 
1
A adsorção de AFB1 foi calculada 

como a diferença entre a AFB1 no meio e a quantidade de AFB1 livre (sobrenadante). 
*
Origem: A= água e S= 

substrato 

 

4. Discussão 

 

O presente estudo relata o isolamento e a identificação de cinco espécies de leveduras 

provenientes de ambiente de piscicultura (água e substrato): Candida parapsilosis, 

Cryptococcus laurentii, Debaryomyces nepalensis, Meyerozyma caribbica e Saccharomyces 

cerevisiae. Durante a seleção de um micro-organismo probiótico é desejável que a levedura 

escolhida tenha sido isolada da microbiota do trato gastrointestinal, pois está adaptada ao 

ambiente do intestino, sendo indicado por evitar dificuldades de colonização e problemas 

imunológicos (Navarrete and Tovar-Ramrez, 2014; Banerjee and Ray, 2017). Porém, nesta 

A8L2 7,65
bA

 6,92
bA

 7,75
abA

 8,07
aA

 

A8L3 7,36
bB

 7,56
aAB

 7,85
aAB

 8,09
aA

 

S11L2 8,38
aA

 7,47
aB

 7,95
aAB

 7,83
aB

 

S12L1 8,59
aA

 7,58
aC

 7,80
aBC

 8,14
aAB

 

S12L2 7,41
bB

 7,62
aAB

 8,05
aA

 7,80
aAB
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pesquisa foram isoladas leveduras de viveiros de piscicultura com o intuito de encontrar 

espécies adaptadas ao ambiente aquático e, consequentemente, as condições fisiológicas dos 

peixes.  

As seis cepas de S. cerevisiae isoladas do ambiente (água: A8L1, A8L2, A8L3; 

substrato: S11L2, S12L1, S12L2), pertencem a uma espécie reconhecida pelos efeitos 

positivos sobre os parâmetros de desempenho e na sanidade dos peixes (Abdel-Tawwab et al., 

2008; Pinpimai et al., 2015), além de ser um micro-organismo geralmente reconhecido como 

seguro (generally recognized as safe - GRAS), de acordo com a Food and Drug 

Administration (FDA), dos Estados Unidos. Por esse motivo, pode ser usado com segurança 

como probiótico em piscicultura. Além disso, estudos reportam que esta levedura tem 

capacidade de adsorção devido a grande área superficial da parede celular que se liga as 

micotoxinas (Armando et al., 2011; Dogi et al., 2011; Pizzolitto et al., 2011; Pfliegler et al., 

2015; Poloni et al., 2015).  

A triagem de um probiótico bem-sucedido requer muitos testes (in vitro e in vivo), que 

devem ser direcionados para o modo de ação desses micro-organismos de acordo com sua 

finalidade e fisiologia do organismo que vai ser beneficiado. A avaliação da eficácia in vitro 

das cepas de S. cerevisiae isoladas foi baseada na fisiologia de Tilápia-do-Nilo, que é um 

peixe onívoro (Rotta, 2003).  

A propriedade de auto-agregação está relacionada à capacidade de adesão da cepa às 

células epiteliais da mucosa gastrointestinal (Newaj-Fyzul et al., 2014). Todas as cepas de S. 

cerevisiae utilizadas nesta pesquisa mostraram boa habilidade agregativa quando comparada 

aos resultados de Armando et al. (2011) que relataram capacidade de auto-agregação de cepas 

de S. cerevisiae variando de 85,3% a 97,9% enquanto que Pizzolitto et al. (2012) 

apresentaram valores intermediários com percentuais de 68,4 a 84,7% para S. cerevisiae 

isoladas de fezes de frango. Ogunremi; Sanni; Agrawal (2015) isolaram leveduras de produtos 

alimentares fermentados tradicionais à base de cereais nigerianos que apresentaram forte 

aptidão de auto-agregação (81,24 - 91,85%), assim como as cepas testadas nesta pesquisa. 

Estes resultados são favoráveis para a utilização destas cepas na formulação de um produto 

probiótico comercial para piscicultura. 

A capacidade de co-agregação dos probióticos pode prevenir a entrada de agentes 

patogênicos ao organismo do hospedeiro, formando uma barreira que evita a colonização por 

bactérias patogênicas e removendo os micro-organismos patogênicos do lúmen intestinal 

(Collado et al., 2008; Binetti et al., 2013; Abbasiliasi et al., 2017). Todas as cepas de S. 

cerevisiae testadas no presente trabalho mostraram habilidade de co-agregação com as 
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bactérias patogênicas estudadas, entretanto a cepa A8L3 foi a única com baixa adesão à 

bactéria Aeromonas hydrophila e a cepa A8L1 apresentou melhor porcentagem de co-

agregação para a mesma bactéria. Em pesquisa de Binetti et al. (2013) foram estudadas 

diferentes cepas das leveduras Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Saccharomyces 

cerevisiae, Clavispora lusitaniae, Galactomyces geotrichum e Pichia kudriavsevii, isoladas da 

microbiota autóctone de queijo, que apresentaram baixa, intermediária e alta co-agregação 

contra Salmonella Enteritidis e Escherichia coli. Caruffo et al. (2016) testaram a capacidade 

de co-agregação de cepas de Debaryomyces hansenii e Yarrowia lipolytica contra Vibrio 

anguillarum, um patógeno de peixes, porém houve baixa co-agregação demonstrando que esta 

habilidade é uma interação entre levedura e bactéria. Estes resultados sugerem que a 

propriedade de co-agregação pode ser favorecida com a habilidade de auto-agregação de cada 

cepa, pois quanto melhor a auto-agregação maior será a facilidade das leveduras de formarem 

uma barreira que previne a invasão de bactérias patogênicas no TGI. 

De acordo com Hatoum et al. (2012) e Starmer e Lachance (2011), o antagonismo dos 

micro-organismos por leveduras tem sido atribuído principalmente a (1) competição por 

nutrientes, (2) mudanças de pH no meio como resultado da troca de íons com crescimento ou 

produção de ácido orgânico, (3) produção de altas concentrações de etanol, (4) secreção e 

liberação de micocinas, substâncias capazes de inibir o desenvolvimento de outros micro-

organismos, tais como leveduras, fungos e bactérias. Rajkowska et al. (2012) comprovaram 

atividade antagonista de S. cerevisiae var. boulardii apenas contra Staphylococcus aureus 

utilizando a metodologia slab test, assim como neste trabalho, porém foi constatado efeito 

inibitório das cepas testadas, também, para Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae, 

Escherichia coli e Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium. No estudo de 

Armando et al. (2011) as cepas RC008 e RC016 da espécie S. cerevisiae, isoladas do 

ambiente de suínos, mostraram atividade antimicrobiana contra E. coli, Salmonella entérica e 

Enterobacter cloacae. Nesta pesquisa, também foi possível constatar que as S. cerevisiae 

isoladas no ambiente de piscicultura foram capazes de inibir bactérias patogênicas, entretanto, 

a natureza da substância antimicrobiana não foi investigada. 

A produção de um probiótico visa oferecer benefícios à saúde do consumidor, assim à 

utilização de vários micro-organismos combinados no mesmo produto pode potencializar seu 

efeito. É importante destacar que a complexidade do intestino pode levar a variações 

individuais (De Angelis et al., 2006). Dessa forma, cepas podem ser combinadas para 

formular a composição de um probiótico. Assim, os resultados de inibição homóloga, neste 

estudo, revelaram que as diferentes cepas de S. cerevisiae isoladas podem ser utilizadas 
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juntas, pois elas não apresentaram poder de inibição entre si. Em um estudo in vivo com 

suínos, Gardiner et al. (2004) comprovou que uma mistura de cinco bactérias ácido láticas, 

isoladas de intestino destes animais, reduziu em 97% a contagem de bactérias da família 

Enterobacteriaceae após 21 dias de administração da cultura de bactérias. Devido aos escassos 

estudos de leveduras com potencial probiótico, é de grande importância trabalhos que utilizem 

uma combinação de leveduras probióticas para avaliar sua eficácia in vivo.  

Os probióticos em aquicultura, geralmente são administrados com alimentos, dessa 

forma devem enfrentar um ambiente de variações no pH do trato gastrointestinal. Ainda 

podem ocorrer diferentes condições fisiológicas, durante o metabolismo, como variação do 

pH do trato gastrointestinal de ácido (estômago) ao básico (intestino), e pela ação de 

diferentes enzimas digestivas e e sais biliares. Deste modo, para que um micro-organismo seja 

considerado probiótico deve ter a capacidade de tolerar uma ampla variação de pH e alta 

concentração (> 2,5%) de sais biliares (Banerjee and Ray, 2017). Autores comprovaram em 

testes in vitro a capacidade de sobrevivência das leveduras em condições gastrointestinais 

(Dogi et al., 2011; Pizzolitto et al., 2012; Greppi et al., 2017; Poloni et al., 2017). No presente 

estudo com as cepas de S. cerevisiae isoladas de ambiente de piscicultura as cepas 

pesquisadas foram capazes de tolerar variações de pH, as enzimas do suco gástrico e do fluido 

intestinal, e ainda a presença de sais biliares caracterizando-se como um probiótico estável.  

A seleção de micro-organismos na dieta, que além de possuir propriedades probióticas 

sejam eficientes em adsorver à aflatoxina B1, favorece a redução do impacto desta micotoxina 

no desempenho dos animais (Pizzolitto et al., 2011). A fim de investigar a capacidade de 

adsorção das cepas de S. cerevisiae com AFB1, avaliou-se a descontaminação desta 

micotoxina em duas concentrações diferentes. Apenas as cepas A8L2 e A8L3 apresentaram 

eficiência na adsorção de AFB1 na concentração 50 ng mL
-1

. Por outro lado, percentuais 

elevados de adsorção entre S. cerevisiae e AFB1 foram relatados por Pizzolitto et al. (2012), 

que compararam três concentrações diferentes de AFB1. Estes autores ao utilizarem uma 

concentração de 500 ng mL
-1

 de AFB1 obtiveram valores de 37,4 a 65,5% de adsorção para 

cepas viáveis de S. cerevisiae isoladas de fezes de frango. A cepa RC016 de S. cerevisiae 

isolada de intestino de suínos obteve 82% de adsorção de AFB1 na concentração de 50 ng. 

mL
-1

 (Armando et al., 2011), uma porcentagem elevada comparada a encontrada no presente 

estudo. Em pesquisa de Pinheiro et al. (2017), verificou-se a capacidade anti-micotoxina de 

leveduras secas de cervejaria da espécie S. cerevisae em diferentes valores de pH e obteve 

percentuais de 12,4 a 21,6% em teste de concentração única de 1.000 ng mL
-1

 de AFB1, 

simulando o pH do estômago e do intestino de tilápias-do-Nilo (Oreochromis niloticus).  
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5. Conclusão 

 

O presente estudo isolou e identificou seis cepas de S. cerevisiae de viveiros de 

piscicultura com comprovada ação probiótica e capacidade de sobrevivência às condições do 

trato gastrointestinal de Tilápia-do-Nilo. As cepas A8L2 e A8L3 apresentaram melhores 

percentuais de adsorção de AFB1. Portanto, a inclusão destas cepas na dieta em futuros 

estudos in vivo pode possibilitar uma melhoria nos aspectos de sanidade de peixes e, também 

reduzir a quantidade de AFB1 ingerida ocasionalmente em rações contaminadas. 
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4 Capítulo II2 

 

Efeito da microencapsulação por spray drying sobre a viabilidade e capacidade 

adsorvente de Aflatoxina B1 por Sacharomyces cerevisiae 
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RESUMO 

Este estudo teve como objetivo avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes: amido 

e maltodextrina, e a recuperação de células viáveis da cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3 

após o processo de encapsulamento por spray drying com os mesmos agentes, assim como 

avaliar a viabilidade das células encapsuladas durante o tempo armazenamento e analisar a 

capacidade destas na adsorção in vitro de AFB1. Para o processo de microencapsulação 

utilizando a tecnologia de secagem por spray dryer, foram preparadas suspensões com 2,5% 

de células de levedura, 2,5% de agente encapsulante (amido ou maltodextrina) e 95% de água 

destilada, com temperatura de entrada e saída de 105ºC e 70 ± 3°C. Os agentes encapsulantes 

amido e maltodextrina formaram microcápsulas com bom rendimento de material recuperado 

após spray drying, entretanto a levedura encapsulada com maltodextrina teve maior contagem 

de células viáveis após secagem e elevada porcentagem de eficiência da microencapsulação. 

As microcápsulas de maltodextrina e amido sobreviveram ao armazenamento. A levedura 

encapsulada com maltodextrina foi eficaz na adsorção in vitro de AFB1 nas concentrações 25 

e 70 ng/mL. Os resultados indicam que a maltodextrina tem potencial como encapsulante 

devido a uma maior recuperação de células viáveis, viabilidade constante por 60 dias e 

capacidade de adsorção in vitro de AFB1.  

 

Palavras-chave: Spray-dryer, Adsorção, Probióticos, Sobrevivência, Microcápsulas. 
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ABSTRACT  

The aim of this study was to evaluate the performance of starch and maltodextrin as 

encapsulating agents, and the recovery of viable cells from the A8L3 Saccharomyces 

cerevisiae strain after the spray drying process with the same agents, as well as to evaluate the 

viability of the encapsulated cells during storage and analyze their capacity concerning the in 

vitro adsorption of AFB1. For the microencapsulation process applying spray dryer 

technology, suspensions were prepared with 2.5% yeast cells, 2.5% of the encapsulating agent 

(starch or maltodextrin) and 95% distilled water, with input and output temperatures of 105 

°C and 70 ± 3 °C, respectively. Starch and maltodextrin formed microcapsules resulting in 

adequate yields of recovered material after spray drying, however yeast encapsulated with 

maltodextrin displayed a higher viable cell count after drying and a high percentage of 

microencapsulation efficiency. Both maltodextrin and starch microcapsules survived storage. 

Maltodextrin encapsulated yeast were effective in the in vitro adsorption of AFB1 at 25 and 70 

ng mL
-1

. The results indicate that maltodextrin displays potential as an encapsulant due to 

increased viable cell recovery, 60-day continuous viability and in vitro AFB1 adsorption 

capacity. 

 

Key words: Spray-dryer, Adsorption, Probiotics, Survival, Microcapsules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

1. Introdução 

 

A microencapsulação de probióticos é um processo no qual as células são retidas 

dentro de uma matriz ou membrana encapsulante, com o intuito de preservar as propriedades 

benéficas (Anal e Singh, 2007). Entre as várias aplicações dessa tecnologia, na indústria de 

alimentos, a principal envolve a proteção de compostos biologicamente ativos ou células, 

como as bactérias e leveduras probióticas, para eficiente liberação nos locais alvos (Doherty 

et al., 2011).  

A secagem por spray drying consiste na dispersão do material do núcleo, formando 

uma emulsão, seguida da homogeneização do líquido, e depois a atomização da mistura na 

câmara de secagem. Isso leva à evaporação do solvente. É importante destacar que, nesta 

técnica, a alimentação do produto, o fluxo de gás e a temperatura devem ser controlados 

(Martín et al., 2015). A técnica de encapsulamento por spray drying ou atomização tem como 

vantagem ser de alta viabilidade econômica e de boa capacidade de maleabilidade para 

melhorar a estabilidade das culturas. No entanto, muitas vezes ocorrem perdas de viabilidade 

dos micro-organismos, resultante da desidratação e inativação térmica das culturas probióticas 

(Sunny-Roberts e Knorr, 2009).  

As leveduras são adsorventes naturais de micotoxinas com comprovada propriedade 

probiótica, por estudos in vitro com a espécie Saccharomyces cerevisiae, que possuem a 

habilidade de descontaminar os alimentos (Armando et al., 2011; Pizzolitto et al., 2012). As 

células viáveis, não viáveis e produtos de paredes celulares de leveduras probióticas são 

capazes de reduzir a biodisponibilidade de toxinas nos alimentos e rações para animais 

(Shetty e Jespersen, 2006; Pfliegler et al., 2015; Poloni et al., 2015). Estes adsorventes são 

eficientes apenas se o complexo é estável no trato digestivo de um animal, de modo que as 

micotoxinas ligadas são canalizadas pela urina e pelas fezes (Jard et al., 2011). 

As micotoxinas são metabólitos secundários que podem estar presentes em todo o 

mundo nos produtos agrícolas. Estas toxinas são produzidas por espécies de fungos 

filamentosos e podem causar micotoxicoses (Jard et al., 2011; Marin et al., 2013). As 

aflatoxinas (AF) são consideradas como as mais importantes micotoxinas produzidas por 

fungos pertencentes ao gênero Aspergillus seção Flavi, sendo as espécies mais conhecidas A. 

flavus, A. parasiticus, A. nomius, e A. pseudotamarii (CAST, 2003; Santacroce et al., 2008; 

Marin et al., 2013). Embora aproximadamente 20 AF tenham sido isoladas, apenas as quatro 

mais tóxicas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) foram submetidas a estudos substanciais sobre 

suas propriedades biológicas e impactos na saúde (Santacroce et al., 2008).  
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Para a utilização de um micro-organismo vivo na alimentação é necessário que as 

células se mantenham viáveis em número suficiente nos possíveis locais de ação, por 

exemplo, o trato gastrointestinal. Dessa forma, a inserção de leveduras vivas em rações para 

aquicultura constitui-se em um desafio, pois muitas vezes estas não atingem o intestino 

devido ao ambiente aquático e às diversas condições intestinais destes animais (Pinpimai et 

al., 2015). 

Objetivou-se com o presente estudo avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes: 

amido e maltodextrina, e a recuperação de células viáveis da cepa Saccharomyces cerevisiae 

A8L3 após o processo de encapsulamento por spray drying com os mesmos agentes, assim 

como avaliar a viabilidade das células encapsuladas durante o tempo de armazenamento e 

analisar a capacidade destas na adsorção in vitro de AFB1.  

 

2. Material e métodos 

 

2.1 Preparação da cepa e encapsulamento 

 

Saccharomyces cerevisiae A8L3 foi isolada da água de viveiros de piscicultura da 

cidade de Teresina, Piauí, Brasil. Esta cepa foi previamente identificada por técnicas 

moleculares, PCR-fingerprinting e sequenciamento da região ITS-5.8S (Brandão et al., 2011), 

e testada para a capacidade probiótica e adsorvente de AFB1 (Armando et al., 2011; Dogi et 

al., 2011; Pizzolitto et al., 2012). 

A levedura foi cultivada em 100 mL de caldo extrato de levedura peptona dextrose - 

YPD (5,0 g de extrato de levedura; 5,0 g de peptona; 40 g de glicose, em 1000 mL de água 

destilada) e incubada sob agitação a 150 rpm durante 48 h a 30°C. Após incubação, as células 

foram centrifugadas (4000 rpm por 10 min) e lavadas duas vezes com água destilada 

esterilizada, resultando num concentrado de células (pellets).  

Para o processo de encapsulamento, foi estabelecido que as soluções encapsulantes 

devessem conter 5% de sólidos, composto por 2,5% dos pellets, 2,5% do agente (amido ou 

maltodextrina) e 95% de água destilada. Inicialmente pesaram-se os pellets, em seguida 

pesou-se a mesma quantidade de encapsulante amido (Isofar
®
) e maltodextrina (Pryme 

Foods
®

), para suas respectivas soluções. 

Para o preparo da solução, primeiramente o agente encapsulante foi ressuspendido em 

água destilada e posteriormente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Após 

resfriar, os pellets foram acrescentados assepticamente às duas soluções encapsulantes para 
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preparo da solução de alimentação do spray dryer (figura 1). Utilizou-se como temperatura de 

entrada e saída 105°C e 70±3°C, respectivamente. A solução encapsulante contendo 

Saccharomyces cerevisiae A8L3 foi mantida em agitador magnético à temperatura ambiente e 

conduzida para a câmara de secagem por bomba peristáltica, com fluxo de alimentação de 3,0 

mL/min, fluxo do ar de secagem de 35 m
3
/h e pressão do compressor de ar de 0,7 MPa. As 

microcápsulas foram coletadas da base do ciclone e armazenadas em frascos esterilizados 

hermeticamente fechados.  

 

 

Figura 1. Spray dryer co-corrente, de escala laboratorial (B-290 mini spray dryer, Buchi
®
). 

 

2.2 Rendimento do processo de encapsulamento 

 

A taxa de recuperação do produto ou o rendimento do processo seguiu a 

recomendação de Souza (2003) e Souza et al. (2015). Os valores foram obtidos pelo 

percentual entre a quantidade de microcápsulas total coletada (massa experimental) e a 

quantidade de sólidos alimentada no spray dryer (SD) (massa teórica).   

Rendimento (%) = (massa experimental/massa teórica) x100 
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2.3 Contagem de leveduras na solução de alimentação antes e depois da secagem por 

spray drying (SD) 

 

O efeito do encapsulamento na viabilidade das leveduras probióticas foi avaliado por 

contagem do número de leveduras viáveis antes e depois do processo de secagem e seguiu 

metodologia adaptada de Aponte et al. (2016). Foi utilizado o método de semeadura por 

espalhamento em superfície no ágar extrato de levedura peptona dextrose suplementado (YPD 

– 10 g de peptona; 10 g de glicose; 5,0 g de extrato de levedura; 7,5 g de ágar, em 500 mL de 

água destilada).  

Para análise, uma alíquota de 1,0 mL de cada suspensão dos agentes encapsulantes foi 

diluída em série decimal seriada até 10
-6

 em solução peptonada estéril e plaqueadas em 

duplicata em ágar YPD.  

Para a avaliação da sobrevivência da levedura após SD, 1,0 g de microcápsulas foi 

reidratada em 9,0 mL de solução peptonada esterilizada e preparada diluições decimais 

seriadas até 10
-3

. A inoculação de cada uma das diluições foi efetuada em duplicata com 

alíquotas de 0,1 mL por placa de Petri com ágar YPD. As placas foram incubadas em estufa 

microbiológica B.O.D. a 25°C durante 48 h Em seguida realizou-se a contagem (UFC/g) de 

células viáveis utilizando o contador de colônias do tipo Quebec. 

 

2.4 Eficiência da microencapsulação 

 

A eficiência da microencapsulação foi calculada pela fórmula (Castro-Cislaghi et al., 

2012): 

Rendimento (%) = (N/No) x100,  

Onde: 

No é o número em log UFC/g de células viáveis da solução de alimentação do spray 

dryer  

N é o número em log UFC/g de células viáveis das microcápsulas obtidas 

 

2.5 Sobrevivência de Sacharomyces cerevisiae durante armazenamento 

 

Lotes com aproximadamente 20 g de microcápsulas com levedura Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 foram armazenados em temperatura de refrigeração (4ºC) dentro de frascos 

hermeticamente fechados e vedados com Parafilm por 60 dias. A viabilidade das cepas foi 
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avaliada por contagem de células viáveis em ágar YPD, como previamente detalhado, em 

quatro períodos diferentes: tempo inicial (zero), após 15, 30 e 60 dias. 

 

2.6 Determinação da atividade de água e umidade das microcásulas de Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 

 

A determinação da atividade de água das microcápsulas foi efetuada com o auxílio do 

determinador modelo Decagon Pawkit digital (Decagon - EUA) previamente calibrado, pela 

técnica de determinação do ponto de orvalho em espelho encapsulado para medir a atividade 

de água de um produto. A umidade das microcápsulas foi determinada por secagem em estufa 

a 105°C, de acordo com metodologia da AOAC (2005). 

 

2.7 Determinação da capacidade das microcásulas de Saccharomyces cerevisiae como 

adsorvente de aflatoxina B1 (AFB1) 

 

O ensaio de adsorção de AFB1 foi realizado de acordo com Pizzolitto et al. (2011); 

Poloni et al. (2015), incluindo algumas modificações. A solução inicial de AFB1 utilizada no 

ensaio foi extraída de um núcleo produzido com a cepa padrão de Aspergillus parasiticus 

NRRL 2999 (USDA, 149 Agricultural Research Service, Peoria, IL), pertencente à micoteca 

do NUEPPA, em concentração de AFB1 2,67 µg/mL, conforme recomendado pela 

metodologia de Magnoli et al. (2011). A metodologia adotada neste ensaio avalia a 

capacidade de adsorção simulando as condições gastrointestinais de tilápia-do-Nilo (Rotta, 

2003). Para esta análise foram utilizadas apenas as leveduras encapsuladas com o agente que 

proporcionou melhor eficiência da microencapsulação. 

A concentração para o ensaio foi padronizada em 10
7
 células/mL, assim, foi utilizado 

0,1 g (10
7
 células/mL) da levedura encapsulada para o teste. Foram preparadas em microtubos 

soluções de trabalho de AFB1 (25 e 70 ng/mL) em PBS (pH 7,0). A seguir, para simular a 

acidez do estômago de tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), adicionou-se 1,0 mL da 

solução de PBS (pH 2,0) aos microtubos, que, a seguir foram incubados a 30ºC por 60 

minutos em agitação constante (150 rpm) em mesa agitadora modelo SL-180/DT (Solab
®
). 

Logo após, os microtubos foram submetidos a centrifugação a 14.000 rpm por 15 minutos em 

microcentrífuga Hermle (modelo Z216MK). Desprezou-se o sobrenadante e aos concentrados 

de células resultantes, adicionou-se 1,0 mL de PBS em pH 7,0 contendo AFB1 nas 
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concentrações testadas (25 e 70 ng/mL). Os mesmos microtubos foram incubados por 60 

minutos a 30ºC e submetidos à agitação constante em mesa agitadora.  

Após este período, os microtubos foram novamente centrifugados a 5000 rpm durante 

15 min em temperatura ambiente. O sobrenadante contendo micotoxinas não ligadas foi 

recolhido para um microtubo e armazenado para análise do percentual de adsorção por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Em paralelo, também foi realizado o 

controle positivo (AFB1 em meio PBS).  

A detecção e a quantificação da AFB1 foram realizadas utilizando um cromatógrafo 

SHIMADZU
®
, modelo PROMINENCE com detector de fluorescência modelo RF-10AXL 

SUPER de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994). As separações 

cromatográficas foram realizadas em uma coluna de fase reversa (de sílica gel, 150 x 4,6mm 

id., 5,0μm de tamanho de partículas, Varian, Inc. Palo Alto, EUA). Para análise, utilizou-se 

uma alíquota de 200 μL da amostra, que foi acrescida de 700 μL de solução derivatizante, 

composta por ácido trifluoroacético: ácido acético glacial: água (20:10:70, v/v). Como fase 

móvel, utilizou-se um sistema isocrático acetonitrila: metanol: água (17:17:66 v/v) a uma 

vazão de 1,5 mL/min. O limite de detecção do método analítico utilizado foi de 0,4 ng.g
-1

. O 

volume de injeção foi de 20 μL. 

A curva de quantificação da toxina foi realizada por medição das áreas e sua 

interpolação a uma curva de calibração construída com diferentes concentrações de padrão de 

AFB1, de onde foram extraídos os limites de detecção e quantificação da técnica. As 

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

dos picos das amostras e da curva padrão. As porcentagens de adsorção de AFB1 foram 

realizadas pela equação a seguir: 

100 x [1 – (área do pico de micotoxina da amostra/área do pico de micotoxina no controle 

positivo)] 

 

2.8 Análise morfológica das microcápsulas 

 

A morfologia das microcápsulas foi investigada por microscópio eletrônico de 

varredura (MEV) da marca Shimadzu
®
, modelo SSX-550. As amostras foram metalizadas 

para melhor visualização, e aderidas a um porta amostra de alumínio, por uma fita condutora 

de carbono. A análise foi realizada no Laboratório de Microscopia Eletrônica do Instituto 

Federal do Piauí (IFPI). 
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2.9 Análise estatística 

 

Os dados foram analisados por meio do software R versão 3.4.1, em que foram 

submetidos à Análise de Variância (ANOVA) para verificar diferenças significativas entre 

médias com nível de significância de 5%. Todos os dados foram expressos como média ± 

desvio padrão. 

 

3. Resultados e discussão 

 

A utilização do método spray dryer pode ser promissora para encapsulamento de 

probióticos. Para tanto é necessário pesquisar a taxa de recuperação de produto utilizando 

possíveis agentes encapsulantes. Na tabela 1, é possível observar que não houve diferença 

(P<0,05) entre os rendimentos do processo de encapsulamento (%) para os dois agentes 

encapsulantes pesquisados: amido (31,50%) e maltodextrina (38,83%). Estes resultados se 

assemelham ao de Abadias et al. (2005), que utilizando 10% de skim milk como encapsulante 

de Candida sake e obtiveram 34 % de porcentagem de recuperação do produto após secagem. 

Na preparação da solução de alimentação do SD do presente estudo, obteve-se o peso úmido 

do total de leveduras recuperadas após centrifugação, valor que representa o concentrado de 

células e a água, que não pode ser retirada da massa celular, e adicionou-se a este peso úmido 

a mesma quantidade de agente encapsulante, portanto, a concentração de sólidos da solução 

encapsulante pode ter sido menor. Este fato pode ter relação com o rendimento observado, 

uma vez que o spray dryer tem a função de evaporar a água da mistura, quanto maior o teor 

de sólidos na solução, maior será o rendimento produtivo. 

 

Tabela 1. Rendimentos de material recuperado após o processo de encapsulamento em spray 

dryer (SD) 

: Média, DP: desvio padrão. Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre as médias 

pelo teste de Tukey (P<0,05). *Rendimento (%) = (Quantidade de microcápsulas total coletada/Quantidade de 

sólidos alimentada no SD) x100. 

 

 

Análise 

Agente encapsulante 

Maltodextrina 

(  ± DP) 

Amido 

(  ± DP) 

Quantidade de microcápsulas total coletada (g)  23,32
a
 ± 5,93 15,37

a
 ± 5,15 

Quantidade de sólidos alimentada no SD (g) 59,92
a
 ± 14,51 53,64

a
 ± 17,51 

Rendimento (%)* 38,83
a
 ± 0,52 31,50

a
 ± 14,69 
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A secagem por spray dryer é considerada apropriada para conservação das leveduras, 

sendo um processo ajustável para preservação das estruturas celulares dos micro-organismos e 

dos produtos, mantendo a viabilidade dos probióticos (Luna-Solano et al., 2005; Behboudi-

Jobbehdar et al., 2013). Na tabela 2, é possível observar que embora tenham utilizadas 

quantidades semelhantes de células para testar os agentes encapsulantes, ao final do processo 

de microencapsulação por spray dryer, ocorreram maiores contagens (P>0,05) das leveduras 

microencapsuladas com maltodextrina do que as que foram encapsuladas com amido. Ou seja, 

a eficiência da microencapsulação foi maior quando a maltodextrina foi utilizada como agente 

encapsulante.  

 

Tabela 2. Contagem de células viáveis de Saccharomyces cerevisiae A8L3 na suspensão 

encapsulante e das microcápsulas obtidas após spray drying (SD), redução da viabilidade, 

eficiência da microencapsulação, umidade (%) e atividade de água. 

: Média, DP: desvio padrão. Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre as médias 

pelo teste de Tukey (P<0,05). *Diferença entre a contagem de células viáveis (log UFC/g) na suspensão de 

encapsulamento e nas microcápsulas obtidas após spray drying. 

 

Apesar de ambos os agentes encapsulantes utilizados no processo por spray drying 

terem obtido semelhante taxa de recuperação do material encapsulado, a maltodextrina 

proporcionou maior viabilidade das células de Saccharomyces cerevisiae A8L3 (tabela 2), 

apresentando contagem final de 8,27 log UFC/g com redução de 0,25 log UFC/g da contagem 

inicial após microencapsulação.  Entretanto, para a microencapsulação com amido a contagem 

final foi menor 6,10 log UFC/g de células viáveis, com redução de 1,66 log UFC/g, nas 

mesmas condições de temperatura. Em estudo de Aponte et al. (2016) a microencapsulação 

por spray drying permitiu a obtenção de produto com 10,1 log UFC/g de leveduras vivas e 

 Análise 

Agente encapsulante 

Maltodextrina 

(  ± DP) 

Amido 

(  ± DP) 

Contagem inicial de células por mililitro na 

suspensão encapsulante (log UFC/g) 
8,52

a
 ± 0,43 7,76

a
 ± 0,37 

Contagem final de células por grama de 

microcápsulas (log UFC/g) após encapsulamento 
8,27

a
 ± 0,30 6,10

b
 ± 0,39 

Redução da quantidade de células após SD (log 

UFC/g)* 
0,25

b
 ± 0,13 1,66

a
 ± 0,63 

Eficiência da microencapsulação (%) 97,08
a
 ± 1,42 78,78

b
 ± 7,18 

Umidade (%) 0,42
a
 ± 0,22 0,74

a
 ± 0,08 

Atividade de água (Aa) 0,12ª ± 0,05 0,11ª ± 0,01 
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houve uma redução de 0,8 log UFC/g na viabilidade de cepas de Saccharomyces cerevisiae 

obtidas de vinho e crescidas previamente em meio sintético, quando foram utilizadas 

concentrações de 3,5% de amido e 1,75% de maltose para microencapsulação, acopladas a 

temperaturas de entrada 110ºC e saída de 55 °C. Duongthingoc et al. (2013) comprovaram 

que a solução encapsulante de soro de leite moderadamente desnaturado por pH entre 4,0 a 

5,0 com 90°C como temperatura de entrada no spray dryer, favoreceu viabilidade de 8,07 log 

UFC/mL de Saccharomyces boulardii, obtendo uma pequena redução da quantidade de 

células após SD (0,43 log UFC/g). De acordo com Pham-Hoang et al. (2013) um dos pontos 

mais interessantes no encapsulamento de leveduras é a resistência da estrutura celular a 

tratamentos drásticos e particularmente a altas temperaturas, resultando em elevada proteção 

destes micro-organismos durante processos de microencapsulação. Assim como relatado 

anteriormente, a seleção do agente encapsulante e das temperaturas de entrada e saída no 

processo de secagem são pontos críticos no encapsulamento de leveduras que pode interferir 

na sobrevivência da S. cerevisiae A8L3 ao processo de secagem. 

Apesar de terem sido diferentes (P<0,05), os percentuais de eficiência da 

microencapsulação obtidos neste estudo tanto com maltodextrina (97,08 ± 1,42%) quanto com 

amido (78,78 ± 7,18%), ambos foram satisfatórios (tabela 2). Sosa et al. (2016) utilizaram 

maltodextrina adicionada a galacto-oligossacarídeos comerciais (GOS) em secagem por spray 

dryer, e recuperaram 93% para Lactobacillus plantarum. Estes resultados quando comparados 

ao presente estudo indicam que a maltodextrina pode ser caracterizada como agente 

encapsulante eficiente para probióticos.  

A atividade da água e a umidade são fatores importantes que afetam a estabilidade de 

produtos secos e desidratados durante o armazenamento. Algumas pesquisas consideram que 

os probióticos encapsulados são compatíveis com um longo período de armazenamento 

quando a atividade de água é inferior a 0,20 (Golowczyc et al., 2010). No presente trabalho, 

os valores de Aa obtidos foram baixos para ambos encapsulantes, sendo 0,12 para 

maltodextrina e 0,11 para o amido. Os valores de umidade foram similares estatisticamente 

para as microcápsulas obtidas com ambos agentes encapsulantes: 0,42% para maltodextrina e 

0,74% para amido. Segundo Gardiner et al. (2000) e Meng et al. (2008), é necessária uma 

umidade residual de 4% ou menos para o armazenamento prolongado de microcápsulas 

contendo probióticos. Luna-Solano et al. (2000) observaram que a umidade para 

armazenamento de levedura de cervejaria variou de 5,1 a 10,1% e para atividade de água 

obteve-se 0,55 a 0,65, estes valores foram superiores aos obtidos neste trabalho. A umidade e 

a atividade de água obtidos neste estudo para as microcápsulas de Saccharomyces cerevisiae 
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A8L3 com maltodextrina e com amido são adequadas para armazenamento de cepas por 60 

dias (tabela 3).  

 

Tabela 3. Viabilidade de Saccharomyces cerevisiae A8L3 microencapsulada com amido e 

maltodextrina durante 60 dias de armazenamento a 4°C. 

 Agentes encapsulantes 

Tempo (dias) Maltodextrina (log UFC/g) 

(  ± DP) 

Amido (log UFC/g) 

(  ± DP) 

0 8,27
a
 ± 0,30 6,10

a 
± 0,39 

15 8,20
a
 ± 0,64 6,13

a
 ± 0,90 

30 8,21
a
 ± 0,80 5,83

a
 ± 1,02 

60 8,17
a
 ± 0,82 5,92

a
 ± 0,99 

: Média, DP: desvio padrão. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa entre as médias 

pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

O encapsulamento de micro-organismos probióticos pode ser uma alternativa 

importante para aumentar a sobrevivência ao processamento térmico na indústria de 

alimentos, e no prolongamento da vida útil do produto (Golowczyc et al., 2010). O 

encapsulamento pode ser também um processo alternativo para fábricas de rações que 

utilizam probióticos, porque é um método capaz de desidratar e preservar as cepas de 

Saccharomyces cerevisiae A8L3 microencapsulada viáveis (tabela 2) mesmo quando 

armazenadas em refrigeração por 60 dias (tabela 3).  

De um modo geral, a concentração recomendada é aproximadamente 10
6
 UFC/g de 

probiótico no alimento (Simon, 2005). Luna-Solano et al. (2000) testaram a viabilidade de 

três tratamentos com amido e dois com maltodextrina para encapsulamento de Saccharomyces 

cerevisiae e não foi observada diminuição da viabilidade das células (10
7
 UFC/g) 

armazenadas a 5ºC por 110 dias, resultados simulares ao nosso trabalho que mostraram a 

sobrevivência das células encapsuladas pelo amido e maltodextrina. Aponte et al. (2016) 

analisaram a sobrevivência da cepa Saccharomyces cerevisiae LM52 cultivada previamente 

em meio à base de melaço, obtida por spray dryer e armazenada por seis meses à 4ºC e -18ºC, 

encontraram contagem de células viáveis de 10,4 Log UFC/g e este valor não alterou 

significativamente ao longo do armazenamento em ambas temperaturas. Castro-Cislaghi et al. 

(2012) avaliaram o efeito da temperatura de armazenamento na viabilidade de 

Bifidobacterium Bb-12 microencapsulada com goma arábica, sendo que a viabilidade das 

microcápsulas armazenadas a 4°C manteve-se adequada até 196 dias de armazenamento. A 

concentração de Saccharomyces cerevisiae A8L3 obtida neste trabalho para microcápsulas 

foi: 10
8
 UFC/g em maltodextrina e 10

6
 UFC/g em amido, portanto os dois tipos de 
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encapsulantes garantem a concentração de células adequada para a formulação de um 

alimento probiótico, mantendo as mesmas viáveis durante 60 dias de armazenamento a 4°C. 

A fim de avaliar o efeito da secagem por spray dryer sobre a habilidade da cepa 

Saccharomyces cerevisiae A8L3 de adsorver aflatoxina B1, realizou-se um ensaio testando 

duas concentrações da micotoxina (25 ng/mL e 70 ng/mL). Neste teste foi utilizada a levedura 

encapsulada com maltodextrina por ter apresentado melhor eficiência da microencapsulação 

(tabela 2). As microcápsulas de S. cerevisiae apresentaram porcentagens de adsorção 

superiores a 50% nas duas concentrações testadas, demostrando que o encapsulamento 

melhorou esta característica da cepa (tabela 4), sendo que em testes in vitro antes do 

encapsulamento a mesma adsorveu 33,8% em solução contendo 50 ng/mL de AFB1. Diversas 

pesquisas comprovaram o poder de adsorção de cepas de Sacchromyces cerevisiae diante de 

AFB1 (Armando et al., 2011; Dogi et al., 2011; Pizzolitto et al., 2012; Poloni et al., 2017), 

porém não foram encontrados relatos da utilização destas leveduras encapsuladas para 

descontaminação de micotoxinas in vitro ou in vivo. A microencapsulação de Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 por spray drying com maltodextrina, aplicada neste trabalho, mostrou-se 

como uma técnica eficaz em melhorar o poder de adsorção desta cepa contra AFB1. 

 

Tabela 4. Capacidade de adsorção de aflatoxina B1 pela cepa Saccharomyces cerevisiae 

A8L3 microencapsulada com maltodextrina. 

: Média, DP: desvio padrão. Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre as médias 

pelo teste de Tukey (P<0,05).  

 

As características estruturais das microcápsulas afetam a preservação de micro-

organismos durante a produção industrial ou o armazenamento prolongado e, em particular, a 

formação da cápsula na secagem por spray drying deve ter um papel significativo na proteção 

do material do núcleo (Duongthingoc et al., 2013). As imagens capturadas pela microscopia 

eletrônica de varredura (figura 1) demonstraram a forma irregular das microcápsulas de amido 

(A), com algumas fissuras ou poros pronunciados, comprovando que não se formaram 

cápsulas regulares (setas vermelhas). Enquanto que a maltodextrina (B) formou pequenas 

microcápsulas, com formato esférico, e ainda assim promoveu proteção às células.  

Análise  

Concentração de AFB1 

25 ng/mL 

(  ± DP) 

70 ng/mL 

(  ± DP) 

Concentração do sobrenadante (ng/mL) 9,86
b
 ± 1,2 25,08

a
 ± 4,6 

Concentração adsorvida (ng/mL) 13,42
a
 ± 1,2 44,41

b
 ± 4,6 

Adsorção (%) 57,63
a
 ± 5,17 63,9

a
 ± 6,6 
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Figura 2. Imagens obtidas em microscópio eletrônico de varredura das microcápsulas de 

Saccharomyces cerevisiae A8L3 encapsuladas com amido (A, 1000x) e maltodextrina (B, 

1000x).  

 

A maltodextrina e o amido proporcionaram rendimentos semelhantes de 

microcápsulas após secagem. Entretanto a maltodextrina favoreceu uma maior eficiência de 

encapsulação, pois houve uma maior recuperação de células viáveis de Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 após spray drying, quando comparado ao amido. Além disso, as leveduras 

encapsuladas em maltodextrina sobrevivem ao armazenamento a 4ºC por 60 dias e possuem 

capacidade de adsorção in vitro de AFB1. Dessa forma, é possível empregar a maltodextrina 

na tecnologia de microencapsulação de probióticos e adsorventes de micotoxinas, o que 

contribui para a utilização deste micro-organismo vivo em alimentos para animais com a 

finalidade de melhorar a sanidade e reduzir a presença de micotoxinas. 

 

4. Conclusões 

 

A maltodextrina e o amido forneceram bom rendimento no processo de 

encapsulamento da cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3 por spray dryer. A 

microencapsulação com maltodextrina apresentou maior recuperação de células viáveis, 

quando comparada ao amido. As células microencapsuladas sobreviveram ao tempo de 

armazenamento de 60 dias, para os dois agentes encapsulantes. A levedura Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina possui capacidade de adsorção in vitro 

de AFB1. 

 

 

A B 
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Saccharomyces cerevisiae microencapsulada como adsorvente de aflatoxina B1 em rações 

para alevinos de tilápia-do-Nilo 
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inclusão da cepa Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 microencapsulada em rações contaminadas com aflatoxina B1 sobre o 

desempenho zootécnico e a resposta imunológica de órgãos hematopoiéticos de alevinos de 

tilápia-do-Nilo. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, representados por 

quatro tratamentos: T1- 0,0 µg/k de AFB1 e 0,0 UFC/g de levedura; T2 - 0,0 µg/kg de AFB1 e 

10
7
 UFC/g de levedura; T3 - 100 µg/kg de AFB1 e 0,0 UFC/g de levedura; T4 - 100 µg/kg de 

AFB1 e 10
7
 UFC/g de levedura, com quatro repetições por tratamento. Foram avaliados os 

seguintes parâmetros: qualidade da água, desempenho zootécnico, histologia e determinação 

da concentração de AFB1 de baço, rim e músculo, contagem de leveduras da ração e do 

intestino. A adição da levedura na ração contaminada com AFB1 não influenciou o 

desempenho dos peixes (p<0,05) quanto ao ganho de peso, taxa de crescimento específico, 

conversão alimentar aparente e taxa de sobrevivência. Na análise histológica, foi observado 

aumento de células da linhagem linfóide no baço e rim. A suplementação com Saccharomyces 

cerevisiae A8L3 em rações contaminadas com AFB1 não exerceu influência negativa sobre o 

desempenho zootécnico, mas apresentou efeito imunoestimulante nos órgãos hematopoiéticos 

de alevinos de tilápia-do-Nilo. 

 

Termos para indexação: Microencapsulação, Aflatoxina B1, parâmetros zootécnicos, 

adsorção, imunoestimulação. 

 

Abstract - The aim of this study was to evaluate the effects of the inclusion of the A8L3 

Saccharomyces cerevisiae strain microencapsulated in aflatoxin B1-contaminated feeds on the 

zootechnical performance and immune response of Nile tilapia fingerling hematopoietic 

organs. A completely randomized design was applied, represented by four treatments: T1- 0.0 

μg/kg AFB1 and 0.0 CFU/g yeast; T2 - 0.0 μg/kg AFB1 and 10
7
 CFU/g yeast; T3 - 100 μg/kg 
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AFB1 and 0.0 UFC/g of yeast; T4 - 100 μg/kg AFB1 and 10
7
 CFU/g yeast, with four replicates 

per treatment. The following parameters were evaluated: water quality, zootechnical 

performance, histology, AFB1 concentration determinations in spleen, kidney and muscle, and 

feed and intestinal yeast counts. Yeast additions to the AFB1-contaminated feed did not 

influence fish performance (p <0.05) regarding weight gain, specific growth rate, apparent 

feed conversion, and survival rate. The histological analyses revealed increased lymphoid 

cells in the spleen and kidney. Supplementation with A8L3 Saccharomyces cerevisiae in 

AFB1-contaminated feeds exhibited no influence on zootechnical performance, but led to an 

immunostimulatory effect on the hematopoietic organs of Nile tilapia fingerlings. 

 

Index terms: Microencapsulation, Aflatoxin B1, zootechnical parameters, adsorption, 

immunostimulation 

 

Introdução 

 

As Aflatoxinas (AF) são micotoxinas produzidas principalmente por duas espécies de 

Aspergillus da seção Flavi, especialmente encontradas em climas quentes e úmidos (MARIN 

et al., 2013). As principais aflatoxinas conhecidas são chamadas B1, B2, G1 e G2, com base na 

sua fluorescência sob luz ultravioleta (B = azul, G = verde). O Aspergillus flavus produz 

aflatoxinas B e o Aspergillus parasiticus produz B e G (ROCHA et al., 2014).  

AF são rapidamente absorvidas e metabolizadas principalmente no fígado, sendo a 

Aflatoxina B1 (AFB1) considerada a mais tóxica, pois apresenta efeitos hepatotóxicos, 

carcinogênicos, mutagênicos, teratogênicos e imunossupressores em uma variedade de 

espécies animais, incluindo vertebrados aquáticos (MARIN et al., 2013; MATEJOVA et al., 

2017). 
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A alimentação é fator fundamental para todos os sistemas de produção animal e 

qualquer aspecto que afete sua segurança e qualidade é uma restrição significativa no 

desempenho produtivo dos animais (BRYDEN, 2012). O principal objetivo da nutrição dos 

peixes é fornecer, de forma econômica, uma mistura de ingredientes nutricionalmente 

equilibrada para promover o crescimento, o desempenho reprodutivo, a qualidade da carne e a 

saúde dos animais. A qualidade dos produtos utilizados em alimentos para peixes cultivados 

tornou-se um aspecto limitante para a atividade porque esses alimentos são substratos ideais 

para o crescimento de fungos, que, em condições ideais, podem favorecer a síntese de 

micotoxinas (ANATER et al., 2016). 

Numerosas estratégias têm sido estudadas como métodos de prevenção e controle de 

micotoxinas em alimentos (MALLMANN et al., 2006). A descontaminação biológica dos 

alimentos por bactérias ácido láticas e leveduras probióticas destacam-se como alternativas 

para prevenir a absorção intestinal da toxina pelo animal (BRYDEN, 2012; PINHEIRO et al., 

2015). 

A detoxificação por adsorção é realizada por inclusão de cepas probióticas de micro-

organismos vivos, que possuem status geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) (FAO; 

WHO, 2002), adicionados à ração e são responsáveis por diversos efeitos benéficos à saúde, 

além de reduzir os efeitos deletérios das micotoxinas nos animais de produção (PIZZOLITTO 

et al., 2011; PFLIEGLER et al., 2015). Várias cepas de Saccharomyces cerevisiae foram 

estudadas como agentes adsorventes de micotoxinas em estudos in vitro (ARMANDO et al., 

2011; PIZZOLITTO et al., 2012), porém estudos in vivo com espécies aquáticas são escassos. 

As propriedades benéficas dos micro-organismos são cepa-dependentes, dessa forma faz-se 

necessária a avaliação de cada novo produto originado a partir de uma nova cepa de levedura 

(KELLER et al., 2012). 
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A utilização de probióticos/adsorventes em aquicultura ainda é vista como um desafio, 

devido às condições do ambiente aquático e do trato gastrointestinal, os micro-organismos 

viáveis podem não estar em números suficientes nos possíveis locais de ação (PINPIMAI et 

al., 2015). Nesse sentido, o microencapsulamento da cepa de levedura, a ser utilizada em um 

novo produto para aquicultura, é uma forma de manter a viabilidade e as características 

benéficas desse micro-organismo no produto alimentar até o momento do consumo 

(GARDINER et al., 2002). 

Diante do exposto, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da inclusão da cepa 

microencapsulada Saccharomyces cerevisiae A8L3 em rações contaminadas com aflatoxina 

B1 sobre o desempenho zootécnico e a resposta imunológica de órgãos hematopoiéticos de 

alevinos de tilápia-do-Nilo. 

 

Material e Métodos 

 

Esta pesquisa está de acordo com os princípios éticos em pesquisa com animais e foi 

aprovada pela Comissão de Ética e Experimentação no Uso de Animais da Universidade 

Federal do Piauí (UFPI), Teresina, PI, sob o protocolo nº 302/17. O experimento foi 

conduzido no Laboratório de Pesquisa em Piscicultura (LAPESPI) no Centro de Ciências 

Agrárias (CCA) da Universidade Federal do Piauí (UFPI), com duração de 32 dias, 

compreendidos entre os meses de setembro a outubro de 2017, e as demais análises, no 

Laboratório de Controle Microbiológico de Alimentos do Núcleo de Estudos, Pesquisa e 

Processamento de Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI). Foram utilizadas 16 caixas d’águas de 

polietileno com capacidade para 250 litros de água, dotadas de sistema de entrada e saída de 

água individual, sendo abastecida por meio de um reservatório externo com água de poço 
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tubular, supridas com aeração constante por meio de pedra microporosa ligada a um 

compressor de ar. 

O ensaio seguiu delineamento inteiramente casualizado, representado por quatro 

tratamentos e quatro repetições, sendo 10 peixes por unidade experimental. Os tratamentos 

foram classificados em: Tratamento 1 (T1) com 0,0 µg/kg de AFB1 e 0,0 UFC/g de levedura, 

sendo o controle; Tratamento 2 (T2) com 0,0 µg/kg de AFB1 e 10
7
 UFC/g de levedura; 

Tratamento 3 (T3) com 100 µg/kg de AFB1 e 0,0 UFC/g de levedura; Tratamento 4 (T4) com 

100 µg/kg de AFB1 e 10
7
 UFC/g de levedura. 

Para o preparo dos tratamentos, foram produzidos núcleos de aflatoxina conforme 

metodologia adaptada de Magnoli et al. (2011), que utiliza fermentação de arroz parbolizado. 

Para tanto, foram utilizados 20 frascos tipo Erlenmeyer com capacidade para 250 mL, e cada 

um recebeu aproximadamente 100 g de arroz cru. Em seguida foram esterilizados em 

autoclave 121°C por 15 minutos. Após resfriamento, foram adicionados 10 mL de água 

destilada esterilizada em cada frasco. Depois, transferiu-se uma alçada da cepa de Aspergillus 

parasiticus NRRL 2999 (USDA, Agricultural Research Service, Peoria, IL) para cada frasco 

que foi incubado em estufa BOD a 25 ± 3,0°C por 14 dias, com 15 minutos de 

homogeneização manual realizada três vezes por dia.  

Após incubação, o arroz contaminado foi moído formando um núcleo que seguiu para 

quantificação das aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) por meio de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), utilizando um cromatógrafo SHIMADZU
®
, modelo PROMINENCE com 

detector de fluorescência modelo RF-10AXL SUPER de acordo com a metodologia proposta 

por Trucksess et al. (1994). As separações cromatográficas foram realizadas em uma coluna 

de fase reversa (de sílica gel, 150 x 4,6mm id., 5,0 μm de tamanho de partículas, VARIAN, 

Inc. Palo Alto, EUA). Para análise, utilizou-se uma alíquota de 200 μL da amostra, que foi 

acrescida de 700 μL de solução derivatizante, composta por ácido trifluoroacético: ácido 
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acético glacial: água (20:10:70, v/v). Como fase móvel, utilizou-se um sistema isocrático 

acetonitrila: metanol: água (17:17:66 v/v) a uma vazão de 1,5 mL/min. O limite de detecção 

do método analítico utilizado foi de 0,4 ng/g. O volume de injeção foi de 20 μL. 

Para preparo das microcápsulas foi utilizada a cepa de Sacharomyces cerevisae A8L3 

isolada de ambiente de piscicultura, pertencente à coleção de culturas do Laboratório de 

Controle Microbiológico de Alimentos do Núcleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de 

Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI), que tem capacidade probiótica e adsorvente de AFB1 

comprovadas por testes in vitro. Para obtenção de massa celular para encapsulamento, a 

levedura foi cultivada em tubos Falcon com 10 mL de caldo extrato de levedura peptona 

dextrose esterilizado (caldo YPD composto por: 5,0 g de extrato de levedura; 5,0 g de 

peptona; 40,0 g de glicose, em 1000 mL de água destilada) e incubada sob agitação a 150 rpm 

durante 24 h a 28 ± 2°C. Após incubação, 5,0 mL do cultivo foram transferidos para 25 

frascos tipo Erlenmeyer com capacidade para 250 mL, comportando 200 mL de caldo YPD e 

incubados sob agitação a 150 rpm durante 48 h a 28 ± 2°C. O meio de cultivo com as células 

foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos, desprezando-se o sobrenadante e o sedimento 

foi lavado duas vezes com água destilada esterilizada.  

O concentrado de células presentes no sedimento (pellets) foi pesado e reservado, em 

seguida pesou-se o encapsulante maltodextrina em quantidade equivalente a obtida com os 

pellets. O cálculo da quantidade de água destilada necessária para preparo da solução de 

alimentação do spray dryer (de escala laboratorial, B-290 mini spray dryer, Buchi) foi 

realizado baseado no somatório dos pellets e do encapsulante, correspondendo a 5% de 

sólidos. Em seguida, a maltodextrina foi pesada e transferida para um frasco tipo Erlenmeyer 

que continha água destilada correspondente aos 95% da solução de alimentação do spray 

dryer. Esta solução foi esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos. Após resfriar, os 

pellets foram acrescentados assepticamente à solução encapsulante para finalização do 
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preparo da solução de alimentação do spray dryer. Foram utilizadas as seguintes 

temperaturas: de entrada de 105°C e de saída de 70°C para obtenção das microcápsulas, que 

foram coletadas na base do ciclone e, posteriormente armazenadas em frascos esterilizados 

hermeticamente fechados, sendo armazenadas em refrigeração (4,0°C) até o momento da 

preparação das dietas experimentais. O procedimento de encapsulamento da levedura foi 

realizado duas vezes para a obtenção de microcápsulas suficiente para a composição dos 

tratamentos. 

Após o encapsulamento foi realizada a contagem do número de leveduras viáveis pelo 

método de semeadura por espalhamento em superfície no ágar extrato de levedura peptona 

dextrose suplementado com cloranfenicol (ágar YPD, composto por: 10 g de peptona; 10 g de 

glicose; 5,0 g de extrato de levedura; 7,5 g de ágar, em 500 mL de água destilada). 

Em seguida, para o preparo dos tratamentos, amostras de ração comercial para peixes 

foram analisadas para detecção de AFB1 por CLAE no laboratório de Controle 

Microbiológico de Alimentos do NUEPPA/CCA/UFPI. As amostras que apresentaram níveis 

não detectáveis foram utilizadas para constituir a ração controle (T1) e para formular os 

demais tratamentos (T2; T3 e T4). Para a preparação das dietas, a ração comercial selecionada 

foi moída em liquidificador doméstico (Durabrand
®
).  

A formulação dos tratamentos foi realizada com a mistura da ração moída com o 

núcleo de aflatoxinas e as microcápsulas de S. cerevisiae conforme a composição de cada 

tratamento. Para compor o T1 - utilizou-se apenas a ração moída peletizada. Para os demais 

tratamentos: T2 - ração moída (1.000 g) acrescentada de microcápsulas de leveduras (10
7
 

UFC/g); T3 - ração moída (1.000 g) acrescentada de núcleo de AF (100 µg/kg); d) T4 - ração 

moída (1.000 g) acrescentada de microcápsulas de leveduras (10
7
 UFC/g) e núcleo de AF 

(100 µg/kg). Em seguida as formulações foram pesadas, homogeneizadas, umedecidas (±20% 

do volume preparado) e peletizadas em máquina de moer carne, e padronizadas quanto à 
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granulometria com auxílio de peneira granulométrica Bertel
®
 (abertura de 4,75 mm). Após 

esse processamento, as rações foram secas em estufa de secagem e esterilização (FANEM
®
, 

modelo 320 – SE) por 48 horas a 45ºC, até atingir aproximadamente 3,0% de umidade. 

Posteriormente, 1,0 kg de ração de cada tratamento foram transferidos para depósitos 

plásticos com tampa para uso alimentar. Depois foram armazenadas em refrigeração (4,0°C) 

até o momento de utilização durante todo o período de preparação e realização do 

experimento (60 dias). No início e final do experimento as rações de T2 e de T4 foram 

analisadas, através da diluição decimal seriada com semeadura por espalhamento em 

superfície do ágar YPD suplementado com cloranfenicol, para garantir a contagem total de 

10
7
 UFC/g células viáveis de levedura. 

Para o teste in vivo foram adquiridos 400 alevinos de tilápia-do-Nilo (Oreochromis 

niloticus) proveniente da Associação de Piscicultores de Nazária, Piauí, revertidos 

sexualmente para macho. Os peixes foram distribuídos aleatoriamente em tanques de cimento 

de 1000L e permaneceram por uma semana para adaptação às condições ambientais de água e 

temperatura. Durante esse período foram alimentados com a ração T1 (sem níveis detectáveis 

de AFB1) duas vezes ao dia à vontade.  

Após esse período, para povoamento das caixas realizou-se a biometria dos peixes 

selecionando-se 160 animais com peso médio de 17,6 ± 0,4 g, que foram distribuídos em 16 

caixas d’águas na densidade de 10 alevinos por caixa, visando padronizar a distribuição 

conforme a biomassa por unidade experimental. Para tanto, os alevinos foram anestesiados 

utilizando-se a concentração de 50 mg/L de eugenol para promover sedação profunda 

permitindo a coleta dos dados das pesagens. 

Durante a execução da fase experimental, semanalmente eram pesadas 400 g da ração 

por tratamento para serem distribuídas conforme a alimentação diária dos peixes. Estas rações 

eram estocadas em recipientes plásticos devidamente vedados identificados conforme o 
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tratamento, que eram conservados em recipiente isotérmico com gelo reciclável trocado a 

cada dois dias visando preservar a viabilidade das leveduras nas rações fornecidas aos peixes. 

A alimentação era ministrada duas vezes ao dia (às 9h e 16 h), em quantidades que 

correspondiam a 10% do peso vivo dos animais por unidade experimental. Semanalmente era 

feita a limpeza das caixas, por sifonamento para retirada dos resíduos. Após o processo de 

sifonagem, completava-se o volume da água das unidades experimentais.  

Semanalmente foram monitorados nas unidades experimentais os parâmetros de 

qualidade da água: pH, oxigênio dissolvido, amônia e nitrito, utilizando o kit do produtor de 

água doce da Alfakit
®
, seguindo as recomendações do manual do fabricante. 

A fase experimental foi concluída após 32 dias e desta forma, os animais foram 

submetidos a 24 horas de jejum para esvaziamento do tubo gastrointestinal e, posteriormente, 

todos os alevinos foram anestesiados utilizando-se a concentração de 424 mg/L de eugenol 

para coleta das biometrias finais. Em seguida, os animais foram eutanasiados por hipotermia. 

Após constatação do óbito, de cada unidade experimental foram destinados três peixes para 

cada um das análises: histopatológicas, contagem de leveduras do intestino e detecção de 

resíduos de aflatoxina nos órgãos. 

 Para determinação dos parâmetros de desempenho zootécnico, os dados coletados 

foram utilizados nas seguintes equações: 

a) Fórmula 1: Ganho de peso médio 

GPM = PMF – PMI 

Onde: 

GPM = Ganho de peso médio  

PMF = Peso médio final 

PMI= Peso médio inicial 
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b) Fórmula 2: Taxa de crescimento específico 

TCE = [(Ln Pmf – Ln Pmi) x 100] / T 

Onde: 

TCE = Taxa de crescimento específico 

Ln Pmf = Logaritmo neperiano do peso médio final 

Ln Pmi = Logaritmo neperiano do peso médio inicial 

T = Período experimental 

 

c) Fórmula 3: Consumo médio de ração 

CMR = CTR / N 

Onde: 

CMR = Consumo médio de ração 

CTR = consumo total de ração 

QPV= quantidade de peixes vivos no final do período experimental 

N = nº de animais 

 

d)  Fórmula 4: Consumo diário de ração 

CDR = CMR / T 

Onde: 

CDR = Consumo diário de ração 

CMR = Consumo médio de ração 

T = Período experimental 

 

e)  Fórmula 5: Conversão alimentar aparente  

CAA = CDR / GPMD 
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Onde: 

(CAA) = Conversão alimentar aparente 

CDR = Consumo diário de ração 

 GPMD = Ganho de peso médio diário 

 

f)  Fórmula 6: Taxa de sobrevivência 

TS = 100 x (QPE– QPV) / QPE 

Onde: 

TS = Taxa de sobrevivência (%) 

QPE = quantidade de peixes estocados 

QPV= quantidade de peixes vivos no final do período experimental 

 

Dos peixes selecionados para as análises histopatológicas foram retiradas amostras dos 

órgãos hematopoiéticos (baço e rim). As amostras foram transferidas para coletores de 

amostra biológica, fixadas em formol tamponado a 10% e encaminhadas ao Laboratório de 

Patologia Animal do Centro de Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal do Piauí 

(UFPI) para processamento histológico. Os tecidos fixados foram processados segundo 

técnicas rotineiras de inclusão em parafina, cortados em micrótomo (4,0 μm) e corados pela 

hematoxilina e eosina (H-E). Os cortes histológicos foram examinados no microscópio 

trinocular Nikon Eclipse E200
®
 e fotografados em microscópio Leica Qwin D-1000

®
, versão 

4.1 com sistema de análise de imagem computadorizada com aumento de 100, 200 e 400 

vezes. 

Para a determinação da concentração de AFB1 em órgãos hematopoiéticos (baço e 

rim) e músculo, realizou-se um pool individual das amostras de baço, rim e músculo, de cada 

tratamento. As amostras, de cada pool, foram fracionadas com auxílio de bisturi e 
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ressuspendidas em 100 mL da solução de acetonitrila e água (84:16 v/v) em um frasco tipo 

Erlermeyer. Em seguida foram homogeneizadas em mesa agitadora modelo SL-180/DT 

(Solab
®
) a 150 rpm por 30 minutos. Após a homogeneização, a mistura foi filtrada em papel 

Whatman nº 4 (Whatman, Inc., Clifton, New Jersey, E.U.A.).  

Em seguida, transferiu-se uma alíquota de 8,0 mL do filtrado para um tubo de ensaio 

com capacidade para 10 mL para purificação utilizando colunas Multifuncional Mycosep 

228
®
 (Romer Labs Inc., MO., E.U.A), seguindo as instruções do fabricante. Após essa 

purificação, foi transferida uma alíquota de 4,0 mL do extrato purificado para outro frasco 

tipo Erlenmeyer com capacidade para 25 mL para evaporação em banho-maria a 70ºC até 

secar, aproximadamente 120 minutos. Decorrido este tempo, o extrato seco para detecção foi 

ressuspendido em 4,0 mL de acetonitrila, e seguiu-se para derivatização utilizando 200 µL da 

amostra acrescido de 700 µL do derivatizante, composta por ácido trifluoroacético: ácido 

acético glacial: água (20:10:70, v/v), onde permaneceu a 70°C por oito minutos. Na 

sequência, foi realizada a quantificação de AFB1 conforme metodologia descrita por 

Trucksess et al. (1994), por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), no mesmo 

aparelho descrito na etapa de produção dos núcleos descrita anteriormente. 

Para contagem e isolamento das leveduras presentes no intestino dos peixes 

eutanasiados removeu-se a porção muscular e óssea delimitada por incisões para obter a 

visualização anatômica das vísceras e das estruturas internas da cavidade celomática. O 

procedimento foi realizado conforme recomendações de Bossolan (2001) da seguinte forma: 

os peixes foram colocados em decúbito lateral esquerdo e realizaram-se assepticamente 

incisões com bisturi da seguinte forma: inicialmente um corte longitudinal próximo ao 

opérculo, seguida incisão transversal seguindo a linha lateral, depois outro corte longitudinal 

próximo inserção da nadadeira anal e finalmente outra incisão transversal na região ventral 

próxima a linha Alba. 



84 

Após visualização das estruturas internas, assepticamente o trato gastrointestinal foi 

removido completamente e transferido para a base de placas de Petri esterilizadas. Neste 

local, os intestinos foram abertos longitudinalmente para exposição das mucosas. Na 

sequência, o conteúdo intestinal foi raspado delicadamente com auxilio de um bisturi e o 

intestinos expostos eram transferidos para frascos de vidro esterilizado contendo 150 mL de 

caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD) onde permaneceram por 48h em agitador 

orbital a 150 rpm em temperatura ambiente aproximada de 28 ± 2°C (ARMANDO et al., 

2011; KELLER, 2012).  

As leveduras foram isoladas por espalhamento em superfície através de diluições 

decimais seriadas. Para tanto, alíquotas de 1,0 mL dos frascos contendo caldo YPD 

enriquecido foram transferidas para tubos com 9,0 mL água peptonada a 0,1%, para preparo 

da diluição 10
-1

, a partir destas foram realizadas diluições seriadas até 10
-6

. Alíquotas de 0,1 

mL das respectivas diluições foram semeadas em Ágar YPD incubadas a 37ºC por 48 h em 

estufa microbiológica B.O.D (PITT; HOCKING, 2009). Após crescimento das leveduras, 

realizou-se a contagem das colônias totais viáveis expressas como UFC/g utilizando um 

contador de colônias do tipo Quebec. 

Os dados quantitativos (parâmetros físico-químicos da água, desempenho zootécnico e 

contagens de leveduras do intestino) obtidos foram submetidos à análise de variância e o teste 

de comparação de médias de Tuckey ao nível de 5% de probabilidade, seguindo os 

procedimentos do programa software livre R versão 3.4.1.  

 

Resultados e discussões 

 

Durante o desenvolvimento da pesquisa pode-se observar que os resultados relativos à 

qualidade da água (tabela 1) estavam de acordo com o estabelecido pelo Conselho Nacional 
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de Meio Ambiente (CONAMA, 2005) para classe 2, relativo as águas destinadas à criação 

natural e/ou intensiva (aquicultura) de organismos aquáticos ao consumo humano. Dessa 

forma, infere-se que a qualidade da água não influenciou no desempenho dos alevinos, por 

não terem sido observadas diferenças significativas nos parâmetros físico-químicos da água 

entre os tratamentos. 

 

Tabela 1. Médias e desvio padrão dos parâmetros físico-químicos da água das caixas de 

alevinos de tilápia-do-Nilo alimentados com rações contendo AFB1 e S. cerevisiae 

microencapsulada no período de 32 dias. 

Parâmetros 

T1: 0,0 μg/kg 

de AFB1 e 

0,0 UFC/g de 

levedura 

T2: 0,0 μg/kg 

de AFB1 e 

10
7
 UFC/g de 

levedura 

T3: 100 

μg/kg de 

AFB1 e 0,0 

UFC/g de 

levedura 

T4: 100 

μg/kg de 

AFB1 e 10
7
 

UFC/g de 

levedura 

Temperatura da água (ºC) 28,3
a
 ± 0,5 28,0

a 
± 0,8 28,0

a
 ± 0,8 27,8

a
 ± 0,2 

Oxigênio dissolvido mg/L 7,0
a
 ± 0,0 7,0

a
 ± 0,0 7,0

a
 ± 0,0 7,0

a
 ± 0,0 

Amônia mg/L 1,4
a
 ± 0,8 1,0

a
 ± 0,8 1,4

a
 ± 0,9 1,4

a
 ± 0,9 

Nitrito mg/L 0,2
a
 ± 0,2 0,2

a
 ± 0,2 0,2

a
 ± 0,2 0,2

a
 ± 0,2 

pH 7,2
a
 ± 0,2 7,2

a
 ± 0,2 7,2

a
 ± 0,2 7,2

a
 ± 0,2 

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, não diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

Não houve diferenças significativas (P>0,05) no peso médio inicial, peso médio final, 

ganho de peso médio, consumo médio de ração e taxa de sobrevivência dos alevinos no 

período experimental. Constatou-se efeito significativo (P<0,05) na taxa de crescimento 

específico entre os tratamentos T2 (10
7
 UFC/g de levedura) e T3 (AFB1), no consumo diário 

de ração entre T1 (controle), T2 e T4 (AFB1 + 10
7
 UFC/g de Levedura), e na conversão 

alimentar aparente entre T1 e T3 (tabela 2).  
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Tabela 2. Desempenho de alevinos de tilápia-do-Nilo alimentados com rações contendo AFB1 e S. cerevisiae microencapsulada no período de 

32 dias. 

Parâmetros 

T1: 0,0 μg/kg de 

AFB1 e 0,0 UFC/g de 

levedura 

T2: 0,0 μg/kg de 

AFB1 e 10
7
 UFC/g de 

levedura 

T3: 100 μg/kg de 

AFB1 e 0,0 UFC/g de 

levedura 

T4: 100 μg/kg de 

AFB1 e 10
7
 UFC/g de 

levedura 

Taxa de sobrevivência (%) 97,5ª ± 5 95ª ± 12,91 87,5ª ± 15 85ª ± 10 

Peso médio inicial (g) 17,64
a
 ± 1,14 17,28

a
 ± 2,2 18,19

a
 ± 0,79 17,3

a
 ± 1,84 

Peso médio final (g) 35,11
a
 ± 0,5 35,37

a
 ± 5,71 34,37

a
 ± 4,19 33,59

a
 ± 2,02 

Ganho de peso médio (GPM) 17,46
a
 ± 1,55 18,09

a
 ± 5,02 16,18

a
 ± 3,74 16,29

a
 ± 0,62 

Taxa de crescimento específico (TCE) 2,15
ab

 ± 0,24 2,23
a
 ± 0,45 1,52

b
 ± 0,26 1,56

ab
 ± 0,36 

Consumo médio de ração (CMR) 25,22
a
 ± 1,76 26,91

a
 ± 3 27,34

a
 ± 2,16 25,0

a
 ± 2,68 

Consumo diário de ração (CDR) 7,66
a
 ± 0,2 7,9

a
 ± 0,24 7,4

ab
 ± 0,75 6,58

b
 ± 0,32 

Conversão alimentar aparente 1,5
b
 ± 0,12 1,65

ab
 ± 0,09 2,24ª ± 0,41 2,12

ab
 ± 0,5 

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, não diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
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As espécies de tilápia são cultivadas em todo o mundo devido ao seu rápido 

crescimento, fácil adaptação a diferentes condições de cultivo e bom rendimento de carcaça 

(ZHOU et al., 2009). Provavelmente, fatores como a rusticidade dessa espécie a faz suportar 

condições adversas, como a intoxicação por aflatoxina B1, pois no T3 (100 μg/kg de AFB1 e 

0,0 UFC/g de levedura) não foram observadas diferenças significativas (P>0,05) para as 

variáveis: ganho de peso médio, consumo médio de ração, consumo diário de ração e a taxa 

de sobrevivência, houve diferença significativa apenas na taxa de crescimento específico e 

conversão alimentar aparente. 

O parâmetro ganho de peso possui relevante importância para avaliação dos efeitos 

deletérios de AFB1 no desenvolvimento de peixes. Deng et al. (2010) pesquisaram os efeitos 

de dietas contaminadas com AFB1 em alevinos de tilápia, e observaram que o ganho de peso 

foi significativamente menor após 15 semanas de consumo de dieta com 1.641 μg AFB1/kg. 

Anh Tuan et al. (2002) também pesquisaram os efeitos de dietas em diferentes concentrações 

de AFB1 em alevinos de tilápia durante oito semanas, e puderam constatar que o ganho de 

peso foi menor em dietas que continham concentrações iguais ou superiores a 2.500 μg/kg. É 

possível inferir que o efeito tóxico da AFB1 sobre o ganho de peso pode depender da dose de 

toxina ingerida e do tempo de duração da exposição.  

No presente estudo, que utilizou rações contendo 100 μg de AFB1/kg nos tratamentos 

T3 e T4 por quatro semanas, não foram encontradas diferenças significativas entre os 

tratamentos na taxa de sobrevivência dos alevinos de tilápia-do-Nilo (tabela 2). Anh Tuan et 

al. (2002) alimentaram alevinos de tilápia-do-Nilo por oito semanas com rações contendo 

diferentes níveis de AFB1 e verificaram que valores até 10.000 μg de AFB1/kg não interferiam 

na taxa de sobrevivência dos peixes, e que valores acima de 100.000 μg de AFB1/kg ocorriam 

expressiva perda de peso com elevadas taxas de mortalidade. Deng et al. (2010) não 

encontraram diferenças na taxa de sobrevivência de alevinos de tilapias alimentadas com 
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ração contendo AFB1 até 1.641 μg/kg por 20 semanas. A legislação brasileira, através da 

Portaria nº. 07, de 9 de novembro de 1988 (BRASIL, 1988), estabelece como limite máximo 

50 μg/kg de aflatoxinas para alimentos de consumo animal, matérias primas e rações. Apesar 

da concentração de AFB1 utilizada neste experimento ter sido o dobro do recomendado pela 

legislação, observou-se até 15% de mortalidade das tilápias testadas em condições 

experimentais, somando-se todos os tratamentos, sendo considerada uma porcentagem 

aceitável. Este fato, provavelmente se deve a resistência desta espécie, que tem capacidade de 

suportar por maior período níveis mais elevados da toxina do que 100 μg de AFB1/kg. 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é conhecida pelo potencial promotor do 

crescimento e imunoestimulante (ABU-ELALA et al., 2013), estas propriedades podem ter 

contribuído para a taxa de crescimento específico significativa observada no T2, no qual a 

ração foi suplementada pela levedura S. cerevisiae A8L3, em comparação ao T3, em que foi 

acrescentado AFB1. Segundo Baldisserotto (2002) a taxa de crescimento específico é uma 

estimativa válida para peixes jovens e observados por um curto período de tempo, assim 

considera-se um parâmetro ideal para avaliar o crescimento relativo de alevinos em fase de 

crescimento. Selim et al. (2014) utilizaram 0,25% de S. cerevisiae para suplementar dieta de 

alevinos de tilápia-do-Nilo, e obtiveram aumento da taxa de crescimento específico. Sendo 

assim, a adição de S. cerevisiae A8L3 na ração de alevinos de tilapia-do-Nilo promoveu o 

crescimento, pois favoreceu o consumo de ração devido à suplementação da ração com as 

microcápsulas de levedura.  

A eficiência do uso de agentes adsorventes físicos e biológicos de micotoxinas tem 

sido amplamente estudada e demonstrada tanto in vitro como in vivo com uma capacidade 

elevada de adsorção (MALLMANN et al., 2006; JARD et al., 2011; PIZZOLITTO et al., 

2011; KELLER et al., 2012). Nesse contexto, a utilização da levedura Saccharomyces 

cerevisiae mostrou efeitos positivos na redução de aflatoxicoses em aves (PIZZOLITTO et 
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al., 2013), porém poucos estudos testaram a ação de adsorventes biológicos na aquicultura. 

Nesta pesquisa realizada com alevinos de tilápia-do-Nilo, a inclusão de S. cerevisiae A8L3 

microencapsulada no T2 e T4 favoreceu o desenvolvimento dos peixes como pode ser 

observado pela taxa de crescimento específico, pois mesmo com a redução do consumo diário 

de ração no T4 (tabela 2) a levedura foi eficiente e promoveu o crescimento dos peixes. Em 

pesquisa de Pinheiro (2016) a inclusão da cepa Saccharomyces cerevisiae em ração com 100 

μg de AFB1/kg promoveu redução no ganho de peso médio de alevinos de tambaqui 

(Colossoma macropomum), sem ter influenciado a taxa de crescimento específico. Selim et al. 

(2014) observaram que a Saccharomyces cerevisiae utilizada como adsorvente de AFB1 na 

alimentação de alevinos de tilápia-do-Nilo não favoreceu a taxa de crescimento específico. A 

microencapsulação com maltodextrina pode ter protegido a cepa de S. cerevisiae A8L3 

durante a passagem pelo trato gastrointestinal, proporcionando um relevante efeito adsorvente 

de AFB1 e incrementando o desempenho zootécnico das tilápias.  

No início e no final do experimento foi realizada a contagem de leveduras nas rações 

dos tratamentos T2 e T4 que estavam em uso. No final do experimento, as rações contendo a 

cepa de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada permaneceram viáveis mesmo em condições de 

estocagem para uso diário em recipiente isotérmico com gelo reciclável, obtendo-se contagens 

semelhantes (tabela 3). Este fato sugere que a encapsulação e a temperatura de conservação 

foram eficientes para preservar a viabilidade das cepas nas rações durante o experimento. 

Também se constatou, através da contagem de leveduras no intestino, a capacidade de 

sobrevivência das leveduras à passagem pelo trato gastrointestinal dos alevinos alimentados 

com os tratamentos T2 e T4 (tabela 3). Iwashita et al. (2015) utilizaram probiótico comercial 

contendo 6,08 log UFC/g de Sacharomyces cerevisae e também recuperaram as mesmas 

contagens da levedura no intestino de tilápia-do-Nilo. Meurer et al. (2007) também 

suplementaram a ração com probiótico comercial contendo 3,00 log UFC/g de S. cerevisiae e 
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recuperaram 3,76 log UFC/g no intestino dos alevinos de tilápia. Dentre todas as qualidades 

da S. cerevisiae como probiótico, ressalta-se a capacidade de colonização desta levedura no 

intestino dos peixes preservando a quantidade de células viáveis presentes nas rações.  

 

Tabela 3. Contagem de leveduras da ração e do intestino de alevinos de tilápia-do-Nilo 

alimentados com rações contendo AFB1 e S. cerevisiae microencapsulada no período de 32 

dias. 

Contagem (log UFC/g) 

T1: 0,0 

μg/kg de 

AFB1 e 0,0 

log UFC/g 

de levedura 

T2: 0,0 μg/kg 

de AFB1 e 7,0 

log UFC/g de 

levedura 

T3: 100 

μg/kg de 

AFB1 e 0,0 

log UFC/g 

de levedura 

T4: 100 μg/kg 

de AFB1 e 7,0 

log UFC/g de 

levedura 

Ração início do experimento  -- 7,70
a
 ± 0,02 -- 7,60

a
 ± 0,15 

Ração após o final do 

experimento (32 dias) 
-- 7,28

a
 ± 0,03 -- 7,28

a
 ± 0,14 

Intestino -- 7,93
a
 ± 0,24 -- 7,84

a
 ± 0,10 

Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, não diferem pelo teste de Tukey, a 5% de 

probabilidade. 

(--) Não foram realizadas essas contagens 

 

Não houve níveis detectáveis desta micotoxina de AFB1 no baço, rim e músculos de 

alevinos de tilápia-do-Nilo nos tratamentos T3 e T4, talvez devido ao curto período de 

exposição à toxina, ou à ação adsorvente da S. cerevisiae A8L3 microencapsulada. Em 

trabalho de Selim et al. (2014) encontraram resíduo de AFB1 na musculatura de O. niloticus 

em tratamentos com 200 μg de AFB1/kg por dez semanas. Esta diferença de resultados pode 

ter ocorrido por ter sido utilizada quantidades maiores de toxina por maior período de 

exposição.  

Uma vez que os peixes não possuem linfonodos e seus ossos geralmente não possuem 
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cavidade medular, o tecido hematopoiético está localizado no estroma do baço e no interstício 

do rim cranial (MUMFORD et al., 2007). Realizou-se a análise histológica dos órgãos 

hematopoiéticos do baço e rim de alevinos de tilápia-do-Nilo para verificar a toxidade da 

AFB1 em rações e o efeito protetor de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada. Não foram 

encontradas lesões nos baços dos alevinos que receberam tratamentos sem AFB1 (T1 e T2). 

No T3 que continha 100 μg/kg de AFB1 foi observado no baço aumento significativo de 

células da polpa vermelha e dos centros melanomacrofágos (CMM), e redução do tecido 

linfoide indicando que a toxina tem potencial efeito imunossupressor.  

A propriedade imunossupressora das aflatoxinas em animais de produção foi relatada 

por Rocha et al., 2014 e também em peixes por Zychowski et al., 2013; Anater et al., 2016; 

Wang et al., 2016. Os CMM são acúmulos de células pigmentadas tipo macrófagos presentes 

no baço, rins e em menor quantidade em fígado. Têm função de armazenar ferro em forma de 

hemossiderina, catabolismo dos tecidos e armazenar produtos não metabolizados de origem 

endógena ou exógena, processar antígenos em resposta imune e eliminar da circulação 

substâncias particuladas e solúveis (GODOY, 2013). O significado patológico dos CMM 

pode ser caracterizado pela quantidade, composição e localização nos órgãos linfoides que 

pode ser observado na figura 1. Os materiais endógenos são obtidos pela fagocitose de células 

mortas, particularmente os eritrócitos. Quanto aos materiais exógenos existem evidencias que 

substâncias naturais ou experimentais são coletadas dentro de CMM. Essas descobertas 

evidenciam a importância dos CMM na depuração de detritos e no armazenamento em longo 

prazo de materiais altamente indigestíveis e/ou tóxicos (STEINEL; BOLNICK, 2017). Deste 

modo, aflatoxina presente na ração pode ter sido metabolizada pelos macrófagos e depositada 

no baço em forma de CMM nos alevinos do T3.  

A levedura Saccharomyces cerevisiae contém vários compostos imunoestimuladores, 

tais como β-glucanos, ácidos nucleicos e oligossacarídeos de manano, por este motivo, esta 



91 

espécie de levedura pode ser utilizada como um promotor do crescimento e estimulante imune 

(ABU-ELALA et al., 2013; SELIM et al., 2014). No tratamento T4 (AFB1 e S. cerevisiae) é 

notável o aumento de células da polpa branca e um número menor de CMM, sugerindo que a 

levedura adsorveu parte da aflatoxina, reduzindo a absorção pelo intestino, e ainda propiciou a 

linfopoiese do baço (figura 1).  

 

  

  

Figura 1. Estudo histológico de tecido esplênico em alevinos de tilapia-do-Nilo expostos a 

dietas contaminadas com AFB1 durante 32 dias, coloração por H-E (aumento 40x). (A) T1 - 

Polpa vermelha (seta preta) e polpa branca (seta branca); (B) T2 - Polpa vermelha (seta preta) 

e polpa branca (seta branca); (C) T3 – Presença de centros melonomácrofagos (seta preta) e 

(D) T4 - Aumento do tecido linfoide da polpa branca. 

 

A B 
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A parte cranial dos rins dos peixes é quase exclusivamente hematopoiética, sendo 

considerada como o sítio primário para renovação celular, possui tecido hematopoiético que 

forma matriz de suporte para as néfrons da parte posterior (MUMFORD et al., 2007). El-

Boshy et al. (2008) que constataram que o β-glucano foi capaz de neutralizar a 

imunossupressão induzida por AFB1 em tilápia-do-Nilo. Com relação aos achados 

histológicos no rim, em todos os tratamentos ocorreu desprendimento da lâmina basal dos 

túbulos, porém em maior intensidade no T3, com moderada vacuolização das células 

epiteliais e pouca quantidade de tecido hematopoiético, sendo que essa redução poderia ser o 

resultado do efeito tóxico das aflatoxinas nos tecidos hematopoiéticos. Em T1 e T2 o tecido 

hematopoiético encontra-se preservado, porém em T2 há o predomínio de células da série 

linfoide. Já em T4, observou-se um aumento de células linfocitárias no tecido hematopoiético, 

indicando que a inclusão da levedura estimulou a imunidade dos peixes (figura 2).  

A suplementação das rações com Saccharomyces cerevisiae microencapsulada 

influenciaram positivamente a taxa de crescimento específico e a imunidade dos alevinos de 

tilápia-do-Nilo. Entretanto é de extrema importância a continuidade de estudos que avaliem 

um tempo maior de exposição à AFB1, principalmente nas fases aguda, subaguda e crônica da 

intoxicação, assim como a inclusão de níveis maiores da levedura nas dietas.  

 

  

A B 
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Figura 2. Estudo histológico de tecido renal em alevinos de tilapia-do-Nilo expostos a dietas 

contaminadas com AFB1 durante 32 dias, coloração por H-E (aumento 40x). (A) T1- tecido 

hematopoiético; (B) T2- tecido hematopoiético com predomínio de linfócitos; (C) T3 - 

moderada vacuolização e (D) T4 – aumento de células linfoides. 

 

A utilização da levedura encapsulada pode ter favorecido a imunidade dos animais, 

por isso faz-se necessário estudos dos mecanismos envolvidos nas respostas imunes não 

específicas relacionadas à intoxicação por AFB1 e a relação da levedura na imunoestimulação 

do organismo. Dessa forma, é essencial dar prosseguimento a estas investigações em busca de 

resultados mais consistentes, que permitam conhecer formas de melhorar o desempenho e 

sanidade dos peixes. 

 

Conclusões 

 

1. A inclusão da cepa microencapsulada Saccharomyces cerevisiae A8L3 em rações 

contaminadas com aflatoxina B1 não exerceu influência negativa sobre os parâmetros 

zootécnicos de alevinos de tilápia-do-nilo. 

2. A análise histológica de órgãos hematopoiéticos (baço e rim) mostrou que a 

C D 
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suplementação com a cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3 apresentou efeito 

imunoestimulante em alevinos alimentados com rações não contaminadas e contaminadas 

com AFB1. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O isolamento e identificação das leveduras do ambiente de viveiros de piscicultura 

permitiu o conhecimento da diversidade microbiana desses habitats. Ainda assim, se fazem 

necessários estudos que caracterizem a microbiota dos ambientes de aquicultura, pois a busca 

por leveduras probioticas e adsorventes de micotoxinas deve estar pautada na utilização de 

cepas nativas do trato gastrointestinal dos peixes ou que estejam presentes na população 

microbiana do ambiente aquático. Com base nos resultados desta pesquisa, foram isoladas 

cepas de Saccharomyces cerevisiae de viveiros de piscicultura que possuem capacidade 

probiótica e adsorvente de micotoxinas. 

A microencapsulação de probioticos é uma tecnologia que visa preservar as 

propriedades benéficas de um micro-organismo. Nesse contexto, a cepa de S. cerevisiae A8L3 

microencapsulada por Spray-dryer apresentou viabilidade e capacidade de adsorção 

preservada, sendo ideal para a inclusão desta cepa em rações para estudos in vivo.  

A suplementação das rações com Saccharomyces cerevisiae microencapsulada não 

exerceu efeitos negativos nos parâmetros zootécnicos dos alevinos de tilápia-do-Nilo, além 

disso, influenciou positivamente a imunidade dos mesmos. Diante do exposto, é de extrema 

importância a continuidade de estudos que avaliem os mecanismos envolvidos nas respostas 

imunes não específicas relacionadas à intoxicação por AFB1 e a relação da levedura na 

imunoestimulação do organismo. 

Nos últimos anos houve um avanço substancial nos estudos de micro-organismos 

probióticos com habilidade de descontaminação de micotoxinas em alimentos e rações, porém 

mais pesquisas se fazem necessárias para o entendimento dos mecanismos de adsorção de 

micotoxinas e das propriedades benéficas de outras leveduras e bactérias probióticas.  
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