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CAPACIDADE PROBIOTICA E ADSORVENTE DE AFLATOXINA B; POR
LEVEDURAS ISOLADAS DE VIVEIROS DE PISCICULTURA

RESUMO

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por diversos fungos, com destaque
para os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium que contaminam matérias-primas,
alimentos e racOes para animais. A utilizacdo de adsorventes bioldgicos, como a levedura
Sacharomyces cerevisiae, para remoc¢do 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 probidtica e adsorvente de
aflatoxina B; (AFB;) por cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas de viveiros de
piscicultura; avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes: amido e maltodextrina e a
recuperacdo de células viaveis da cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3, isolada da agua de
viveiros de piscicultura, ap6s o processo de encapsulamento por spray drying com 0s mesmos
agentes, assim como avaliar a viabilidade das células encapsuladas durante o tempo de
armazenamento e analisar a capacidade destas na adsorgéo in vitro de AFB;; avaliar os efeitos
da inclusdo da cepa microencapsulada Saccharomyces cerevisiae A8L3 em racOes
contaminadas com AFB; sobre o desempenho zootécnico e a resposta imunoldgica de
alevinos de tilapia-do-Nilo. A identificacdo das leveduras foi realizada através de técnicas
morfolégicas e moleculares (fingerprinting e sequenciamento da regido ITS - 5.8S) para
confirmacdo das espécies. Foram indentificadas quatro cepas provenientes da agua:
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 S12L.2) seguiram para 0s testes in vitro de
capacidade de adsorcdo de AFB; e de avaliacdo do potencial probiético pelos testes:
autoagregacao, co-agregacao e atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, inibicdo
homdloga e sobrevivéncia as condi¢des gastrointestinais. Todas as seis cepas apresentaram
capacidade probidtica, no entanto apenas as cepas A8L2 e AB8L3 tiveram habilidade de
adsorver AFB;. A cepa A8L3 foi escolhida para o encapsulamento por spray drying com 0s
agentes encapsulantes amido e maltodextrina. Posteriormente as microcapsulas de amido e
maltodextrina contendo a levedura foram armazenadas em refrigeracdo a 4°C e avaliadas a
sua viabilidade durante 60 dias. A maltodextrina tem potencial como encapsulante devido a
uma maior recuperagdo de células vidveis, viabilidade das células constante por 60 dias e
capacidade de adsorcdo in vitro de AFB;. No ensaio in vivo foram avaliados os parametros:
qualidade da &gua, desempenho zootécnico, alteracbes histopatoldgicas e determinagdo da
concentracdo de AFB; em musculo e érgdos hematopoiéticos, contagem e isolamento das
leveduras da racdo e intestino. Constatou-se que a suplementacdo com Saccharomyces
cerevisiae A8L3 microencapsulada com maltodextrina em ragdes contaminadas com AFB;
ndo exerceu influéncia negativa sobre o desempenho zootécnico e apresentou efeito
imunoestimulante nos 6rgaos hematopoiéticos de alevinos de tilapia-do-Nilo.

Palavras-chave: Adsorcdo; Encapsulamento; Imunoestimulante; Probi6ticos; Saccharomyces
cerevisiae.
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PROBIOTIC CAPACITY AND ADSORTION OF AFLATOXIN B; 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 B; (AFB;) 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 AFB; 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, S12L.1 and S12L2 strains were then
studied by in vitro AFB; 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 AFB;. 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 AFB; adsorption capacity. The following parameters were evaluated
in the in vivo assays: water quality, zootechnical performance, histopathological changes,
determination of AFB; 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 AFB; 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 INTRODUCAO

O Brasil tem se destacado pelo seu potencial para a aquicultura, em especial por sua
disponibilidade hidrica, clima favoravel e ocorréncia natural de espécies aquaticas que
conciliam interesse zootécnico e mercadoldgico (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 relacdo ao ano anterior. A producdo de peixes tem se desenvolvido nos
ultimos anos no Nordeste, e o estado do Piaui tem investido em piscicultura, com producéo de
8,80 mil toneladas de peixes, registrando aumento de 7,4% em relacdo a 2015. A tilapia 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 ESTATISTICA - IBGE, 2016).

A alimentacdo dos peixes esta entre os principais fatores que aumentam o custo da
producdo em piscicultura, desta forma, a qualidade das racbes depende de muitos aspectos,
dentre os quais: a qualidade dos ingredientes utilizados na formulacdo, o balanceamento
nutricional da racdo e o controle do processamento (KUBITZA, 2009). Os ingredientes das
racOes constituem-se substratos ideais para o0 desenvolvimento de micro-organismos,
principalmente os fungos que ao contaminarem as matérias-primas das racdes podem produzir
micotoxinas (GONCALVES-NUNES et al.,, 2015). Desse modo, a qualidade da racdo
fornecida tem sido o fator determinante para 0 maximo desempenho dos peixes, tornando
importante a selecdo dos fornecedores e o controle das condi¢fes de armazenamento como
formas de prevenir a contaminacéo e deterioracdo da racdo (MURATORI et al., 2013).

As micotoxinas sdo agentes quimicos decorrentes do metabolismo secundario de
fungos filamentosos toxigénicos que contaminam alimentos e ragdes para animais, causando
efeitos agudos ou cronicos (micotoxicoses) (MIDIO e MARTINS, 2000; MAZIERO e
BERSOT, 2010, PEREYRA et al., 2010). Elas sédo produzidas principalmente por cinco
géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps e Alternaria. As principais
micotoxinas encontradas em alimentos sdo: aflatoxinas (B, B2, G1 e Gy), acido fusarico,
fumonisinas (B1 e B2), ocratoxina A, patulina, citrinina, zearalenona e tricotecenos (PITT e
HOCKING, 2009; MAZIERO e BERSOT, 2010). No Piaui, foram encontrados fungos de
géneros variados em racdes para piscicultura e seus ingredientes, prevalecendo os géneros
Penicillium e Aspergillus, que possuem espécies produtoras de aflatoxinas (CARDOSO
FILHO et al., 2013; GONCALVES-NUNES et al., 2015).
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Entre as principais micotoxinas, a aflatoxina B; (AFB;) destaca-se por ser um dos
metabdlitos mais toxicos para maioria dos animais, sendo responsavel por desencadear efeitos
teratogénicos, hepatotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos (BRYDEN, 2012; ROCHA et al.,
2014). Alimentos contaminados com aflatoxinas sdo responsaveis por causar danos em varias
espécies cultivadas em ambiente aquatico, gerando desequilibrios fisiologicos, reducdo do
crescimento, alteragdes histolégicas, morfoldgicas, e consequentemente oferecem riscos a
salde do consumidor, pela presenca da toxina na musculatura de peixes (DENG et al., 2010;
SELIM et al., 2014; PINHEIRO et al., 2015).

Devido a natureza toxica das micotoxinas, estratégias tém sido desenvolvidas, tais
como: prevencdo da contaminacao e do crescimento flngico; descontaminacao de alimentos e
ainda, inibicdo ou a adsorcdo no trato gastrointestinal de micotoxinas presentes no alimento
consumido (MALLMANN et al.,, 2006). Dentre estas, a melhor forma de controle
micotoxicoldgico baseia-se na utilizacdo de condi¢es desfavoraveis para o desenvolvimento
de fungos. Caso este controle ndo seja eficiente, podem ser utilizados procedimentos fisicos,
quimicos e bioldgicos que propiciem reducdo de contaminantes toxicos nos alimentos
(RAHAIE et al., 2012). Tem-se demonstrado 0 uso de substancias inorganicas capazes de
adsorver mdultiplas 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 antifingica e anti micotoxigena, com potencial acéo
preventiva e de controle sobre fungos toxigenos é imprescindivel.

Uma das alternativas promissoras de procedimentos biolégicos para controle de
micotoxinas € a detoxificacdo bioldgica realizada por bactérias e leveduras que tenham
propriedades probioticas. Possiveis adsorventes para micotoxinas em racdes tém sido
pesquisados como aditivos. Estes produtos normalmente sdo formados por cepas de bactérias
e leveduras que possuem a capacidade de reduzir a quantidade destes agentes tdxicos
(PIZZOLITTO etal., 2011; RAHAIE et al., 2012).

Baseado nestes fatos formulou-se a seguinte hipdtese: As cepas de Saccharomyces
cerevisiae isoladas em viveiros de piscicultura possuem potencial probiético e adsorvente de
AFB; para serem incluidas na alimenta¢do animal, influenciando no desempenho e sanidade
de alevinos de tilapia-do-Nilo. Para testar a hipotese, os objetivos do presente trabalho foram:
a) isolar, identificar e testar in vitro a capacidade probidtica e adsorvente de AFB; por cepas
de S. cerevisiae; b) avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes: amido e maltodextrina, e

a recuperacdo de células viaveis da cepa S. cerevisiae A8L3, ap0s o0 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
adsorcédo in vitro de AFB;; d) estudar os efeitos da inclusdo da cepa microencapsulada S.
cerevisiae A8L3 em racdes contaminadas com AFB; sobre o desempenho zootécnico e a
resposta imunolégica de 6rgaos hematopoiéticos de alevinos de tilapia-do-Nilo.

O trabalho foi dividido estruturalmente em trés capitulos, apresentados na forma de
artigos cientificos: Capitulo I. “Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambiente de
piscicultura: potencial probiotico e capacidade adsorvente de Aflatoxina B;”; Capitulo II:
“Efeito da microencapsulagdo por spray drying sobre a viabilidade e capacidade adsorvente
de Aflatoxina B; por Sacharomyces cerevisiae”; Capitulo III: “Saccharomyces cerevisiae
microencapsulada como adsorvente de aflatoxina B; em ragdes para alevinos de tilapia-do-
Nilo”. Os artigos foram elaborados respectivamente de acordo com as normas das revistas:
The Veterinary Journal, Food and Bioproducts Processing e Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
as quais serdo submetidos para publicacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Micotoxinas

As micotoxinas sdo agentes quimicos, de baixo peso molecular, produzidos durante o
metabolismo secundario de fungos filamentosos, que sob condi¢fes adequadas de temperatura
e umidade, podem se desenvolver em varios alimentos e racGes, causando Sérios riscos para a
salde humana e animal (BENNETT; KLICH, 2003; ZAIN, 2011). Atualmente, mais de 300
micotoxinas sdo conhecidas e, de modo geral, apresentam grande estabilidade quimica que
permite sua permanéncia no alimento mesmo ap6s a remocao dos fungos pelos processos de
industrializacdo, ou seja, mesmo que o alimento sofra 0 processamento a micotoxina ainda
podera estar presente (CAST, 2003; ZAIN, 2011; ROCHA et al., 2014).

Os fungos toxigénicos produzem um ou mais tipos de micotoxinas, porém nem todos
0s compostos produzidos pelos fungos sdo tdxicos e nem todas as espécies de fungos
potencialmente toxigénicos produzem toxinas. As fontes mais frequentes de micotoxinas sao
0s géneros fungicos: Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Outros géneros como Alternaria,
Chaetomium, Cladosporium, Claviceps, Diplodia, Myrothecium, Phoma, Phomopsis,
Pithomyces e Strachybotrys, também contém especies toxigénicas, (D’MELLO;
MACDONALD, 1997; BRYDEN, 2012; ZAKI et al., 2012). Entre as micotoxinas de maior
destague em saude publica e agricultura incluem: aflatoxinas (AF), ocratoxinas (OTA),
tricotecenos, zearalenona (ZEN), fumonisinas (F), toxinas tremorgénicas e alcaloides de ergot
(BENNETT; KLICH, 2003; ZAIN, 2011; MARIN et al., 2013).

As aflatoxinas sdo 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
aflatoxigénicas (PETERSON et al., 2001; BRYDEN, 2012; ROCHA et al., 2014). As quatro
principais toxinas AFB;, AFB,, AFG; e AFG; sdo produzidas pelo A. parasiticus, enquanto
que o A. flavus produz apenas AFB; e AFB, (D’MELLO; MACDONALD, 1997;
SANTACROCE et al., 2008). Devido a sua estrutura quimica heterociclica, as aflatoxinas B e
G apresentam fluorescéncia apenas quando expostas a luz ultravioleta (B = Azul, G = Verde)
(SANTACROCE et al., 2008; ROCHA et al., 2014).

A AFB; é considerada o tipo mais toxico, podendo induzir intoxicacdo aguda e
crbnica, além disso, apresenta efeitos hepatotdxicos, carcinogénicos, mutagénicos,

teratogénicos e imunossupressores em uma Vvariedade de espécies animais, incluindo
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vertebrados aquéticos. A ingestdo de grandes doses de aflatoxinas é letal e resultam em uma
doenga chamada aflatoxicose (MATEJOVA et al., 2017).

As micotoxinas podem ser responsaveis pela inducdo de muitos disturbios em peixes,
como induzir alteracdes celulares e organicas, produzir efeitos funcionais e morfologicos e,
em casos mais graves, a mortalidade. Assim, as perdas na aquicultura causadas por
micotoxinas em ragdes podem ser significativas, resultando em perdas econdémicas na
producdo de peixes (DENG et al., 2010; ANATER et al., 2016; MATEJOVA et al., 2017).

Métodos de prevencdo e controle de micotoxinas

O crescimento de fungos em alimentos e a producdo de micotoxinas sdo influenciados
por fatores abidticos e bidticos e suas complexas interacdes. Dentre esses fatores destacam-se:
pH, atividade de agua (Aa), umidade, temperatura, presenca de oxigénio, tempo para o
crescimento do fungo, estabelecimento no substrato, perda da integridade dos grdos causada
por insetos, danos mecanicos, tamanho do indculo e as caracteristicas de interagdo/competicéao
genética (MALLMANN et al., 2006; JARD et al., 2011).

A melhor maneira para controlar a contaminagdo por micotoxinas no campo inclui
estratégias pré e poés-colheita, como a prevencdo do desenvolvimento fungico, e
consequentemente a formagdo de micotoxinas no campo e armazenamento, mas iSSO
geralmente € insuficiente e outras estratégias sao necessarias (JARD et al., 2011). Deste
modo, Vvarias estratégias estdo disponiveis para a desintoxicacdo ou descontaminacdo de
matérias-primas e rag¢des contendo micotoxinas, utilizando métodos fisicos, fisico-quimicos,
quimicos e (micro) biolégicos (DIAZ et al., 2004; VARGA et al., 2010).

Estes métodos devem ter como caracteristicas a completa inativacao, destruicdo ou
remocao da toxina; ndo produzir ou deixar residuos toxicos nos alimentos, preservando seu
valor nutritivo e palatabilidade; destruir os esporos e os micélios dos fungos para prevenir a
producdo ou o reaparecimento da toxina; ndo modificar as propriedades fisicas do alimento
significativamente, possuir custo acessivel e ser de facil utilizacdo (BOVO et al., 2010).
Portanto, a induUstria de alimentos para consumo animal tem se preocupado na pesquisa por
uma tecnologia de descontaminacdo de micotoxinas eficaz, especifica e viavel.

Os metodos fisicos de remogdo de micotoxinas envolvem procedimentos como
inativacdo térmica, luz ultravioleta, radiagdo ionizante ou extracdo com solventes, e 0s
métodos quimicos utilizam agentes que degradam estruturalmente as micotoxinas, como 0 uso

de cloracgéo (hipoclorito de sodio e cloro gasoso), agentes oxidantes (peréxido de hidrogénio,
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0zonio e bissulfito de sédio), ou agentes hidroliticos (acidos, alcalis e aménia) (BOVO et al.,
2010).

Quanto aos métodos fisico-quimicos para descontaminacdo de alimentos e racdes com
micotoxinas, a abordagem mais prevalente na industria de racdes € a inclusdo de materiais
adsorventes na ragéo para obter remocéo seletiva de toxinas por adsor¢do 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: ndo biologicos (por exemplo,
aluminossilicatos, carvdo ativado, bentonitas, montmorillonitas, zeélitas, entre outros) e
biolégicos (por exemplo, leveduras, fungos filamentosos, bactérias, algas, enzimas
microbianas, entre outros) (VARGA et al., 2010; HOJNIK et al., 2017).

A desintoxicacdo bioldgica de micotoxinas, utilizando micro-organismos e/ou enzimas
para degradar as micotoxinas em compostos ndo-toxicos ou menos toxicos pode ser uma
alternativa natural e eficaz (JI; FAN; ZHAO, 2016). De todos os tipos de micro-organismos
que podem ser utilizados para a remoc¢édo de micotoxinas de alimentos e racdes contaminadas,
as bactérias acido-laticas e as leveduras sd@o as mais estudadas e que apresentam resultados
mais promissores, pois juntamente a capacidade adsorvente deve possuir propriedade
probidtica (BOVO et al., 2010).

Leveduras adsorventes de micotoxinas com capacidade probidtica

Leveduras séo fungos unicelulares disseminados em ambientes naturais, incluindo a
flora microbiana normal de seres humanos e animais, em plantas, em particulas transportadas
pelo ar, na &gua, em produtos alimenticios e em muitos outros nichos ecoldgicos
(KURTZMAN et al., 2011). Estes micro-organismos eucarioticos possuem representantes no
filo Ascomycota e Basidiomycota. Os fungos leveduriformes destes dois filos possuem
reproducdo assexuada por brotamento ou fissdo, mas também podem produzir esporos: 0s
ascosporos e 0s basididsporos. Além disso, as leveduras estdo envolvidas em muitas
interagbes com outros micro-organismos, incluindo simbiose, mutualismo, parasitismo e
competicdo. (KURTZMAN et al., 2011; HATOUM et al., 2012).

Entre as leveduras pertencentes ao filo Ascomycota, 0 género Saccharomyces é 0 mais
estudado. Muitas das cerca de 20 espécies deste género sdo de grande importancia
biotecnoldgica devido a aplicagdes que incluem fermentagéo alcoolica, panificacdo, producdo

de vitamina, sintese de proteinas recombinantes e controle biologico (HATOUM et al., 2012).
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Porém uma das aplicacdes mais significativas das leveduras € como micro-organismo
probidtico. A Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) da Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) define probidticos como “micro-organismos Vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro”
(FAO; WHO, 2002).

Os probioticos podem ser usados como uma alternativa para evitar o uso de
antibioticos, eliminando assim a possibilidade de gerar bactérias resistentes a antibioticos nos
sistemas de aquicultura, e como promotores de crescimento gerado incremento na satde dos
peixes (NAVARRETE; TOVAR-RAMREZ, 2014; BANERJEE; RAY, 2017).

Os procedimentos de selecdo (in vivo e in vitro) de micro-organismos probidticos
precisam ser adaptados para as diferentes espécies e ambientes em aquicultura. Segundo
Pandiyan et al., (2013) e Banerjee; Ray, (2017) os parametros gerais para selecdo de cepas
probidticas para uso em aquicultura consistem principalmente em: (1) ndo ser patogénica para
peixes; (2) tolerar uma ampla faixa de pH (de baixa acidez a alta alcalina) e alta concentracéo
(> 2,5%) de sais biliares; (3) propriedade de aderir a superficie da mucosa epitelial do
intestino; (4) atividade antagonista contra uma variedade de patdgenos 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 aquaticos para evitar
competicdo com a microbiota intestinal; (7) apresentar elevada viabilidade em uma mistura de
cepas e/ou espécies; e (8) garantir a sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro.

A levedura S. cerevisiae tem sido utilizada hd mais de uma década na alimentacéo de
peixes como promotor de crescimento e estimulante do sistema imune (OZORIO 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 classificacdo de importancia para a utilizacdo segura de
micro-organismos probioticos é o status QPS, (do inglés Qualified Presumption of Safety),
“Presun¢ao de Seguranca Qualificada”, que é concedido pela Autoridade de Seguranca
Alimentar Européia (EFSA) aos micro-organismos que passaram por avaliacdes de seguranca,
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 tém sido
estudadas como potencial adsorvente de micotoxinas, ou seja, Sdo capazes de se ligarem as

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 viaveis, células ndo viaveis e produtos da
parede celular de leveduras probiodticas com alta capacidade de adsor¢do sdo capazes de
reduzir a biodisponibilidade de toxinas em alimentos e ragdes (PFLIEGLER et al., 2015).
Demonstrou-se que 0s componentes da parede celular de levedura B-D-glucanos
(YIANNIKOURIS et al., 2006), glucomananas (RAJU; DEVEGOWDA, 2002) e manano-
oligossacarideos (OGUZ; PARLAT, 2004) séo responsaveis pela adsor¢do de micotoxinas.

Diante do exposto, a utilizagdo de leveduras como potenciais adsorventes e com
capacidade probidtica se tornou uma ferramenta possivel na alimentacdo de animais para a

prevencdo de micotoxicoses.

Encapsulamento de probidticos

Os micro-organismos probidticos devem ser adequados para producdo industrial em
grande escala. Dessa maneira, no campo da producdo de alimentos probidticos existe a
preocupacdo que as cepas probidticas mantenham as propriedades funcionais preservadas e
que estejam em quantidade suficiente no momento do consumo, esta é uma aplicabilidade que
pode ser fornecida pela microencapsulacdo (PHAM-HOANG et al., 2013; TRIPATHI; GIRI,
2014). A microencapsulacdo é o processo de envolver as células, revestindo-as com uma
substancia adequada de uma maneira que resulte em uma liberagéo celular apropriada no meio
intestinal (TRIPATHI; GIRI, 2014).

A secagem por spray drying ou pulverizacdo é o método de microencapsulacdo mais
comumente usado na industria de alimentos, uma vez que € econdmico e flexivel. O consumo
de energia da secagem por pulverizacdo € de 6 a 10 vezes menor em comparagdo com a
liofilizagdo e produz um produto de boa qualidade (MARTIN et al., 2015). Este método
envolve a atomizacdo de uma emulsdo ou de uma suspensdo de probiodticos e agentes de
encapsulacdo em uma camara de secagem por ar quente, resultando na rapida evaporagdo de
agua (SILVA et al., 2015).

Os materiais que asseguram boa capacidade de encapsulacdo devem exibir
propriedades térmicas e protetoras, como dissacarideos (lactose, sacarose ou trealose),
dextrose ou polidis (manitol, sorbitol), e substancias estimulantes do crescimento probidtico
(fruto e galacto-oligossacarideos) (BEHBOUDI-JOBBEHDAR et al., 2013). E importante
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destacar que na microencapsulacdo por spray-drying a alimentacdo do produto, o fluxo de gas
e a temperatura devem ser controlados (SILVA et al., 2015). Outros fatores que afetam a
viabilidade da cultura probidtica seca por spray-drying sdo o tipo de cepa e sua tolerancia as
condicdes de estresse, 0 tempo de exposicdo ao calor (antes do processo de secagem) e as
condigbes de umidade no armazenamento (ap6s o processo de secagem) (MARTIN et al.,
2015).

A microencapsulacdo de leveduras com capacidade probidtica e adsorvente de
micotoxinas pode servir como um método eficiente de fornecer células viaveis em ndmero
suficiente para atuarem no trato gastrointestinal, e assim proporcionar melhorias para a

sanidade e o desempenho de peixes.
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capacidade adsorvente de Aflatoxina B;

! Elaborado conforme as normas da revista The Veterinary Journal.
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RESUMO

Objetivou-se nesta pesquisa isolar, identificar e testar in vitro a capacidade probidtica e
adsorvente de aflatoxina B; (AFB;) por cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas de
viveiros de piscicultura. Foram isoladas e identificadas 10 cepas de leveduras por meio de
técnicas morfoldgicas e moleculares (fingerprinting e sequenciamento da regido ITS - 5.8S),
sendo quatro cepas provenientes da agua: 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 probidticos in vitro sob condicdes
simuladas da fisiologia de Tilapia-do-Nilo: auto-agregacdo, co-agregacdo, atividade
antibacteriana, inibicdo homologa, tolerancia ao pH baixo e aos sais biliares, sobrevivéncia as
condigdes gastrointestinais de peixes e adsorcdo de AFB;. Todas as seis cepas apresentaram
habilidade de auto-agregacdo e co-agregacdo com bactérias patogénicas (Aeromonas
hydrophila, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium) e também inibiram o crescimento das
bactérias patdgenas. No ensaio de inibicdo homdloga ndo houve inibicdo entre as cepas. As
cepas A8L1 e S12L.1 foram as mais tolerantes ao pH baixo durante 12 horas de ensaio, porém
as demais mostraram reducdo da viabilidade ao final do teste. Na presenca de sais biliares,
todas as cepas apresentaram boas contagens ap0s 8 horas de ensaio. Entretanto todas as
leveduras testadas foram capazes de sobreviver a passagem simulada do trato gastrointestinal.
No ensaio de adsorgéo, apenas as cepas A8L2 e A8L3 tiveram habilidade de adsorver AFB;.
Os resultados mostram que as cepas A8L2 e A8L3 possuem potencial probiotico e adsorvente

de AFB;, sendo promissores aditivos na alimentacao de peixes.

Palavras-chave: Aflatoxina B;. Adsorvente. Leveduras probidticas. 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 AFB; 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 AFB; 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 S12L.1 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 AFB;. The results demonstrate that strains
A8L2 and A8L3 exhibit probiotic characteristics and AFB; adsorbent potential, and seem to
be promising fish feed additives.

Key words: Aflatoxin B;. Adsorbent. Probiotic yeasts. Fish farming environment.

1. Introducéo

A aquicultura é uma atividade produtiva com grande importancia para suprir o
aumento da demanda alimentar de uma populacdo em crescimento exponencial (Brabo et al.,
2016; FAO, 2016). A producéo mundial de pescado cultivado em 2014 foi de 73,8 milhdes de
toneladas, destes 49,8 milhdes de toneladas sdo provenientes da piscicultura (FAO, 2016).

A piscicultura intensiva se caracteriza pela alta densidade de estocagem com uso de
racOes balanceadas para alimentagcdo. Neste tipo de producgéo, os peixes estdo expostos a
condicdes de estresse pela alta densidade de estocagem, levando a graves perdas econémicas
(Aly et al., 2008). Para um efetivo controle das doengas mais comuns em peixes € recorrente o
uso de antibidticos. No entanto, a ocorréncia de micro-organismos resistentes a estes farmacos
gue propagam essas caracteristicas genéticas de resisténcia entre  bactérias

patogénicas/comensais e 0 impacto ambiental da contaminacdo de agua e sedimentos
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associados a antibioticoterapia, levou a busca de novas alternativas para tratamento e
profilaxia de doencas, incluindo a utilizacao de probioticos (Newaj-Fyzul et al., 2014; Caruffo
etal., 2015).

Os probidticos sdo definidos como micro-organismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a satde do individuo (ANVISA,
2002). Muitos micro-organismos sao utilizados como probidticos, dentre eles, 0os géneros
mais utilizados de bactérias acido laticas sdo: Lactobacillus e Bifidobacterium (Pisano et al.,
2014). As leveduras também constituem outro grupo de micro-organismos que possuem
atributos para serem consideradas como probiotico. Entre as vantagens, as leveduras ndo sdo
afetadas por substancias antibacterianas e contém varios compostos imunoestimulantes (-
glucanos, acidos nucleicos e mananoligossacarideos), o que pode explicar em parte, o efeito
protetor contra patdgenos (Caruffo et al., 2015). Além de ja terem sido reportadas como
promotores de salde em seres humanos e animais, as leveduras tém sido pesquisadas como
agentes descontaminantes de micotoxinas (Armando et al., 2011; Pizzolitto et al., 2012;
Pfliegler et al., 2015).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular que sdo
produzidas durante o metabolismo de alguns fungos filamentosos. Esses metabdlitos séo
estaveis a temperaturas elevadas utilizadas (> 150°C) nas técnicas de extrusdo durante 0s
processamentos de cereais e racles, e também quando submetidas a valores de pH &cidos
préximos aos encontrados no suco gastrico de peixes (Bullerman and Bianchini, 2007,
Matejova et al., 2017). As micotoxinas quando estdo presentes em alimentos e ragcdes para
animais representam um risco potencial para a sanidade pela toxidade elevada, acarretando
perdas econdmicas substanciais pela reducéo dos parametros da eficiéncia na produgédo animal
(Pfliegler et al., 2015; Matejova et al., 2017).

As aflatoxinas (AF) sdo consideradas como as mais importantes micotoxinas
produzidas por fungos pertencentes ao género Aspergillus secdo 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
sdo Bi, B, Gi e G, sendo a aflatoxina B; a que mais causa impactos a salde que pode ser
hepatotdxica, carcinogénica, mutagénica, teratogénica e imunossupressiva (Anater et al.,
2016; Matejova et al., 2017).

Devido a natureza toxica das micotoxinas, estratégias tém sido desenvolvidas, tais
como: prevencdo da contaminacgdo e multiplicacdo fungicas; descontaminacdo de alimentos e

reducdo da absorcdo das micotoxinas presentes no alimento consumido no trato
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gastrointestinal pela inibicdo ou a adsor¢do (Mallmann et al., 2006). Uma das alternativas
promissoras de procedimentos bioldgicos para controle de micotoxinas é a detoxificacdo
bioldgica realizada por bactérias e leveduras que tenham propriedades probioticas. Estes
micro-organismos quando adicionados aos alimentos contaminados sdo capazes de adsorver
micotoxinas, propiciando a reducdo da quantidade destes agentes tdxicos (Pizzolitto et al.,
2012; Rahaie et al., 2012).

Deste modo, com o presente estudo objetivou-se isolar, identificar e testar in vitro a
capacidade probidtica e adsorvente de AFB; por cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas

de viveiros de piscicultura.
2. Material e métodos
2.1 Coleta das amostras

O numero de amostras foi definido apos visita a quatro propriedades piscicultoras da
regido da zona rural de Teresina (Latitude: 05° 05' 21" S Longitude: 42° 48' 07" W), Piaui,
Brasil. De novembro de 2014 a janeiro de 2015 pela manhd, em cada propriedade, foram
realizadas nove coletas de amostras de agua e nove de substrato dos viveiros disponiveis,
deste modo, foram coletadas 36 de dgua e 36 de substrato totalizando 72 amostras.

As amostras de agua 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 reciclavel e conduzidas para o Laboratério de Controle
Microbioldgico de Alimentos, do Nucleo de Estudos e Pesquisas de Processamento em
Alimentos (NUEPPA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

A coleta das amostras foi solicitada aos responsaveis das propriedades piscicultoras
apoOs assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido de participacdo neste
experimento. Esta pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica e Experimentacio no Uso de

Animais da Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI, sob o protocolo n® 302/17.
2.2 Isolamento de leveduras
De cada amostra foram tomados assepticamente 25 g de substrato e 25 mL de agua e

adicionados a 225 mL de &gua peptonada a 0,1% que seguiu para homogeneizacdo durante 30

minutos em agitador orbital (150 rpm). A partir dessa diluicdo inicial (10™") foram preparadas
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diluicBes decimais seriadas até 10, A inoculacéo de cada uma das diluicdes foi efetuada em
duplicata com aliquotas de 0,1 mL por placa de Petri, pelo método de semeadura por
espalhamento em superficie no agar 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
agar; 0,1 g de cloranfenicol, em 500 mL de &gua destilada), com auxilio de alca de Drigalski
esterilizada. As placas foram incubadas a 25°C por até 48 horas em estufa microbioldgica.
Para a obtencédo de isolados puros, cada coldnia foi repicada em placas de YPD pelo método
de esgotamento em placas por estrias. Os isolados obtidos a partir de uma Unica unidade
formadora de col6nia (UFC) foram subcultivados em tubos inclinados de &gar extrato de
malte (MEA: 20 g de extrato de levedura; 1,0 g de peptona; 20 g de glicose; 20 g de agar

dissolvidos em um litro de agua destilada) para posterior identificacdo das espécies.
2.3 Selecao inicial das cepas

Realizou-se uma selecéo inicial das cepas de leveduras que apresentavam tolerancia
a pH 2,0, simulando o suco gastrico de peixes, com metodologia adaptada de Gotcheva et al.
(2002), na qual aquelas que sobreviveram por 60 minutos em pH baixo foram escolhidas para

confirmacéo da espécie por técnicas moleculares.

2.4 Identificacdo molecular

2.4.1 Cultura de leveduras e extracdo de DNA

As leveduras foram cultivadas em meio solido MEA e incubadas a 28°C durante 24 h.
Uma alcada de cada cepa foi transferida para microtubos estéreis e estocadas overnight a -
20°C, em seguida foi adicionado 500 pL de tamp&o de lise (50 mmol de Tris-HCI L™, 250
mmol de NaCl L™ 50 mmol de EDTA L™, 0,3% p/v de SDS, pH 8) ¢ 5 uL de B-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich®) e incubou-se a 65°C durante 60 min. Apés a incubagéo,
adicionou-se 500 pL cloroférmio/alcool isoamilico (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
precipitacdo do DNA gendmico a -20°C overnight. O microtubo foi centrifugado a 14000 rpm
durante 15 minutos, o precipitado de DNA lavado com etanol 70%, e apds evaporagdo do

etanol a temperatura ambiente, o precipitado foi dissolvido em 100 pL de tamp&o TE (Tris-
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HCI 10 mM, pH 7,4 e EDTA 1,0 mM, pH 8,0), quantificado em espectrofotdmetro
NanoDrop® (ND-1000; 220-750nm) da Thermo Scientific e mantido a -20°C.

2.4.2 PCR-Fingerprinting

As leveduras selecionadas previamente tiveram seus perfis agrupados utilizando o
primer GTGs (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3'). As reacdes de PCR foram feitas em um
volume total de 25 ul contendo 5 pl de DNA genémico (25-250 ng/ul) de DNA das leveduras,
1X tampao de reacao 10X, 1,5 mM de MgClI2, 1,25 U Taq DNA polimerase (5 U/ul), 0,2 mM
de cada ANTP ¢ 0,6 uM de primer GTGs. Um controle negativo, contendo todos os reagentes
sem DNA, foi incluido em cada conjunto de reaces. O PCR foi conduzido de acordo com as
seguintes condicBes ciclicas: desnaturacdo 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 extensdo de 72 °C durante seis minutos, e depois mantido a
4,0°C indefinidamente. Os padrdes de banda de DNA foram visualizados apés eletroforese
utilizando 1,5% de gel de agarose corado com 0,5 pg/ml de brometo de etidio. Os géis foram
fotografados usando um analisador de sistemas MiniBIS Pro, DNI Bioimaging. Os padrdes de

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

2.4.3 Sequenciamento da regido ITS (5.8S)

Os resultados da PCR-fingerprinting foram confirmados com o sequenciamento na
regido ITS com os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). A reacdo de PCR foi realizada em uma mistura com
volume total de 50 pl contendo 5 pl de DNA gendmico (25-250 ng/ul), 1X de tampao de
reacao 10X, 1,5 mM de MgCl2, 1,25 U Taq DNA polimerase (5 U/ul), 0,2 mM de cada ANTP
e 0,3 uM de cada primer. Um controle negativo, contendo todos os reagentes sem DNA, foi
incluido em cada conjunto de reacdes. A amplificacdo foi realizada num termociclador MJ
Research PTC-200 (GMI Inc. Minnesota, MN, EUA) e ocorreu nas seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial 94°C por cinco minutos, 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por um
minuto, anelamento a 55°C por um minuto e extensdo a 72°C por um minuto, seguido de
extensdo final 72°C por cinco minutos. Os produtos de PCR foram visualizados apds

eletroforese em 1,5% de gel de agarose corado com brometo de etidio (0,5 pg/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 sequéncias foram submetidos a ferramenta
de pesquisa de alinhamento local basico (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 probidticos das cepas

Das cepas selecionadas (item 2.3) foi realizada uma triagem para escolher as que
seriam testadas para: ensaios probidticos e capacidade para adsorver AFB;. Ap06s
identificacdo molecular, apenas as cepas de leveduras que pertenciam a 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 autoagregacao e co-agregacao

A metodologia descrita por Kos et al. (2003), com algumas modificacGes, foi utilizada
para determinar a propriedade de adesdo célula-célula das leveduras pelos ensaios de
autoagregacao e co-agregacdo. Os indculos de cada cepa foram cultivados em caldo YPD e
incubados em estufa microbioldgica a 37°C durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo as
células foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos em temperatura ambiente,
lavadas duas vezes, ressuspensas em 4,0 mL de tampdo fosfato salino (PBS - pH 7,2) e
homogeneizadas em agitador tipo vértex. Em ambos os ensaios, as suspensdes de células
foram padronizadas para uma densidade 6tica (DOiniciat)soo nm = 0,5. Os tubos com as
suspensdes foram incubados a 37°C por duas horas sem agitacdo. Em seguida, os valores de
absorbancia da camada superior foram medidos a 600 nm (DOsina) em espectrofotdmetro.
Para determinar a porcentagem de autoagregacdo de cada cepa foi aplicada a seguinte
formula:

Autoagregacdo% = 1 — (DO¥ina/DOinicial) X 100

Onde:

DOrsina= Densidade oOtica final apos duas horas de incubacgéo

DOiniciai= Densidade 6tica inicial no tempo zero de incubacéo

O método de preparacdo das suspensdes de leveduras para co-agregagdo foi 0 mesmo

utilizado para o ensaio de autoagregacdo e a metodologia deste teste foi realizada como
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descrito por Pizzolitto et al. (2012). Foram utilizados neste ensaio seis diferentes micro-
organismos patogenos cedidos pela Colecdo de Micro-organismos de Referéncia em
Vigilancia Sanitaria-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 patogénica em caldo cérebro coracao (BHI)
e incubado por 24 horas a 37 °C, a seguir cada cultivo foi centrifugado a 5.000 rpm durante
10 minutos. Na sequéncia descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as células em PBS
(pH 7,2). Foram realizadas diluicbes com a mesma solucdo tampdo para ajustar a
concentracdo final tanto de leveduras quanto de bactérias a DOgyo nm = 0,7. Posteriormente,
volumes iguais (2,0 mL) de leveduras e bactérias patogénicas foram misturados em tubos
estéreis, homogeneizados em agitador tipo vortex e incubados a 37°C durante duas horas sem
agitacdo. Em seguida, o sobrenadante da mistura descrita acima (DOnix) € dos tubos controle
com suspensdes de leveduras (DOjevedura) © bactérias (DOpatsgeno) tiveram a absorbancia
medida a 600 nm. Para determinacdo da porcentagem de co-agregacao foi aplicada a seguinte
formula:

Co-agregacdo% = [1 — DOwmix/ (DOpatogeno + DOLevedura / 2)] X 100

Onde:

DOwix= Densidade 6tica da mistura levedura + patdgeno;

DOpratsgeno= Densidade otica do patoégeno

DO\evedura= Densidade 6dtica da levedura

2.5.2 Atividade antimicrobiana

As cepas de leveduras foram testadas para a producdo de substancias antimicrobianas
contra bactérias patogénicas usando o método slab test no meio YPD de acordo com
metodologia de Strus (1998). Nesta analise 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 concentracdo bacterina suficiente para atingir 0,5 na escala
de Mc Farland, as bactérias patogénicas foram semeadas em &gar Nutriente a 37°C por 24
horas em estufa microbioldgica. Posteriormente, do agar foi retirado com algca de platina
indculos de cada cultivo para ressuspender em solucdo salina (0,9%), procendendo dessa
maneira até a obtencdo de suspens@es bacterianas correspondentes a 0,5 da escala de Mc
Farland. Ap6s ajuste do indculo, com auxilio de swab esterilizado (Cral®) as bactérias foram
semeadas em estrias por toda a superficie de placas de Petri com agar Nutriente. Em seguida,
discos de agar YPD de 14 mm contendo as leveduras semeadas previamente a 25°C por 48
horas, foram cortados assepticamente e adicionados as placas com &gar Nutriente que foram
semeadas anteriormente com as bactérias patogénicas. Todos os testes foram realizados em
duplicata.

Apds 24 horas de incubacdo a 37°C, mediram-se os diametros das zonas de inibi¢éo do
crescimento em torno das placas de &gar. Os resultados foram descritos em milimetros (mm),

subtraindo-se o didmetro do disco de agar de YPD.
2.5.3 Inibicdo homologa

Para este ensaio as seis cepas de Saccharomyces cerevisiae foram testadas entre si
pelo método de estrias cruzadas descrito por Muzzol6n (2010). A partir de tubos de MEA
previamente semeados, com cada um dos isolados de S. cerevisiae, foram realizadas
suspensdes de 10 células mL™ para cada cepa em teste, sendo a padronizacio feita com o
auxilio da camara de Neubauer. Cada cepa foi semeada em uma estria central em placas de
Petri contendo &gar YPD, depois foram incubadas a 37°C por 48 horas. Apds o crescimento
da estria central as placas foram expostas a vapores de cloroformio durante 10 minutos para
inativacdo 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 37°C.
Decorrido o tempo proposto, as placas foram consideradas positivas quando havia a presenca
de halos de inibigdo de crescimento (> 5 mm) ao redor da estria central, e negativas quando se

detectava auséncia de halo ou inibi¢do (< 5 mm).
2.5.4 Sobrevivéncia as condicfes gastrointestinais de peixes

A sobrevivéncia das leveduras as condi¢des 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 condi¢des gastrointestinais de tilapia-do-Nilo (Rotta, 2003).
Primeiramente, foram realizadas suspensdes de 10" células mL™ em solugdo salina estéril
(NaCl 0,9%), a partir de tubos de MEA previamente semeados com cada um dos isolados de
S. cerevisiae, sendo a padronizacgdo feita com o auxilio da cdmara de Neubauer. Uma aliquota
de 1,0 mL da suspenséo de cada cepa foi retirada (T0), realizada diluicOes seriadas e semeada
em &gar YPD para determinagdo 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 solucdo de fluido gastrico artificial (NaCl 125 mmol; KCI 7 mmol; NaHCO3, 45 mmol
e pepsina, 3 g/L - Sigma-Aldrich®, ajustado para pH 2,0 com HCI). As células foram
incubadas durante 60 min a 30 £ 2°C sob agitagdo (150 rpm) para simular o peristaltismo
(T1). Apos centrifugacdo, adicionou-se as células 1,0 mL de fluido artificial de enzimas
digestivas presentes no intestino (tripsina - Sigma-Aldrich®, 1,0 mg mL™; quimiotripsina -
Sigma-Aldrich®, 1,0 mg mL™; sais de bile 0,5 % (p/v) em 4gua e ajustado para pH 7 com
NaOH 1N), logo apo6s foram incubadas durante 60 min a 30£2°C sob agitacdo (T2). Para a
determinacdo da contagem viavel, foram recolhidas aliquotas de células de levedura (100 pL)
apos a simulacdo das condigdes gastricas (T1) e intestinais (T2). As contagens de células
viaveis das cepas de S. cerevisiae foram realizadas por diluicdo decimal seriada e semeadura
por espalhamento em superficie de agar YPD. As placas foram incubadas durante 48 h a
37°C.

2.5.5 Tolerancia ao pH baixo e aos sais biliares

A padronizacdo do indculo seguiu mesma metodologia ja citada no ensaio de
sobrevivéncia as condi¢des gastrointestinais. Em seguida, 100 pL da suspensdo foram
adicionados a 900 pL de caldo YPD ajustado a pH 2,0. As solugdes contendo as células foram
incubadas sob agitacdo constante (150 rpm) em diferentes tempos: 4, 8 e 12 h a 30 + 2,0°C.
Ao final de cada tempo de incubagdo foram retiradas aliquotas de 100 puL para a contagem de
células viaveis pela diluicdo decimal seriada e semeadura por espalhamento em superficie de
agar YPD. As placas foram incubadas durante 24 h a 37°C.

Para a determinacéo da viabilidade e tolerancia das cepas de leveduras a presenca de
sais de bile nas condigdes do intestino de tilapia-do-Nilo, realizou-se o teste utilizando-se a
metodologia semelhante ao ensaio de tolerancia ao pH baixo. Para isso foi utilizado o caldo
YPD suplementado com sais de bile a 0,5% (Sigma-Aldrich®) ajustado para pH 7,0. Ao final

dos diferentes tempos de incubacdo: 4, 8 ¢ 12 h, foram retiradas aliquotas de 100 puL para a
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contagem de células vidveis através da diluicdo decimal seriada e semeadura por

espalhamento em superficie de 4gar 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 inoculacdo em caldo YPD pH 7,0 e sem o acréscimo dos

sais de bile.
2.5.6 Teste de adsorcéo de AFB;

O ensaio de adsorcdo de AFB; foi realizado de acordo com Pizzolitto et al. (2011) e
Poloni et al. (2015), incluindo algumas modificagfes. A solugéo inicial de AFB; utilizada no
ensaio foi de um nudcleo produzido da cepa de A. parasiticus NRRL 2999 (USDA,
Agricultural Research Service, Peoria, IL), com concentracdo de 2,67 pg/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 suspensdes para cada cepa em teste de 10" células mL™, sendo a
padronizacdo feita com o auxilio da camara de Neubauer. Foram preparadas solucdes de
trabalho de AFB; (25 e 50 ng mL™) em PBS (pH 7,0). Em seguida, 1,0 mL de cada suspens&o
de células foram colocados em microtubos, submetidos a centrifugacdo durante 15 min a 5000
rpm a temperatura ambiente. Logo ap6s, foram lavados duas vezes com agua destilada e
submetidos novamente a centrifugacdo. Foram adicionados 1,0 mL da solucdo de PBS (pH
2,0), para simular a acidez do estdbmago de tilapia-do-Nilo e incubados a 30°C por 60 minutos
em agitacdo constante (150 rpm). Em seguida, foram centrifugados e aos concentrados de
células adicionou-se 1,0 mL de PBS em pH 7,0 contendo AFB; nas concentracdes testadas
(25 e 50 ng mL™). Os mesmos foram incubados por 60 minutos a 30+2°C e submetidos &
agitacdo constante.

Apos este periodo, as células foram sedimentadas por centrifugacdo durante 15 min a
5.000 rpm a temperatura ambiente, e o0 sobrenadante contendo micotoxinas ndo ligadas foi
recolhido e armazenado a -20°C para analise do percentual de adsor¢do por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os controles positivos (somente AFB;) e controles
negativos (somente PBS) foram incluidos no ensaio.

A quantificagdo da AFB; ndo adsorvida foi realizada em cromatografo HPLC
Shimadzu® (modelo Prominence) com detector de fluorescéncia modelo RF-10AXL Super,
de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994). Os comprimentos de onda

de excitacdo e emissdo foram 360 nm e 460 nm, respectivamente. Foi utilizada uma coluna de
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fase reversa C18 (de silica gel, 150 x 4,6mm id., 5,0 um de tamanho de particulas, Varian,
Inc. Palo Alto, EUA). Para andlise, uma aliquota de 200 pL da amostra foi derivatizada com
700 pL de solugao composta por acido trifluoroacético: acido acético glacial: agua (20:10:70,
vIviv). A fase movel foi um sistema isocratico acetonitrila: metanol: agua (17:17:66 v/v) a um
fluxo de 1,5 mL min™*. O volume de injegéo foi de 20 pL.

A curva de quantificacdo da toxina foi realizada por medicdo das areas e sua
interpolacdo a uma curva de calibracdo construida com diferentes concentracdes de padréo de
AFB;, de onde foram extraidos os limites de deteccdo e quantificacdo da técnica. As
quantificacbes de AFB; adsorvidas foram estabelecidas por meio da correlagdo entre as areas
dos picos das amostras e da curva padrdo. As porcentagens de adsorcdo de AFB; foram
realizadas pela equacéo a seguir:

Adsorcao % = (&rea do pico da amostra/area do pico de micotoxina no controle positivo) x
100

2.6 Analise estatistica

Os dados foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 6x4 (seis cepas; quatro tempos de viabilidade) para o teste de toleréncia ao
pH baixo e aos sais biliares, 6x3 (seis cepas; trés tempos de analise) para o teste de
sobrevivéncia as condicBes gastrointestinais e  6x2 (seis cepas de leveduras; duas
concentracdes de AFB;) para o teste de adsorcdo, com duas repeticGes por tratamento. As
contagens de colbnias obtidas no teste de sobrevivéncia as condi¢fes gastrointestinais e
tolerancia ao pH baixo e aos sais biliares foram analisadas e o nimero de células de levedura
transformado em escala logaritmica logl0% * ¥ e depois aplicada a analise de variancia. Os
dados obtidos foram analisados segundo os procedimentos do software livre R versdo 3.3.2 e
submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de Tukey considerando-

se um nivel de 5% de significancia.
3. Resultados
3.1 Isolamento e identificacdo molecular

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

(Pitt and Hocking, 2009). Em seguida, apos triagem realizada pelo teste de tolerancia ao pH
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baixo, dez cepas foram selecionadas para identificacdo molecular. A identificacdo das cepas,
bem como sua origem e seu registro estdo descritos na tabela 1.

As cepas de S. cerevisiae (tabela 1) foram utilizadas nos ensaios probioticos e de
adsorcéo de AFB; por serem considerados micro-organismos GRAS (geralmente reconhecido

COMO Seqguro).

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

Origem Cepa Identificagcdo molecular

Agua A8L1 Saccharomyces cerevisiae
A8L2 Saccharomyces cerevisiae
A8L3 Saccharomyces cerevisiae
A25L1 Debaryomyces nepalensis

Substrato S11L2 Saccharomyces cerevisiae
S12L1 Saccharomyces cerevisiae
S12L.2 Saccharomyces cerevisiae
S32L1 Candida parapsilosis
S34L1 Cryptococcus laurentii
S35L1 Meyerozyma caribbica

3.2 Auto-agregacao

Observa-se que ndo houve diferenca significativa entre as cepas no teste de auto-
agregacdo (Tabela 2). Os resultados mostram que a maioria das cepas apresentaram
porcentagens superiores a 80%, sendo consideradas de forte agregacdo, com excecdo da A8L1

que teve 75%.

Tabela 2. Capacidade de auto-agregacdo de Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambientes
de piscicultura em Teresina, PlI.

Cepas* DO¢oo (to)" DO¢oo (t1)° Auto-agregaco (%) Escore (ile3
(X £ DP) (X £ DP) (X + DP) Agregacao
A8L1 0,590 +£ 0,021 0,144 £ 0,125 75,82% + 20,83 +
A8L2 0,578 £ 0,032 0,085 + 0,071 85,36+ 12,18 ++
A8L3 0,528 £ 0,049 0,034 + 0,003 93,56% + 0,92 ++
S11L2 0,564 + 0,017 0,079 £ 0,057 86,16 + 9,73 ++
S12L1 0,580 + 0,023 0,059 + 0,035 90,02* + 5,71 ++
S121L.2 0,533 +£ 0,036 0,030 + 0,002 94,35 + 0,56 ++

X: Média, DP: desvio padrido. Médias seguidas por letras mintsculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). ! Densidade 6tica inicial; > Densidade 6tica apés duas
horas; * (-): agregagdo < 60, (+): agregacio < 80 > 60, (++): agregacdo > 80. *Origem: A= 4gua e S= substrato
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3.3 Co-agregacao

A co-agregacao entre as cepas de S. cerevisiae e as bactérias patogénicas selecionadas
estdo apresentadas na Tabela 3. Todas as cepas apresentaram bons percentuais de co-
agregacao, no entanto a habilidade das leveduras em se ligar a um micro-organismo varia
entre as cepas e quanto a bactéria envolvida. Nos resultados descritivos observa-se que apenas
a cepa A8L3 apresentou baixa co-agregacdo para a bactéria Aeromonas hydrophila (< 10%),
no entanto a mesma obteve bons percentuais de ligacdo com as demais bactérias utilizadas

neste ensaio.

Tabela 3. Co-agregacdo entre Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambientes de
piscicultura em Teresina, Pl e cepas de bactérias patdgenas.

Co-agregacao (%)

Cepas*  Staphylococcus  Escherichia  Streptococcus  Aeromonas Salmonella
aureus coli agalactiae hydrophila enterica
A8L1 76,63°+15 7510°+14 36,90°+0,8 8894°+10  72,60°+0,7
A8L2 87,872+1,4  60,79"+0,8 53,09°+09 67,64°+0,3 59,05°+1,3
A8L3 39,07°+21 6659°+08 72,03°+08 737°+04  7697°+18
S11L2 61,71°+ 2,1 70,48°+09 7432°+22 5889°+0,4 74,83+ 0,9
S12L1 73,27°+0,6 22,68°+0,8 85,49°+15 57,39°+0,8 31,09+ 1,1
S12L.2 21,69°+ 0,6 50,38°+0,9 4307°+13 87,79°+0,8 4539°+1,2

Médias seguidas por letras mintsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo Teste
Tuckey (p<0,05). *Origem: A= 4gua e S= substrato.

3.4 Atividade antimicrobiana

N&o houve diferenca 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 patdégenos 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, Pl contra bactérias patogénicas.

Halo de inibicdo (mm)*

CEPA” Eschericchia Streptococcos Salmonella  Aeromonas  Staphylococcus
coli agalactie enterica hidrophyla aureus

A8L1 15%+ 1,4 16,5°+0,7 13*+ 1,4 14*+0,0 13,5°+0,7
A8L2 15%+ 1,4 16°+2,8 15+ 0,0 16%+ 1,4 14,5°+0,7
A8L3 16*+0,0 17,5°+0,7 16*+0,0 16,5+ 0,7 14*+0,0
S11L2 13%+ 1,4 17%+ 1,4 13,5°+0,7 14*+0,0 13,5°+0,7
S12L1 16%+ 1,4 16*+0,0 12,54 +0,7 14*+0,0 14*+0,0
S12L.2 16°+0,0 17°+ 1,4 135°+2,1 14,5°+0,7 15+ 0,0

L+ zona de inibi¢do > 3 mm e < 9 mm; ++: zona de inibi¢do > 10 mm e < 15 mm; -: zona de inibigdo < 3 mm;
Origem: A= &gua e S= substrato.
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3.5 Inibicdo homdloga

No ensaio de inibicdo homdloga, constatou-se que as cepas de S. cerevisiae avaliadas
desenvolveram-se naturalmente entre as estrias nas placas sem a ocorréncia de inibigéo entre
elas. Este resultado mostra que as cepas podem ser incluidas em uma formula¢do de um

produto probiotico, e assim potencializar os efeitos benéficos.

3.6 Sobrevivéncia as condigdes gastrointestinais de peixes

O resultado da sobrevivéncia das cepas de S. cerevisiae as condi¢fes gastrointestinais
simuladas de tilapia estd apresentado na Tabela 6. Todas as cepas testadas permaneceram
viaveis em fluido estomacal por 60 min, e demostraram capacidade de multiplicagdo, mesmo
estando em pH 2,0 com enzimas que simulam o suco gastrico. A etapa que simulou as
condi¢cdes dos fluidos intestinais demonstrou que ao final do ensaio todas as cepas
apresentaram contagem de células maiores do que a inicial, comprovando capacidade de
sobrevivéncia destas leveduras durante passagem simulada do TGI, propriedade ideal para um
probidtico.

Tabela 5. Sobrevivéncia in vitro das cepas de Saccharomyces cerevisiae, isoladas de
ambientes de piscicultura em Teresina, Pl simulando as condicGes fisiologicas enzimaticas e
de pH estomacal e intestinal de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Viabilidade de leveduras (log UFC mL_'l) durante simulacéo da
passagem pelo TGI (X = DP)

Cepas* pH 7,0 com fluido
pH 2,0 com fluido intestinal por 120
Inicial gstrico por 60 min min.
A8L1 7,45° +0,14 8,09 + 0,07 7,95 + 0,12
A8L2 7,66° +0,13 8,23*4 + 0,04 7,99%% + 0,09
A8L3 7,40%® £ 0,12 8,02%°A + 0,03 7,914 + 0,06
S11L2 7,34%® £ 0,05 7,97°°* 4+ 0,05 7,93*4 + 0,04
S12L1 7,55% + 0,04 7,688 + 0,17 7,96 + 0,03
S121.2 7,518 £ 0,05 8,06* + 0,21 7,99% + 0,10

X: Média, DP: desvio padrio. Médias seguidas por letras minisculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na
mesma linha diferem entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). Origem: A= &gua e S= substrato
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3.7 Tolerancia ao pH baixo e aos sais biliares

O efeito da tolerancia das cepas pesquisadas ao pH baixo e a presenca de sais biliares
(0,5%) esta apresentado na tabela 5. A cepa S12L1 foi tolerante a pH 2,0 em todos o0s
periodos de incubagdo, sem afetar sua viabilidade, sendo comparével 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 viaveis constante até o final das
12h de ensaio. As demais cepas sofreram reducdo significativa nos niveis de contagem
durante o periodo de incubacdo, sendo que a A8L3 e S11L2 foram as que tiveram maior
reducao.

Em pH 7,0 (controle) foi possivel observar a estabilidade das cepas de leveduras
S12L.1 e S12L.2 em todos os tempos testados. As demais cepas exibiram no periodo de quatro
horas de incubacgdo reducdo das contagens, porém ap6s 12 horas todas elas conseguiram
recuperar a capacidade de multiplicag&o.

Na presenca de sais biliares em meio de pH 7,0 a cepa A8L2 manteve sua estabilidade
durante o periodo pesquisado, j& a levedura A8L3 apresentou aumento significativo da
viabilidade das células ao final de 12h (Tabela 5). No entanto, ocorreu diminuicdo das
contagens das outras cepas até quatro horas de cultivo, porém conseguiram melhorar o
desempenho apos oito horas, e no periodo de 12 h apresentaram contagens superiores ao
tempo inicial (0 h) (exceto S11L2 e S12L1).

Tabela 6. Influéncia entre os fatores pH e presenca de sais biliares sobre a viabilidade de
Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambientes de piscicultura em Teresina, Pl, durante
tempo de incubacéo.

Tempo (Horas)

*

CEPAS pH 5 2 3 15

A8L1 7,46 6,844 7,07%% 7,034
A8L2 7,584 6,56°° 6,74 6,56°F
A8L3 H 2.0 8,00™* 6,63°° 6,21°5¢ 5,93°¢
S11L2 pr 2, 8,12 6,008  636"BC 605
S12L1 8,15 7,62%4 7,734 7,464
S121.2 7,754 7,36%A 6,528 5,91
A8L1 7,70°4 6,76°° 7,34%4 8,02*4
A8L2 7,518 6,75°° 7,60%° 8,57
A8L3 7,69%°A 6,738 7,87%4 8,01
S11L2 PH 7,0 (controle) 78504 7308 7.81% 7,912
S12L1 8,57 7,862 7,91%4 7,86
S12L2 7,66%4 7,23%0A 7,874 7,984

A8L1 pH 7,0 com sais de bile ~ 7,77°8 6,87"C 7,24P5C 8,08*
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A8L2 7,654 6,924 7,75%A 8,07
A8L3 7,36 7,56%8 7,85%8 8,09%
S11L2 8,38 7,47% 7,05%8 7,83%
S12L1 8,59 7,58% 7,80%8C 8,148
S1212 7,418 7,62°%48 8,05 7,80%8

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo Teste
Tuckey (p<0,05). Médias seguidas por letras maitsculas diferthes na mesma linha diferem entre si pelo Teste
Tukey (p<0,05). Contagens de células viaveis (Log UFC.mL™); “Origem: A= 4gua e S= substrato.

3.8 Teste de adsorcéo de AFB;

A capacidade de adsorver AFB; in vitro das cepas de S. cerevisiae isoladas em
ambiente de cultivo foi resumida na tabela 7. As cepas testadas ndo foram capazes de
adsorver AFB; em concentragdo de 25 ng mL™. No entanto, em 50 ng mL™ apenas as cepas
isoladas da agua de cultivo foram capazes de adsorver AFB; em percentuais variados, sendo

as cepas A8L2 e ABL3 que apresentaram melhores pencentuais.

Tabela 7. Adsorcdo (%) na concentragdo de 50 ng mL™' de AFB; por cepas de
Saccharomyces cerevisiae isoladas de ambientes de piscicultura em Teresina, PI.

AFB; Adsorvida® (ng mL™)

* -1

Cepas 50 ng mL %
(X = DP)

AsL1 1,08"+33 3,2

A8L2 11,2 + 6,6 32,9

A8L3 175°+5,4 33,4

S11L2 NA -

S12L1 NA -

S12L.2 NA -

X: Média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas por letras minGsculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si pelo Teste Tuckey (p<0,05). NA: ndo adsorveu. *A adsorcéo de AFB, foi calculada
como a diferenca entre a AFB; no meio e a quantidade de AFB; livre (sobrenadante). Origem: A= 4gua e S=
substrato

4. Discussao

O presente estudo relata o isolamento e a identificacdo de cinco espécies de leveduras
provenientes de ambiente de piscicultura (agua e substrato): Candida parapsilosis,
Cryptococcus laurentii, Debaryomyces nepalensis, Meyerozyma caribbica e Saccharomyces
cerevisiae. Durante a selecdo de um micro-organismo probiotico € desejavel que a levedura
escolhida tenha sido isolada da microbiota do trato gastrointestinal, pois esta adaptada ao
ambiente do intestino, sendo indicado por evitar dificuldades de colonizagdo e problemas

imunologicos (Navarrete and Tovar-Ramrez, 2014; Banerjee and Ray, 2017). Porém, nesta
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pesquisa foram isoladas leveduras de viveiros de piscicultura com o intuito de encontrar
espécies adaptadas ao ambiente aquético e, consequentemente, as condi¢des fisiologicas dos
peixes.

As seis cepas de S. cerevisiae isoladas do ambiente (dgua: A8L1, A8L2, A8L3;
substrato: S11L2, S12L1, S12L2), pertencem a uma espécie reconhecida pelos efeitos
positivos sobre os parametros 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 seguranga
como probidtico em piscicultura. Além disso, estudos reportam que esta levedura tem
capacidade de adsorcdo devido a grande area 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 probidtico bem-sucedido requer muitos testes (in vitro e in vivo), que
devem ser direcionados para 0 modo de acdo desses micro-organismos de acordo com sua
finalidade e fisiologia do organismo que vai ser beneficiado. A avaliacdo da eficacia in vitro
das cepas de S. cerevisiae isoladas foi baseada na fisiologia de Til&pia-do-Nilo, que € um
peixe onivoro (Rotta, 2003).

A propriedade de auto-agregacdo esta relacionada a capacidade de adesdo da cepa as
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-agregacao de cepas
de S. cerevisiae variando de 85,3% a 97,9% enquanto que Pizzolitto et al. (2012)
apresentaram valores intermediarios 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 a base de cereais nigerianos que apresentaram forte
aptiddo de auto-agregacdo (81,24 - 91,85%), assim como as cepas testadas nesta pesquisa.
Estes resultados sdo favoraveis para a utilizacdo destas cepas na formulagdo de um produto
probidtico comercial para piscicultura.

A capacidade de co-agregacdo dos probioticos pode prevenir a entrada de agentes
patogénicos ao organismo do hospedeiro, formando uma barreira que evita a colonizagéo por
bactérias patogénicas e removendo 0s micro-organismos patogénicos do lumen 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-agregacdo com as
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bactérias patogénicas estudadas, entretanto a cepa A8L3 foi a Unica com baixa adesdo a
bactéria Aeromonas hydrophila e a cepa A8L1 apresentou melhor porcentagem de co-
agregacdo 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 autéctone de queijo, que apresentaram baixa, intermediaria e alta co-agregacdo
contra Salmonella Enteritidis e Escherichia coli. Caruffo et al. (2016) testaram a capacidade
de co-agregacdo de cepas de Debaryomyces hansenii e Yarrowia lipolytica contra Vibrio
anguillarum, um patdgeno de peixes, porém houve baixa co-agregacdo demonstrando que esta
habilidade é uma interacdo entre levedura e bactéria. Estes resultados sugerem que a
propriedade de co-agregacao pode ser favorecida com a habilidade de auto-agregacédo de cada
cepa, pois quanto melhor a auto-agregacdo maior serd a facilidade das leveduras de formarem
uma barreira que previne a invasdo de bactérias patogénicas no TGI.

De acordo com Hatoum et al. (2012) e Starmer e Lachance (2011), o antagonismo dos
micro-organismos por leveduras tem sido atribuido principalmente a (1) competicdo por
nutrientes, (2) mudancas de pH no meio como resultado da troca de ions com crescimento ou
producdo de &cido organico, (3) producdo de altas concentracGes de etanol, (4) secrecédo e
liberacdo de micocinas, substancias 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
inibitério 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 suinos, mostraram atividade antimicrobiana contra E. coli, Salmonella entérica e
Enterobacter cloacae. Nesta pesquisa, também foi possivel constatar que as S. cerevisiae
isoladas no ambiente de piscicultura foram capazes de inibir bactérias patogénicas, entretanto,
a natureza da substancia antimicrobiana ndo foi investigada.

A producdo de um probiotico visa oferecer beneficios a saude do consumidor, assim a
utilizacdo de varios micro-organismos combinados no mesmo produto pode potencializar seu
efeito. E importante destacar que a complexidade do intestino pode levar a variacoes
individuais (De Angelis et al., 2006). Dessa forma, cepas podem ser combinadas para
formular a composi¢do de um probiotico. Assim, os resultados de inibicdo homologa, neste

estudo, revelaram que as diferentes cepas de S. cerevisiae isoladas podem ser utilizadas
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juntas, pois elas ndo apresentaram poder de inibicdo entre si. Em um estudo in vivo com
suinos, Gardiner et al. (2004) comprovou que uma mistura de cinco bactérias acido laticas,
isoladas de intestino destes animais, reduziu em 97% a contagem de bactérias da familia
Enterobacteriaceae apds 21 dias de administracdo da cultura de bactérias. Devido aos escassos
estudos de leveduras com potencial probi6tico, é de grande importancia trabalhos que utilizem
uma combinacédo de leveduras probidticas para avaliar sua eficacia in vivo.

Os probidticos em aquicultura, geralmente sdo administrados com alimentos, dessa
forma devem enfrentar um ambiente de variagdes no pH do trato gastrointestinal. Ainda
podem ocorrer diferentes condi¢des fisioldgicas, durante 0 metabolismo, como variagdo do
pH do trato gastrointestinal de &acido (estbmago) ao béasico (intestino), e pela acdo de
diferentes enzimas digestivas e e sais biliares. Deste modo, para que um micro-organismo seja
considerado probiotico deve ter a capacidade de tolerar uma ampla variacdo de pH e alta
concentracdo (> 2,5%) de sais biliares (Banerjee and Ray, 2017). Autores comprovaram em
testes in vitro a capacidade de sobrevivéncia das leveduras em condig¢Ges 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 varia¢fes de pH, as enzimas do suco gastrico e do fluido
intestinal, e ainda a presenca de sais biliares caracterizando-se como um probiético estavel.

A selecdo de micro-organismos na dieta, que além de possuir propriedades probidticas
sejam eficientes em adsorver a aflatoxina B,, favorece a reducdo do impacto desta micotoxina
no desempenho dos animais (Pizzolitto et al., 2011). A fim de investigar a capacidade de
adsorcdo das cepas de S. cerevisiae com AFB;, avaliou-se a descontaminacdo desta
micotoxina em duas concentracOes diferentes. Apenas as cepas A8L2 e A8L3 apresentaram
eficiéncia na adsorcdo de AFB; na concentracdo 50 ng mL™. Por outro lado, percentuais
elevados de adsorcdo entre S. cerevisiae e AFB; foram relatados por Pizzolitto et al. (2012),
que compararam trés concentracOes diferentes de AFB;. Estes autores ao utilizarem uma
concentracdo de 500 ng mL™ de AFB; obtiveram valores de 37,4 a 65,5% de adsorcéo para
cepas viaveis de S. cerevisiae isoladas de fezes de frango. A cepa RCO016 de S. cerevisiae
isolada de intestino de suinos obteve 82% de adsor¢do de AFB; na concentra¢do de 50 ng.
mL™ (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 concentracdo Gnica de 1.000 ng mL™ de AFBy,

simulando o pH do estdmago e do intestino de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
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5. Conclusédo

O presente estudo isolou e identificou seis cepas de S. cerevisiae de viveiros de
piscicultura com comprovada agdo probiotica e capacidade de sobrevivéncia as condigdes do
trato gastrointestinal de Tilapia-do-Nilo. As cepas A8L2 e A8L3 apresentaram melhores
percentuais de adsor¢do de AFB;. Portanto, a inclusdo 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 AFB; ingerida ocasionalmente em racGes contaminadas.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes: amido
e maltodextrina, e a recuperacdo de células viaveis da cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3
apos o processo de encapsulamento por spray drying com 0s mesmos agentes, assim como
avaliar a viabilidade das células encapsuladas durante o tempo armazenamento e analisar a
capacidade destas na adsorcdo in vitro de AFB;. Para o processo de microencapsulacdo
utilizando a tecnologia de secagem por spray dryer, foram preparadas suspensdes com 2,5%
de células de levedura, 2,5% de agente encapsulante (amido ou maltodextrina) e 95% de agua
destilada, com temperatura de entrada e saida de 105°C e 70 £ 3°C. Os agentes encapsulantes
amido e maltodextrina formaram microcépsulas com bom rendimento de material recuperado
apos spray drying, entretanto a levedura encapsulada com maltodextrina teve maior contagem
de células viaveis ap0s secagem e elevada porcentagem de eficiéncia da microencapsulacéo.
As microcapsulas de maltodextrina e amido sobreviveram ao armazenamento. A levedura
encapsulada com maltodextrina foi eficaz na adsorcéo in vitro de AFB; nas concentracdes 25
e 70 ng/mL. Os resultados indicam que a maltodextrina tem potencial como encapsulante
devido a uma maior recuperacdo de células viaveis, viabilidade constante por 60 dias e

capacidade de adsorcdo in vitro de AFB;.

Palavras-chave: Spray-dryer, Adsor¢do, Probidticos, Sobrevivéncia, Microcapsulas.
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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 AFB;. 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 AFB; at 25 and 70
ng mL™. The results indicate that maltodextrin displays potential as an encapsulant due to
increased viable cell recovery, 60-day continuous viability and in vitro AFB; adsorption

capacity.

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

A microencapsulacdo de probidticos € um processo no qual as células sdo retidas
dentro de uma matriz ou membrana encapsulante, com o intuito de preservar as propriedades
benéficas (Anal e Singh, 2007). Entre as varias aplicacdes dessa tecnologia, na inddstria de
alimentos, a principal envolve a protecdo de compostos biologicamente ativos ou células,
como as bactérias e leveduras probidticas, para eficiente liberacdo nos locais alvos (Doherty
etal., 2011).

A secagem por spray drying consiste na dispersdo do material do nucleo, formando
uma emulsdo, seguida da homogeneizagdo do liquido, e depois a atomizacdo da mistura na
camara de secagem. Isso leva & evaporacdo do solvente. E importante destacar que, nesta
técnica, a alimentacdo do produto, o fluxo de gas e a temperatura devem ser controlados
(Martin et al., 2015). A técnica de encapsulamento por spray drying ou atomizagao tem como
vantagem ser de alta viabilidade econdmica 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 desidratacao e inativagdo térmica das culturas probi6ticas
(Sunny-Roberts e Knorr, 2009).

As leveduras sdo adsorventes naturais de micotoxinas com comprovada propriedade
probidtica, 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 viaveis, ndo viaveis e produtos de paredes celulares de leveduras probidticas sdo
capazes de reduzir a biodisponibilidade de toxinas nos alimentos e ragdes para animais
(Shetty e Jespersen, 2006; Pfliegler et al., 2015; Poloni et al., 2015). Estes adsorventes sdo
eficientes apenas se o complexo é estavel no trato digestivo de um animal, de modo que as
micotoxinas ligadas séo canalizadas pela urina e pelas fezes (Jard et al., 2011).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios que podem estar presentes em todo o
mundo nos produtos agricolas. Estas toxinas sdo produzidas por espécies de fungos
filamentosos e podem causar micotoxicoses (Jard et al., 2011; Marin et al., 2013). As
aflatoxinas (AF) sdo consideradas como as mais importantes micotoxinas produzidas por
fungos pertencentes ao género Aspergillus secdo 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 toxicas (AFB;, AFB,, AFG; e AFG;) foram submetidas a estudos substanciais sobre

suas propriedades bioldgicas e impactos na satde (Santacroce et al., 2008).
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Para a utilizacdo de um micro-organismo vivo na alimentacdo é necessario que as
celulas se mantenham vidveis em numero suficiente nos possiveis locais de acdo, por
exemplo, o trato gastrointestinal. Dessa forma, a inser¢éo de leveduras vivas em ragdes para
aquicultura constitui-se em um desafio, pois muitas vezes estas ndo atingem o intestino
devido ao ambiente aquético e as diversas condic¢des intestinais destes animais (Pinpimai et
al., 2015).

Objetivou-se com o presente estudo avaliar o rendimento dos agentes encapsulantes:
amido e maltodextrina, e a recuperacdo de células viaveis da cepa Saccharomyces cerevisiae
ABL3 apos o processo de encapsulamento por spray drying com 0S mesmos agentes, assim
como avaliar a viabilidade das células encapsuladas durante o tempo de armazenamento e

analisar a capacidade destas na adsorc¢éo in vitro de AFB;.

2. Material e métodos

2.1 Preparacdo da cepa e encapsulamento

Saccharomyces cerevisiae A8L3 foi isolada da agua de viveiros de piscicultura da
cidade de Teresina, Piaui, Brasil. Esta cepa foi previamente identificada por técnicas
moleculares, PCR-fingerprinting e sequenciamento da regido 1TS-5.8S (Brandao et al., 2011),
e testada para a capacidade probidtica e adsorvente de AFB; (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 agua
destilada) e incubada sob agitacdo a 150 rpm durante 48 h a 30°C. Apds incubacédo, as células
foram centrifugadas (4000 rpm por 10 min) e lavadas duas vezes com &gua destilada
esterilizada, resultando num concentrado de células (pellets).

Para o processo de encapsulamento, foi estabelecido que as solugdes encapsulantes
devessem conter 5% de solidos, composto por 2,5% dos pellets, 2,5% do agente (amido ou
maltodextrina) e 95% de agua destilada. Inicialmente pesaram-se os pellets, em seguida
pesou-se a mesma quantidade de encapsulante amido (Isofar®) e maltodextrina (Pryme
Foods®), para suas respectivas solugdes.

Para o preparo da solugéo, primeiramente o agente encapsulante foi ressuspendido em
agua destilada e posteriormente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apds

resfriar, os pellets foram acrescentados assepticamente as duas solucdes encapsulantes para
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preparo da solugéo de alimentacdo do spray dryer (figura 1). Utilizou-se como temperatura de
entrada e saida 105°C e 70+3°C, respectivamente. A solucdo encapsulante contendo
Saccharomyces cerevisiae A8L3 foi mantida em agitador magnético a temperatura ambiente e
conduzida para a cdmara de secagem por bomba peristaltica, com fluxo de alimentacéo de 3,0
mL/min, fluxo do ar de secagem de 35 m*/h e pressdo do compressor de ar de 0,7 MPa. As
microcapsulas 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 recuperacdo do produto ou o rendimento do processo Sseguiu a
recomendacdo de Souza (2003) e Souza et al. (2015). Os valores foram obtidos pelo
percentual entre a quantidade de microcapsulas total coletada (massa experimental) e a
quantidade de sélidos alimentada no spray dryer (SD) (massa teérica).

Rendimento (%) = (massa experimental/massa tedrica) x100
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2.3 Contagem de leveduras na solucdo de alimentacdo antes e depois da secagem por
spray drying (SD)

O efeito do encapsulamento na viabilidade das leveduras probioticas foi avaliado por
contagem do numero de leveduras viaveis 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 superficie no agar 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 agar, em 500 mL de
agua destilada).

Para analise, uma aliquota de 1,0 mL de cada suspensdo dos agentes encapsulantes foi
diluida em série decimal seriada até 10° em solucdo peptonada estéril e plaqueadas em
duplicata em agar YPD.

Para a avaliagdo da sobrevivéncia da levedura ap6s SD, 1,0 g de microcapsulas foi
reidratada em 9,0 mL de solucdo peptonada esterilizada e preparada diluicdes decimais
seriadas até 10°. A inoculacdo de cada uma das diluicdes foi efetuada em duplicata com
aliquotas de 0,1 mL por placa de Petri com agar YPD. As placas foram incubadas em estufa
microbioldgica B.O.D. a 25°C durante 48 h Em seguida realizou-se a contagem (UFC/g) de
celulas viaveis utilizando o contador de col6nias do tipo Quebec.

2.4 Eficiéncia da microencapsulacao

A eficiéncia da microencapsulacdo foi calculada pela férmula (Castro-Cislaghi et al.,
2012):

Rendimento (%) = (N/No) x100,

Onde:

No é o numero em log UFC/g de células viaveis da solucdo de alimentagdo do spray
dryer

N é o numero em log UFC/g de células viaveis das microcapsulas obtidas
2.5 Sobrevivéncia de Sacharomyces cerevisiae durante armazenamento
Lotes com aproximadamente 20 g de microcapsulas com levedura Saccharomyces

cerevisiae A8L3 foram armazenados em temperatura de refrigeracdo (4°C) 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 vidveis em &gar YPD, como previamente detalhado, em
quatro periodos diferentes: tempo inicial (zero), apos 15, 30 e 60 dias.

2.6 Determinacdo da atividade de 4gua e umidade das microcasulas de Saccharomyces

cerevisiae A8L3

A determinacdo da atividade de agua das microcapsulas foi efetuada com o auxilio do
determinador modelo Decagon Pawkit digital (Decagon - EUA) previamente calibrado, pela
técnica de determinacdo do ponto de orvalho em espelho encapsulado para medir a atividade
de &gua de um produto. A umidade das microcapsulas foi determinada por secagem em estufa
a 105°C, de acordo com metodologia da AOAC (2005).

2.7 Determinacdo da capacidade das microcésulas de Saccharomyces cerevisiae como
adsorvente de aflatoxina B; (AFB;)

O ensaio de adsorcdo de AFB; foi realizado de acordo com Pizzolitto et al. (2011);
Poloni et al. (2015), incluindo algumas modificagfes. A solugéo inicial de AFB; utilizada no
ensaio foi extraida de um ndcleo produzido com a cepa padrdo de Aspergillus parasiticus
NRRL 2999 (USDA, 149 Agricultural Research Service, Peoria, IL), pertencente & micoteca
do NUEPPA, em concentracdo de AFB; 2,67 pg/mL, conforme recomendado pela
metodologia de Magnoli et al. (2011). A metodologia adotada neste ensaio avalia a
capacidade de adsorcdo simulando as condi¢es gastrointestinais de tilpia-do-Nilo (Rotta,
2003). Para esta analise foram utilizadas apenas as leveduras encapsuladas com o agente que
proporcionou melhor eficiéncia da microencapsulacgéo.

A concentracdo para o ensaio foi padronizada em 107 células/mL, assim, foi utilizado
0,1 g (107 células/mL) da levedura encapsulada para o teste. Foram preparadas em microtubos
solucdes de trabalho de AFB; (25 e 70 ng/mL) em PBS (pH 7,0). A seguir, para simular a
acidez do estdmago de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), adicionou-se 1,0 mL da
solugéo de PBS (pH 2,0) aos microtubos, que, a seguir foram incubados a 30°C por 60
minutos em agitagdo constante (150 rpm) em mesa agitadora modelo SL-180/DT (Solab®).
Logo apds, os microtubos foram submetidos a centrifugacédo a 14.000 rpm por 15 minutos em
microcentrifuga 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 AFB; nas
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concentracdes testadas (25 e 70 ng/mL). Os mesmos microtubos foram incubados por 60
minutos a 30°C e submetidos a agitacdo constante em mesa agitadora.

Ap0s este periodo, os microtubos foram novamente centrifugados a 5000 rpm durante
15 min em temperatura ambiente. O sobrenadante contendo micotoxinas ndo ligadas foi
recolhido para um microtubo e armazenado para anélise do percentual de adsor¢do por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em paralelo, também foi realizado o
controle positivo (AFB; em meio PBS).

A deteccdo e a quantificacdo da AFB; foram realizadas utilizando um cromatdgrafo
SHIMADZU®, modelo PROMINENCE com detector de fluorescéncia modelo RF-10AXL
SUPER de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994). As separacdes
cromatograficas foram realizadas em uma coluna de fase reversa (de silica gel, 150 x 4,6mm
id., 5,0um de tamanho de particulas, Varian, Inc. Palo Alto, EUA). Para analise, utilizou-se
uma aliquota de 200 uL da amostra, que foi acrescida de 700 pL de solugdo derivatizante,
composta por &cido trifluoroacético: acido acético glacial: agua (20:10:70, v/v). Como fase
movel, utilizou-se um sistema isocratico acetonitrila: metanol: agua (17:17:66 v/v) a uma
vazdo de 1,5 mL/min. O limite de deteccéo do método analitico utilizado foi de 0,4 ng.g™*. O
volume de injecao foi de 20 pL.

A curva de quantificagdo da toxina foi realizada por medicdo das &reas e sua
interpolacdo a uma curva de calibragdo construida com diferentes concentracdes de padrdo de
AFB;, de onde foram extraidos os limites de deteccdo e quantificacdo da técnica. As
quantificacbes de AFB; adsorvidas foram estabelecidas por meio da correlacdo entre as areas
dos picos das amostras e da curva padrdo. As porcentagens de adsorcdo de AFB; foram
realizadas pela equacéo a seguir:

100 x [1 — (area do pico de micotoxina da amostra/area do pico de micotoxina no controle

positivo)]

2.8 Analise morfoldgica das microcapsulas

A morfologia das microcapsulas foi investigada por microscopio eletronico de
varredura (MEV) da marca Shimadzu®, modelo SSX-550. As amostras foram metalizadas
para melhor visualizacdo, e aderidas a um porta amostra de aluminio, por uma fita condutora
de carbono. A andlise foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrénica do Instituto
Federal do Piaui (IFPI).
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2.9 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software R versdo 3.4.1, em que foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) para verificar diferencas significativas entre
meédias com nivel de significAncia de 5%. Todos os dados foram expressos como média +

desvio padréo.

3. Resultados e discussao

A utilizacdo do método spray dryer pode ser promissora para encapsulamento de
probidticos. Para tanto é necessario pesquisar a taxa de recuperacdo de produto utilizando
possiveis agentes encapsulantes. Na tabela 1, € possivel observar que ndo houve diferenca
(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 recupera¢do do produto apds secagem.
Na preparacdo da solucdo de alimentacdo do SD do presente estudo, obteve-se 0 peso Umido
do total de leveduras recuperadas apés centrifugacdo, valor que representa o concentrado de
células e a dgua, que ndo pode ser retirada da massa celular, e adicionou-se a este peso Umido
a mesma quantidade de agente encapsulante, portanto, a concentracdo de solidos da solucao
encapsulante pode ter sido menor. Este fato pode ter relagdo com o rendimento observado,
uma vez que o spray dryer tem a funcéo de evaporar a 4gua da mistura, quanto maior o teor

de sdlidos na solugéo, maior serd o rendimento produtivo.

Tabela 1. Rendimentos de material recuperado apds o processo de encapsulamento em spray
dryer (SD)

Agente encapsulante

Analise Maltodextrina Amido

(X + DP) (X + DP)
Quantidade de microcapsulas total coletada (g)  23,32% + 5,93 15,37°+ 5,15
Quantidade de sélidos alimentada no SD (g) 59,92% + 14,51 53,64% + 17,51
Rendimento (%)* 38,83+ 0,52 31,50% + 14,69

X: Média, DP: desvio padréo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias
pelo teste de Tukey (P<0,05). *Rendimento (%) = (Quantidade de microcapsulas total coletada/Quantidade de
so6lidos alimentada no SD) x100.
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A secagem por spray dryer € considerada apropriada para conservacao das leveduras,
sendo um processo ajustavel para preservacdo das estruturas celulares dos micro-organismos e
dos produtos, mantendo a viabilidade dos probioticos (Luna-Solano et al., 2005; Behboudi-
Jobbehdar et al., 2013). Na tabela 2, é possivel observar que embora tenham utilizadas
quantidades semelhantes de células para testar os agentes encapsulantes, ao final do processo
de microencapsulagéo 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 eficiéncia da microencapsulacédo foi maior quando a maltodextrina foi utilizada como agente

encapsulante.

Tabela 2. Contagem de células viaveis de Saccharomyces cerevisiae A8L3 na suspensdo
encapsulante e das microcapsulas obtidas apds spray drying (SD), reducdo da viabilidade,

eficiéncia da microencapsulagdo, umidade (%) e atividade de agua.

Agente encapsulante

Anélise Maltodextrina Amido
(X £ DP) (X £ DP)

ContageNm inicial de ceélulas por mililitro na 8,52 + 0,43 7.76%+ 0,37

suspensdo encapsulante (log UFC/g)

C(_)ntaggm final de celul,as por grama de 8,27+ 0,30 6,10° + 0.39

microcapsulas (log UFC/g) ap0os encapsulamento

Reduc;a(’?c da quantidade de células apés SD (log 0,25° + 013 1,66+ 0,63

UFC/g)

Eficiéncia da microencapsulacao (%) 97,08% +1,42 78,78" + 7,18

Umidade (%) 0,42°+0,22 0,74* + 0,08

Atividade de agua (Aa) 0,122+ 0,05 0,112+ 0,01

X: Média, DP: desvio padréo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias
pelo teste de Tukey (P<0,05). *Diferenca entre a contagem de células viaveis (log UFC/g) na suspensdo de
encapsulamento e nas microcapsulas obtidas apds spray drying.

Apesar de ambos os agentes encapsulantes utilizados no processo por spray drying
terem obtido semelhante taxa de recuperagdo 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 reducdo de 0,25 log UFC/g da contagem
inicial ap6s microencapsulagdo. Entretanto, para a microencapsulacdo com amido a contagem
final foi menor 6,10 log UFC/g de células viaveis, com reducédo de 1,66 log UFC/g, nas
mesmas condicOes de temperatura. Em estudo de Aponte et al. (2016) a microencapsulacéo

por spray drying permitiu a obtencdo de produto com 10,1 log UFC/g de leveduras vivas e
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houve uma reducdo 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
concentracdes de 3,5% de amido e 1,75% de maltose para microencapsulacdo, acopladas a
temperaturas de entrada 110°C e saida de 55 °C. Duongthingoc et al. (2013) comprovaram
que a solugédo 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 reducdo da quantidade de
células apos 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 resisténcia da estrutura celular a
tratamentos drasticos e particularmente a altas temperaturas, resultando em elevada protecédo
destes micro-organismos durante processos de microencapsulacdo. Assim como relatado
anteriormente, a selecdo do agente encapsulante e das temperaturas de entrada e saida no
processo de secagem sdo pontos criticos no encapsulamento de leveduras que pode interferir
na sobrevivéncia da S. cerevisiae A8L3 ao processo de secagem.

Apesar de terem sido diferentes (P<0,05), os percentuais de eficiéncia da
microencapsulacao obtidos neste estudo tanto com maltodextrina (97,08 + 1,42%) quanto com
amido (78,78 + 7,18%), ambos foram satisfatorios (tabela 2). Sosa et al. (2016) utilizaram
maltodextrina adicionada a galacto-oligossacarideos 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 probidticos.

A atividade da agua e a umidade s@o fatores importantes que afetam a estabilidade de
produtos secos e desidratados durante o armazenamento. Algumas pesquisas consideram que
0s probidticos encapsulados sdo compativeis com um longo periodo de armazenamento
guando a atividade de agua 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 microcapsulas 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 necessaria uma
umidade residual de 4% ou menos para 0 armazenamento prolongado de microcapsulas
contendo probidticos. 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 agua
obteve-se 0,55 a 0,65, estes valores foram superiores aos obtidos neste trabalho. A umidade e

a atividade de agua obtidos neste estudo para as microcapsulas de Saccharomyces cerevisiae
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A8L3 com maltodextrina e com amido sdo 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) Amido (log UFC/g)
(X + DP) (X + DP)

0 8,27+ 0,30 6,10+ 0,39

15 8,20% + 0,64 6,13+ 0,90

30 8,21+ 0,80 5,83%+1,02

60 8,17+ 0,82 5,92% + 0,99

X: Média, DP: desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias
pelo teste de Tukey (P<0,05).

O encapsulamento de micro-organismos probioticos pode ser uma alternativa
importante para aumentar a sobrevivéncia ao processamento térmico na industria de
alimentos, e no prolongamento da vida Gtil do produto (Golowczyc et al., 2010). O
encapsulamento pode ser também um processo alternativo para fabricas de racBes que
utilizam probidticos, porque € um método capaz de desidratar e preservar as cepas de
Saccharomyces cerevisiae A8L3 microencapsulada vidveis (tabela 2) mesmo quando
armazenadas em refrigeracdo por 60 dias (tabela 3).

De um modo geral, a concentragdo recomendada é aproximadamente 10° UFC/g de
probidtico no alimento (Simon, 2005). Luna-Solano et al. (2000) testaram a viabilidade de
trés tratamentos com amido e dois com maltodextrina para encapsulamento de Saccharomyces
cerevisiae e ndo foi observada diminuicdo da viabilidade das células (10’ UFC/g)
armazenadas a 5°C por 110 dias, resultados simulares ao nosso trabalho que mostraram a
sobrevivéncia das células encapsuladas pelo amido e maltodextrina. Aponte et al. (2016)
analisaram a sobrevivéncia da cepa Saccharomyces cerevisiae LM52 cultivada previamente
em meio a base de melago, obtida por spray dryer e armazenada por seis meses a 4°C e -18°C,
encontraram contagem de celulas viaveis de 10,4 Log UFC/g e este valor ndo 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 arabica, sendo que a viabilidade das
microcapsulas armazenadas a 4°C manteve-se adequada até 196 dias de armazenamento. A
concentracdo de Saccharomyces cerevisiae A8L3 obtida neste trabalho para microcapsulas

foi: 10®° UFC/g em maltodextrina e 10° UFC/g em amido, portanto os dois tipos de
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encapsulantes garantem a concentracdo de células adequada para a formulacdo de um
alimento probidtico, mantendo as mesmas viaveis 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 Bi, realizou-se um ensaio testando
duas concentragdes da micotoxina (25 ng/mL e 70 ng/mL). Neste teste foi utilizada a levedura
encapsulada com maltodextrina por ter apresentado melhor eficiéncia da microencapsulagédo
(tabela 2). As microcapsulas de S. cerevisiae apresentaram porcentagens de adsorcéao
superiores a 50% nas duas concentracdes testadas, demostrando que o encapsulamento
melhorou esta caracteristica da cepa (tabela 4), sendo que em testes in vitro antes do
encapsulamento a mesma adsorveu 33,8% em solucdo contendo 50 ng/mL de AFB;. Diversas
pesquisas comprovaram o poder de adsorcdo de cepas de Sacchromyces cerevisiae diante de
AFB; (Armando et al., 2011; Dogi et al., 2011; Pizzolitto et al., 2012; Poloni et al., 2017),
porém ndo foram encontrados relatos da utilizacdo destas leveduras encapsuladas para
descontaminacdo de micotoxinas in vitro ou in vivo. A microencapsulacdo de Saccharomyces
cerevisiae A8L3 por spray drying com maltodextrina, aplicada neste trabalho, mostrou-se

como uma técnica eficaz em melhorar o poder de adsorcdo desta cepa contra AFB;.

Tabela 4. Capacidade de adsorcdo de aflatoxina B; pela cepa Saccharomyces cerevisiae
A8L3 microencapsulada com maltodextrina.

Concentracéo de AFB;

Anélise 25 ng/mL 70 ng/mL

(X £ DP) (X £ DP)
Concentracdo do sobrenadante (ng/mL) 9,86°+1,2 25,08 + 4,6
Concentragédo adsorvida (ng/mL) 13,42°+1,2 44.41° + 46
Adsorcao (%) 57,63+ 5,17 63,9° + 6,6

X: Média, DP: desvio padréo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias
pelo teste de Tukey (P<0,05).

As caracteristicas estruturais das microcapsulas afetam a preservacdo de micro-
organismos durante a producédo industrial ou o armazenamento prolongado e, em particular, a
formacéo da capsula na secagem por spray drying deve ter um papel significativo na protecédo
do material do ndcleo (Duongthingoc et al., 2013). As imagens capturadas pela microscopia
eletrnica de varredura (figura 1) demonstraram a forma irregular das microcapsulas de amido
(A), com algumas fissuras ou poros pronunciados, comprovando que nao se formaram
capsulas regulares (setas vermelhas). Enquanto que a maltodextrina (B) formou pequenas

microcépsulas, com formato esférico, e ainda assim promoveu protecédo as células.
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Figura 2. Imagens obtidas em microscépio eletrénico de varredura das microcapsulas de

Saccharomyces cerevisiae A8L3 encapsuladas com amido (A, 1000x) e maltodextrina (B,
1000x).
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A maltodextrina e o amido proporcionaram rendimentos semelhantes de
microcapsulas apos secagem. Entretanto a maltodextrina favoreceu uma maior eficiéncia de
encapsulagdo, pois houve uma maior recuperacdo de células vidveis de Saccharomyces
cerevisiae A8L3 apds spray drying, quando comparado ao amido. Além disso, as leveduras
encapsuladas em maltodextrina sobrevivem ao armazenamento a 4°C por 60 dias e possuem
capacidade de adsorcéo in vitro de AFB;. Dessa forma, € possivel empregar a maltodextrina
na tecnologia de microencapsulacdo de probidticos e adsorventes de micotoxinas, 0 que
contribui para a utilizacdo deste micro-organismo vivo em alimentos para animais com a

finalidade de melhorar a sanidade e reduzir a presenca de micotoxinas.

4. Conclusdes

A maltodextrina e o amido forneceram bom rendimento no processo de
encapsulamento da cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3 por spray dryer. A
microencapsulacdo com maltodextrina apresentou maior recuperacdo de células viaveis,
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 adsorgéao in vitro
de AFB;.
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5 Capitulo lII?
Saccharomyces cerevisiae microencapsulada como adsorvente de aflatoxina B; em racoes

para alevinos de tildpia-do-Nilo

* Elaborado conforme normas da revista Pesquisa Agropecudria Brasileira.
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo da cepa Saccharomyces
cerevisiae A8L3 microencapsulada em racdes contaminadas com aflatoxina B; sobre o
desempenho zootécnico e a resposta imunoldgica de 6rgdos hematopoiéticos de alevinos de
tilapia-do-Nilo. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, representados por
quatro tratamentos: T1- 0,0 pg/k de AFB; e 0,0 UFC/g de levedura; T2 - 0,0 pg/kg de AFB; e
10" UFC/g de levedura; T3 - 100 pg/kg de AFB; e 0,0 UFC/g de levedura; T4 - 100 pg/kg de
AFB; e 10" UFC/g de levedura, com quatro repetices por tratamento. Foram avaliados 0s
seguintes parametros: qualidade da agua, desempenho zootécnico, histologia e determinacgéo
da concentracdo de AFB; de baco, rim e musculo, contagem de leveduras da racdo e do
intestino. A adicdo da levedura na racdo contaminada com AFB; ndo influenciou o
desempenho dos peixes (p<0,05) quanto ao ganho de peso, taxa de crescimento especifico,
conversdo alimentar aparente e taxa de sobrevivéncia. Na andlise histologica, foi observado
aumento de células da linhagem linféide no baco e rim. A suplementacdo com Saccharomyces
cerevisiae A8L3 em ragdes contaminadas com AFB; ndo exerceu influéncia negativa sobre o
desempenho zootécnico, mas apresentou efeito imunoestimulante nos 6rgdos hematopoiéticos

de alevinos de tilapia-do-Nilo.

Termos para indexacdo: Microencapsulagdo, Aflatoxina B;, parametros zootécnicos,

adsorcdo, imunoestimulagéo.

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

ug/kg AFB; and 0.0 CFU/g yeast; T2 - 0.0 ng/kg AFB; and 10’ CFU/g yeast; T3 - 100 pg/kg
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AFB; and 0.0 UFC/g of yeast; T4 - 100 pg/kg AFB; and 10" CFU/g yeast, with four replicates
per treatment. The following parameters were evaluated: water quality, zootechnical
performance, histology, AFB; concentration determinations in spleen, kidney and muscle, and
feed and intestinal yeast counts. Yeast additions to the AFB;-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
AFB;-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 B;, zootechnical parameters, adsorption,

immunostimulation

Introducéo

As Aflatoxinas (AF) sdo micotoxinas produzidas principalmente por duas espécies de
Aspergillus da secdo Flavi, especialmente encontradas em climas quentes e imidos (MARIN
et al., 2013). As principais aflatoxinas conhecidas sdo chamadas B;, B, G; e G,, com base na
sua fluorescéncia 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 sdo rapidamente absorvidas e metabolizadas principalmente no figado, sendo a
Aflatoxina B; (AFB;) considerada a mais toxica, pois apresenta efeitos hepatotoxicos,
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e imunossupressores em uma variedade de
espécies animais, incluindo vertebrados aquaticos (MARIN et al., 2013; MATEJOVA et al.,

2017).
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A alimentacdo ¢é fator fundamental para todos os sistemas de producdo animal e
qualquer aspecto que afete sua seguranca e qualidade é uma restricdo significativa no
desempenho produtivo dos animais (BRYDEN, 2012). O principal objetivo da nutricdo dos
peixes é fornecer, de forma econémica, uma mistura de ingredientes nutricionalmente
equilibrada para promover o crescimento, o desempenho reprodutivo, a qualidade da carne e a
salde dos animais. A qualidade dos produtos utilizados em alimentos para peixes cultivados
tornou-se um aspecto limitante para a atividade porque esses alimentos sdo substratos ideais
para o crescimento de fungos, que, em condicBes ideais, podem favorecer a sintese de
micotoxinas (ANATER et al., 2016).

Numerosas estratégias tém sido estudadas como métodos de prevencédo e controle de
micotoxinas em alimentos (MALLMANN et al., 2006). A descontaminacdo biolégica dos
alimentos por bactérias acido laticas e leveduras probidticas destacam-se como alternativas
para prevenir a absorcdo intestinal da toxina pelo animal (BRYDEN, 2012; PINHEIRO et al.,
2015).

A detoxificacdo por adsorcdo é realizada por inclusdo de cepas probidticas de micro-
organismos Vivos, que possuem status geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) (FAO;
WHO, 2002), adicionados a racdo e sao responsaveis por diversos efeitos benéficos a salde,
além de reduzir os efeitos deletérios das micotoxinas nos animais de producdo (PIZZOLITTO
et al.,, 2011; PFLIEGLER et al., 2015). Varias 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 aquaticas sdo escassos.
As propriedades benéficas dos micro-organismos sdo cepa-dependentes, dessa forma faz-se
necessaria a avaliacdo de cada novo produto originado a partir de uma nova cepa de levedura

(KELLER etal., 2012).
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A utilizacéo de probidticos/adsorventes em aquicultura ainda é vista como um desafio,
devido as condicGes do ambiente aquatico e do trato gastrointestinal, os micro-organismos
viaveis podem ndo estar em numeros suficientes nos possiveis locais de acdo (PINPIMALI et
al., 2015). Nesse sentido, o microencapsulamento da cepa de levedura, a ser utilizada em um
novo produto para aquicultura, ¢ uma forma de manter a viabilidade e as caracteristicas
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 inclusdo da cepa
microencapsulada Saccharomyces cerevisiae A8L3 em racdes contaminadas com aflatoxina
B, sobre o desempenho zootécnico e a resposta imunoldgica de 6rgdos hematopoiéticos de

alevinos de tilapia-do-Nilo.

Material e Métodos

Esta pesquisa esta de acordo com o0s principios éticos em pesquisa com animais e foi
aprovada pela Comissdo de Etica e Experimentagdo no Uso de Animais da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), Teresina, Pl, sob o protocolo n® 302/17. O experimento foi
conduzido no Laboratério de Pesquisa em Piscicultura (LAPESPI) no Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), com duragdo de 32 dias,
compreendidos entre 0os meses de setembro a outubro de 2017, e as demais anélises, no
Laboratorio de Controle Microbiologico de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa e
Processamento de Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI). Foram utilizadas 16 caixas d’aguas de
polietileno com capacidade para 250 litros de agua, dotadas de sistema de entrada e saida de

agua individual, sendo abastecida por meio de um reservatério externo com agua de poco
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tubular, supridas com aeracdo constante por meio de pedra microporosa ligada a um
compressor de ar.

O ensaio seguiu delineamento inteiramente casualizado, representado por quatro
tratamentos e quatro repeticdes, sendo 10 peixes por unidade experimental. Os tratamentos
foram classificados em: Tratamento 1 (T1) com 0,0 pg/kg de AFB; e 0,0 UFC/g de levedura,
sendo o controle; Tratamento 2 (T2) com 0,0 pg/kg de AFB; e 10’ UFC/g de levedura;
Tratamento 3 (T3) com 100 pg/kg de AFB; e 0,0 UFC/g de levedura; Tratamento 4 (T4) com
100 pg/kg de AFB; e 107 UFC/g de levedura.

Para o preparo dos tratamentos, foram produzidos nucleos de aflatoxina conforme
metodologia adaptada de Magnoli et al. (2011), que utiliza fermentacédo 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. Apds resfriamento, foram adicionados 10 mL de agua
destilada esterilizada em cada frasco. Depois, transferiu-se uma algada 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
homogeneiza¢do manual realizada trés vezes por dia.

Apos incubacdo, o arroz contaminado foi moido formando um nicleo que seguiu para
quantificacdo das aflatoxinas (B;, B2, G1 e G,) por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando um cromatégrafo SHIMADZU®, modelo PROMINENCE com
detector de fluorescéncia modelo RF-10AXL SUPER de acordo com a metodologia proposta
por Trucksess et al. (1994). As separac¢Oes cromatograficas foram realizadas em uma coluna
de fase reversa (de silica gel, 150 x 4,6mm id., 5,0 um de tamanho de particulas, VARIAN,
Inc. Palo Alto, EUA). Para anélise, utilizou-se uma aliquota de 200 pL. da amostra, que foi

acrescida de 700 pL de solug¢do derivatizante, composta por acido trifluoroacético: acido
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acetico glacial: agua (20:10:70, v/v). Como fase movel, utilizou-se um sistema isocratico
acetonitrila: metanol: dgua (17:17:66 v/v) a uma vazédo de 1,5 mL/min. O limite de deteccéo
do método analitico utilizado foi de 0,4 ng/g. O volume de injecdo foi de 20 uL.

Para preparo das microcapsulas foi utilizada a cepa de Sacharomyces cerevisae A8L3
isolada de ambiente de piscicultura, pertencente a colecdo de culturas do Laboratério de
Controle Microbioldgico de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de
Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI), que tem capacidade probiética e adsorvente de AFB;
comprovadas por testes in vitro. Para obtencdo 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 agua destilada) e incubada sob agitacdo a 150 rpm
durante 24 h a 28 + 2°C. Apds incubacdo, 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 agitacéo a 150 rpm durante 48 h a 28 + 2°C. O meio de cultivo com as celulas
foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos, desprezando-se o sobrenadante e o sedimento
foi lavado duas vezes com agua destilada esterilizada.

O concentrado de células presentes no sedimento (pellets) foi pesado e reservado, em
seguida pesou-se 0 encapsulante maltodextrina em quantidade equivalente a obtida com os
pellets. O célculo da quantidade de agua destilada necessaria para preparo da solucdo de
alimentacdo do spray dryer (de escala laboratorial, B-290 mini spray dryer, Buchi) foi
realizado baseado no somatério dos pellets e do encapsulante, correspondendo a 5% de
solidos. Em seguida, a maltodextrina foi pesada e transferida para um frasco tipo Erlenmeyer
que continha agua destilada correspondente aos 95% da solucdo de alimentacdo do spray
dryer. Esta solucdo foi esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos resfriar, 0s

pellets foram acrescentados assepticamente a solucdo encapsulante para finalizacdo do
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preparo da solucdo de alimentacdo do spray dryer. Foram utilizadas as seguintes
temperaturas: de entrada de 105°C e de saida de 70°C para obtencdo das microcapsulas, que
foram coletadas na base do ciclone e, posteriormente armazenadas em frascos esterilizados
hermeticamente fechados, sendo armazenadas em refrigeracdo (4,0°C) até o momento da
preparacdo das dietas experimentais. O procedimento de encapsulamento da levedura foi
realizado duas vezes para a obtencdo de microcapsulas suficiente para a composicdo dos
tratamentos.

Apds o encapsulamento foi realizada a contagem do nimero de leveduras viaveis pelo
método de semeadura por espalhamento em superficie no agar extrato de levedura peptona
dextrose suplementado com cloranfenicol (dgar YPD, composto por: 10 g de peptona; 10 g de
glicose; 5,0 g de extrato de levedura; 7,5 g de agar, em 500 mL de &gua destilada).

Em seguida, para o preparo dos tratamentos, amostras de racdo comercial para peixes
foram analisadas para deteccdo de AFB; por CLAE no laboratério de Controle
Microbioldgico de Alimentos do NUEPPA/CCA/UFPI. As amostras que apresentaram niveis
ndo detectaveis foram utilizadas para constituir a ragdo controle (T1) e para formular os
demais tratamentos (T2; T3 e T4). Para a preparacdo das dietas, a racdo comercial selecionada
foi moida em liquidificador doméstico (Durabrand®).

A formulacdo dos tratamentos foi realizada com a mistura da ragdo moida com o
nacleo de aflatoxinas e as microcapsulas de S. cerevisiae conforme a composi¢do de cada
tratamento. Para compor o T1 - utilizou-se apenas a racdo moida peletizada. Para os demais
tratamentos: T2 - racdo moida (1.000 g) acrescentada de microcapsulas de leveduras (10’
UFC/g); T3 - racdo moida (1.000 g) acrescentada de nicleo de AF (100 pg/kg); d) T4 - racdo
moida (1.000 g) acrescentada de microcapsulas de leveduras (10" UFC/g) e nlcleo de AF
(100 pg/kg). Em seguida as formulagdes foram pesadas, homogeneizadas, umedecidas (+20%

do volume preparado) e peletizadas em méaquina de moer carne, e padronizadas quanto a
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granulometria com auxilio de peneira granulométrica Bertel® (abertura de 4,75 mm). Ap6s
esse processamento, as ragdes foram secas em estufa de secagem e esterilizacdo (FANEM®,
modelo 320 — SE) por 48 horas a 45°C, até atingir aproximadamente 3,0% de umidade.
Posteriormente, 1,0 kg de racdo de cada tratamento foram transferidos para depositos
plasticos com tampa para uso alimentar. Depois foram armazenadas em refrigeracdo (4,0°C)
até o momento de utilizacdo durante todo o periodo de preparacdo e realizacdo do
experimento (60 dias). No inicio e final do experimento as racGes de T2 e de T4 foram
analisadas, através da diluicdo decimal seriada com semeadura por espalhamento em
superficie do agar YPD suplementado com cloranfenicol, para garantir a contagem total de
10" UFC/g células viaveis de levedura.

Para o teste in vivo foram adquiridos 400 alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) proveniente da Associacdo de Piscicultores de Nazaria, Piaui, revertidos
sexualmente para macho. Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em tanques de cimento
de 1000L e permaneceram por uma semana para adaptacao as condi¢cdes ambientais de agua e
temperatura. Durante esse periodo foram alimentados com a racdo T1 (sem niveis detectaveis
de AFB;) duas vezes ao dia a vontade.

ApOs esse periodo, para povoamento das caixas realizou-se a biometria dos peixes
selecionando-se 160 animais com peso medio de 17,6 £ 0,4 g, que foram distribuidos em 16
caixas d’adguas na densidade de 10 alevinos por caixa, visando padronizar a distribuigao
conforme a biomassa por unidade experimental. Para tanto, os alevinos foram anestesiados
utilizando-se a concentracdo de 50 mg/L de eugenol para promover sedacdo profunda
permitindo a coleta dos dados das pesagens.

Durante a execucdo da fase experimental, semanalmente eram pesadas 400 g da racéo
por tratamento para serem distribuidas conforme a alimentacao diaria dos peixes. Estas ragcdes

eram estocadas em recipientes plasticos devidamente vedados identificados conforme o
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tratamento, que eram conservados em recipiente isotérmico com gelo reciclavel trocado a
cada dois dias visando preservar a viabilidade das leveduras nas ragdes fornecidas aos peixes.

A alimentacdo era ministrada duas vezes ao dia (as 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 residuos. Apds o processo de
sifonagem, completava-se 0 volume da agua das unidades experimentais.

Semanalmente foram monitorados nas unidades experimentais 0s parametros de
qualidade da agua: pH, oxigénio dissolvido, aménia e nitrito, utilizando o kit do produtor de
4gua doce da Alfakit®, sequindo as recomendacdes do manual do fabricante.

A fase experimental foi concluida ap6s 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 concentracdo de 424 mg/L de eugenol
para coleta das biometrias finais. Em seguida, os animais foram eutanasiados por hipotermia.
Apo0s constatacdo do 6bito, de cada unidade experimental foram destinados trés peixes para
cada um das analises: histopatoldgicas, contagem de leveduras do intestino e deteccdo de
residuos de aflatoxina nos 6rgaos.

Para determinacdo dos parametros de desempenho zootécnico, os dados coletados
foram utilizados nas seguintes equacdes:

a) Formula 1: Ganho de peso médio

GPM = PMF — PMI

Onde:

GPM = Ganho de peso médio

PMF = Peso médio final

PMI= Peso médio inicial



b)

d)

Formula 2: Taxa de crescimento especifico

TCE = [(Ln Pmf—LnPmi) x 100] / T

Onde:

TCE = Taxa de crescimento especifico

Ln Pmf = Logaritmo neperiano do peso médio final
Ln Pmi = Logaritmo neperiano do peso médio inicial

T = Periodo experimental

Formula 3: Consumo médio de racédo

CMR=CTR/N

Onde:

CMR = Consumo médio de racdo

CTR = consumo total de racédo

QPV= quantidade de peixes vivos no final do periodo experimental

N = n° de animais

Foérmula 4: Consumo diario de racao
CDR=CMR/T

Onde:

CDR = Consumo diario de racéo
CMR = Consumo médio de racao

T = Periodo experimental

Formula 5: Converséo alimentar aparente

CAA =CDR/GPMD
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Onde:
(CAA) = Conversdo alimentar aparente
CDR = Consumo diério de racédo

GPMD = Ganho de peso médio diario

f) Foérmula 6: Taxa de sobrevivéncia
TS =100 x (QPE- QPV) / QPE
Onde:
TS = Taxa de sobrevivéncia (%)
QPE = quantidade de peixes estocados

QPV= quantidade de peixes vivos no final do periodo experimental

Dos peixes selecionados para as analises histopatologicas foram retiradas amostras dos
6rgdos hematopoiéticos (baco e rim). As amostras foram transferidas para coletores de
amostra bioldgica, fixadas em formol tamponado a 10% e encaminhadas ao Laboratério de
Patologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui
(UFPI) para processamento histologico. Os tecidos fixados foram processados segundo
técnicas rotineiras de inclusdo em parafina, cortados em micrétomo (4,0 um) e corados pela
hematoxilina e eosina (H-E). Os cortes histoldgicos foram examinados no microscopio
trinocular Nikon Eclipse E200® e fotografados em microscopio Leica Qwin D-1000®, versdo
4.1 com sistema de analise de imagem computadorizada com aumento de 100, 200 e 400
Vezes.

Para a determinacdo da concentracdo de AFB; em oOrgdos hematopoiéticos (baco e
rim) e masculo, realizou-se um pool individual das amostras de bago, rim e musculo, de cada

tratamento. As amostras, de cada pool, foram fracionadas com auxilio de bisturi e
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ressuspendidas em 100 mL da solucdo de acetonitrila e agua (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. Apds a homogeneizacao, a mistura foi filtrada em papel
Whatman n° 4 (Whatman, Inc., Clifton, New Jersey, E.U.A.).

Em seguida, transferiu-se uma aliquota de 8,0 mL do filtrado para um tubo de ensaio
com capacidade para 10 mL para purificacdo utilizando colunas Multifuncional Mycosep
228® (Romer Labs Inc., MO., E.U.A), sequindo as instrucdes do fabricante. Apds essa
purificacdo, foi transferida uma aliquota de 4,0 mL do extrato purificado para outro frasco
tipo Erlenmeyer com capacidade para 25 mL para evaporacdo em banho-maria a 70°C até
secar, aproximadamente 120 minutos. Decorrido este tempo, 0 extrato seco para deteccédo foi
ressuspendido em 4,0 mL de acetonitrila, e seguiu-se para derivatizacao utilizando 200 pL da
amostra acrescido de 700 pL do derivatizante, composta por &cido trifluoroacético: acido
acetico glacial: agua (20:10:70, v/v), onde permaneceu a 70°C por oito minutos. Na
sequéncia, foi realizada a quantificacdo de AFB; conforme metodologia descrita por
Trucksess et al. (1994), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), no mesmo
aparelho descrito na etapa de producdo dos nucleos descrita anteriormente.

Para contagem e isolamento das leveduras presentes no intestino dos peixes
eutanasiados removeu-se a por¢do muscular e dssea delimitada por incisGes para obter a
visualizacdo anatdbmica das visceras e das estruturas internas da cavidade celomética. O
procedimento foi realizado conforme recomendacdes de Bossolan (2001) da seguinte forma:
os peixes foram colocados em decubito lateral esquerdo e realizaram-se assepticamente
incisbes com bisturi da seguinte forma: inicialmente um corte longitudinal proximo ao
opérculo, seguida incisao transversal seguindo a linha lateral, depois outro corte longitudinal
proximo insercdo da nadadeira anal e finalmente outra incisdo transversal na regido ventral

proxima a linha Alba.
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Ap0s visualizacdo 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 exposicdo das mucosas. Na
sequéncia, o contetdo 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 superficie através de diluicdes
decimais seriadas. Para tanto, aliquotas de 1,0 mL dos frascos contendo caldo YPD
enriquecido foram transferidas para tubos com 9,0 mL agua peptonada a 0,1%, para preparo
da diluicdo 10™, a partir destas foram realizadas diluices seriadas até 10°. Aliquotas de 0,1
mL das respectivas diluicbes foram semeadas em Agar YPD incubadas a 37°C por 48 h em
estufa microbioldgica B.O.D (PITT; HOCKING, 2009). Apds crescimento das leveduras,
realizou-se a contagem das coldnias totais vidveis expressas como UFC/g utilizando um
contador de coldnias do tipo Quebec.

Os dados quantitativos (parametros fisico-quimicos da dgua, desempenho zootécnico e
contagens de leveduras do intestino) obtidos foram submetidos & analise de variancia e o teste
de comparacdo de médias de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade, seguindo o0s

procedimentos do programa software livre R versdo 3.4.1.

Resultados e discussoes

Durante o desenvolvimento da pesquisa pode-se observar que os resultados relativos a

qualidade da agua (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 aguas destinadas a criacdo
natural e/ou intensiva (aquicultura) de organismos aquéaticos ao consumo humano. Dessa
forma, infere-se que a qualidade da adgua nédo influenciou no desempenho dos alevinos, por
ndo terem sido observadas diferencas significativas nos parametros fisico-quimicos da agua

entre os tratamentos.

Tabela 1. Médias e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos da agua das caixas de
alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com racdes contendo AFB; e S. cerevisiae

microencapsulada no periodo de 32 dias.

T3: 100 T4: 100
pg/kg de pg/kg de
AFB;e00  AFB;e 10’
UFC/g de UFC/g de
levedura levedura

T1:0,0 ug’lkg  T2: 0,0 pg/kg
de AFB; e de AFB; e
0,0 UFC/gde 10" UFC/g de
levedura levedura

Parametros

Temperatura da agua (°C) 28,3%+0,5 28,0+ 0,8 28,0°+0,8 27,8%+0,2
Oxigénio dissolvido mg/L 7,00+0,0 7,00£0,0 7,00+£0,0 7,00+0,0

Amonia mg/L 1,4°+0,8 1,00+0,8 1,4°+0,9 1,4°+0,9
Nitrito mg/L 0,2°+0,2 0,2°+0,2 0,2°+0,2 0,2°+0,2
pH 7,2°+0,2 7,22+0,2 7,22+0,2 7,22+0,2

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

N&o houve diferencas significativas (P>0,05) no peso médio inicial, peso médio final,
ganho de peso médio, consumo médio de racdo e taxa de sobrevivéncia dos alevinos no
periodo experimental. Constatou-se efeito significativo (P<0,05) na taxa de crescimento
especifico entre os tratamentos T2 (10’ UFC/g de levedura) e T3 (AFB,), no consumo diério
de ragdo entre T1 (controle), T2 e T4 (AFB; + 10’ UFC/g de Levedura), e na conversio

alimentar aparente entre T1 e T3 (tabela 2).



Tabela 2. Desempenho de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com ragdes contendo AFB; e S. cerevisiae microencapsulada no periodo de

32 dias.
A T1: 0,0 ng/kg de T2:0,0 ;;tg/kg de T3: 100 pg/kg de T4: 100 #g/kg de
Parametros AFB; e 0,0UFC/gde AFB;e 10" UFC/gde AFB;e0,0UFC/gde AFB;e 10" UFC/gde
levedura levedura levedura levedura
Taxa de sobrevivéncia (%) 97,525 952+ 12,91 87,52+ 15 852+ 10
Peso médio inicial (g) 17,64°+ 1,14 17,28°+ 2,2 18,19* + 0,79 17,3%+1,84
Peso médio final (g) 35,11°+0,5 35,37%+5,71 34,37°+ 4,19 33,59% + 2,02
Ganho de peso médio (GPM) 17,46% + 1,55 18,09 + 5,02 16,18%+ 3,74 16,29% + 0,62
Taxa de crescimento especifico (TCE) 2,15% + 0,24 2,23%+ 0,45 1,52° + 0,26 1,56 + 0,36
Consumo médio de racéo (CMR) 25,22% +1,76 26,91°+3 27,34%+ 2,16 25,0 + 2,68
Consumo diéario de racdo (CDR) 7,66%+0,2 7,9%+0,24 7,4+ 0,75 6,58" + 0,32
Conversdo alimentar aparente 1,5°+0,12 1,65% + 0,09 2,242+ 0,41 2,12®° +0,5

Médias seguidas por letras iguais, nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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As espécies de tilapia sdo cultivadas em todo o mundo devido ao seu rapido
crescimento, facil adaptacdo a diferentes condicdes de cultivo e bom rendimento de carcaca
(ZHOU et al., 2009). Provavelmente, fatores como a rusticidade dessa espécie a faz suportar
condicdes adversas, como a intoxicacéo por aflatoxina B;, pois no T3 (100 pg/kg de AFB; e
0,0 UFC/g de levedura) ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para as
variaveis: ganho de peso médio, consumo medio de racdo, consumo diario de racao e a taxa
de sobrevivéncia, houve diferenca significativa apenas na taxa de crescimento especifico e
conversao alimentar aparente.

O parametro ganho de peso possui relevante importancia para avaliacdo dos efeitos
deletérios de AFB; no desenvolvimento de peixes. Deng et al. (2010) pesquisaram os efeitos
de dietas contaminadas com AFB; em alevinos de tilapia, e observaram que o ganho de peso
foi significativamente menor apds 15 semanas de consumo de dieta com 1.641 pg AFBy/Kg.
Anh Tuan et al. (2002) também pesquisaram os efeitos de dietas em diferentes concentracdes
de AFB; em alevinos de tilapia durante oito semanas, e puderam constatar que o ganho de
peso foi menor em dietas que continham concentrages iguais ou superiores a 2.500 pg/kg. E
possivel inferir que o efeito toxico da AFB; sobre o ganho de peso pode depender da dose de
toxina ingerida e do tempo de duragéo da exposicao.

No presente estudo, que utilizou ragdes contendo 100 ug de AFB;/kg nos tratamentos
T3 e T4 por quatro semanas, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
tratamentos na taxa de sobrevivéncia dos alevinos de tilapia-do-Nilo (tabela 2). Anh Tuan et
al. (2002) alimentaram alevinos de tilapia-do-Nilo por oito semanas com ragdes contendo
diferentes niveis de AFB; e verificaram que valores até 10.000 pg de AFB4/kg néo interferiam
na taxa de sobrevivéncia dos peixes, e que valores acima de 100.000 pg de AFB;/kg ocorriam
expressiva perda de peso com elevadas taxas de mortalidade. Deng et al. (2010) néo

encontraram diferencas na taxa de sobrevivéncia de alevinos de tilapias alimentadas com
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racdo contendo AFB; até 1.641 pg/kg por 20 semanas. A legislagdo brasileira, através da
Portaria n°. 07, de 9 de novembro de 1988 (BRASIL, 1988), estabelece como limite maximo
50 pg/kg de aflatoxinas para alimentos de consumo animal, matérias primas e racdes. Apesar
da concentracdo de AFB; utilizada neste experimento ter sido o dobro do recomendado pela
legislacdo, observou-se até 15% de mortalidade das tilapias testadas em condigdes
experimentais, somando-se todos os tratamentos, sendo considerada uma porcentagem
aceitavel. Este fato, provavelmente se deve a resisténcia desta espécie, que tem capacidade de
suportar por maior periodo niveis mais elevados da toxina do que 100 pg 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
contribuido para a taxa de crescimento especifico significativa observada no T2, no qual a
racdo foi suplementada pela levedura S. cerevisiae A8L3, em comparagdo ao T3, em que foi
acrescentado AFB;. Segundo Baldisserotto (2002) a taxa de crescimento especifico € uma
estimativa véalida para peixes jovens e observados por um curto periodo de tempo, assim
considera-se um parametro 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 tilapia-do-Nilo, e obtiveram aumento da taxa de crescimento especifico. Sendo
assim, a adicdo de S. cerevisiae A8L3 na racdo de alevinos de tilapia-do-Nilo promoveu o
crescimento, pois favoreceu o consumo de racdo devido a suplementacdo da ragdo com as
microcapsulas de levedura.

A eficiéncia do uso de agentes adsorventes fisicos e biologicos de micotoxinas tem
sido amplamente estudada e demonstrada tanto in vitro como in vivo com uma capacidade
elevada de adsor¢do (MALLMANN et al., 2006; JARD et al., 2011; PIZZOLITTO et al.,
2011; KELLER et al., 2012). Nesse contexto, a utilizacdo da levedura Saccharomyces

cerevisiae mostrou efeitos positivos na reducdo de aflatoxicoses em aves (PIZZOLITTO et
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al., 2013), porém poucos estudos testaram a acdo de adsorventes bioldgicos na aquicultura.
Nesta pesquisa realizada com alevinos de tilapia-do-Nilo, a inclusdo de S. cerevisiae A8L3
microencapsulada no T2 e T4 favoreceu o desenvolvimento dos peixes como pode ser
observado pela taxa de crescimento especifico, pois mesmo com a reducdo do consumo diario
de racdo no T4 (tabela 2) a levedura foi eficiente e promoveu o crescimento dos peixes. Em
pesquisa de Pinheiro (2016) a inclusdo da cepa Saccharomyces cerevisiae em racdo com 100
ug de AFByi/kg promoveu reducdo no ganho de peso médio de alevinos de tambaqui
(Colossoma macropomum), sem ter influenciado a taxa de crescimento especifico. Selim et al.
(2014) observaram que a Saccharomyces cerevisiae utilizada como adsorvente de AFB; na
alimentacdo de alevinos de tilapia-do-Nilo ndo favoreceu a taxa de crescimento especifico. A
microencapsulacdo com maltodextrina pode ter protegido a cepa de S. cerevisiae A8L3
durante a passagem pelo trato gastrointestinal, proporcionando um relevante efeito adsorvente
de AFB; e incrementando o desempenho zootécnico das tilapias.

No inicio e no final do experimento foi realizada a contagem de leveduras nas ra¢es
dos tratamentos T2 e T4 que estavam em uso. No final do experimento, as ragdes contendo a
cepa de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada permaneceram viaveis mesmo em condicdes de
estocagem para uso diario em recipiente isotérmico com gelo reciclavel, obtendo-se contagens
semelhantes (tabela 3). Este fato sugere que a encapsulacdo e a temperatura de conservagédo
foram eficientes para preservar a viabilidade das cepas nas ra¢fes durante o experimento.
Também se constatou, através da contagem de leveduras no intestino, a capacidade de
sobrevivéncia das leveduras a passagem pelo trato gastrointestinal dos alevinos alimentados
com os tratamentos T2 e T4 (tabela 3). Iwashita et al. (2015) utilizaram probiotico comercial
contendo 6,08 log UFC/g de Sacharomyces cerevisae e também recuperaram as mesmas
contagens da levedura no intestino de tilapia-do-Nilo. Meurer et al. (2007) também

suplementaram a racdo com probiotico 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 tilapia. Dentre todas as qualidades
da S. cerevisiae como probiotico, ressalta-se a capacidade de colonizacdo desta levedura no

intestino dos peixes preservando a quantidade de células viaveis presentes nas racoes.

Tabela 3. Contagem de leveduras da racdo e do intestino de alevinos de tilapia-do-Nilo

alimentados com racGes contendo AFB; e S. cerevisiae microencapsulada no periodo de 32

dias.
T}ILO’(?G T2: 0.0 pg/ke Tg;i(lciﬂ: T4: 100 pg/kg
HEXE de AFB;e7,0 HEXE de AFB; e 7,0
Contagem (log UFC/g) AFB,e0,0 log UFC/g de AFB;e0,0 log UFC/g de
log UFC/g log UFC/g
levedura levedura
de levedura de levedura
Racdo inicio do experimento -- 7,70+ 0,02 -- 7,60%+0,15
Racdo apds o final do
_ _ - 7,28 +0,03 - 7,28 +0,14
experimento (32 dias)
Intestino -- 7,93% £ 0,24 -- 7,84%+0,10

Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
(--) N&o foram realizadas essas contagens

N&o houve niveis detectaveis desta micotoxina de AFB; no baco, rim e musculos de
alevinos de tilapia-do-Nilo nos tratamentos T3 e T4, talvez devido ao curto periodo de
exposicdo a toxina, ou a acdo adsorvente da S. cerevisiae A8L3 microencapsulada. Em
trabalho de Selim et al. (2014) encontraram residuo de AFB; na musculatura de O. niloticus
em tratamentos com 200 ug de AFB1/kg por dez semanas. Esta diferenca de resultados pode
ter ocorrido por ter sido utilizada quantidades maiores de toxina por maior periodo de
exposicao.

Uma vez que os peixes ndo possuem linfonodos e seus 0ssos geralmente ndo possuem
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cavidade medular, o tecido hematopoiético esta localizado no estroma do baco e no intersticio
do rim cranial (MUMFORD et al., 2007). Realizou-se a anélise histologica dos Orgaos
hematopoiéticos do bago e rim de alevinos de tilapia-do-Nilo para verificar a toxidade da
AFB; em racbes e o efeito protetor de S. cerevisiae A8L3 microencapsulada. Ndo foram
encontradas lesdes nos bagos dos alevinos que receberam tratamentos sem AFB; (T1 e T2).
No T3 que continha 100 pg/kg de AFB; foi observado no baco aumento significativo de
células da polpa vermelha e dos centros melanomacrofagos (CMM), e reducdo do tecido
linfoide indicando que a toxina tem potencial efeito imunossupressor.

A propriedade imunossupressora das aflatoxinas em animais de producéo 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 sdo acumulos de células pigmentadas tipo macréfagos presentes
no baco, rins e em menor quantidade em figado. Tém funcéo de armazenar ferro em forma de
hemossiderina, catabolismo dos tecidos e armazenar produtos ndo metabolizados de origem
enddgena ou exdgena, processar antigenos em resposta imune e eliminar da circulacdo
substancias particuladas e soltveis (GODOY, 2013). O significado patoldgico dos CMM
pode ser caracterizado pela quantidade, composicdo e localizacdo nos 6rgdos linfoides que
pode ser observado na figura 1. Os materiais enddgenos sdo obtidos pela fagocitose de células
mortas, particularmente os eritrocitos. Quanto aos materiais exdgenos existem evidencias que
substancias naturais ou experimentais sdo coletadas dentro de CMM. Essas descobertas
evidenciam a importancia dos CMM na depuracédo de detritos e no armazenamento em longo
prazo de materiais altamente indigestiveis e/ou toxicos (STEINEL; BOLNICK, 2017). Deste
modo, aflatoxina presente na racdo pode ter sido metabolizada pelos macrofagos e depositada
no baco em forma de CMM nos alevinos do T3.

A levedura Saccharomyces cerevisiae contém varios compostos imunoestimuladores,

tais como B-glucanos, acidos nucleicos e oligossacarideos de manano, por este motivo, esta
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espeécie 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 (AFB; e S. cerevisiae) €
notavel o aumento de células da polpa branca e um nimero menor de CMM, sugerindo que a
levedura adsorveu parte da aflatoxina, reduzindo a absorcéo pelo intestino, e ainda propiciou a

linfopoiese do baco (figura 1).

Figura 1. Estudo histolégico de tecido esplénico em alevinos de tilapia-do-Nilo expostos a

dietas contaminadas com AFB; durante 32 dias, coloragdo 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 — Presenca de centros melonomacrofagos (seta preta) e

(D) T4 - Aumento do tecido linfoide da polpa branca.
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A parte cranial dos rins dos peixes € quase exclusivamente hematopoiética, sendo
considerada como o sitio primario para renovacao 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 p-glucano foi capaz de neutralizar a
imunossupressdo induzida por AFB; em tilapia-do-Nilo. Com relacdo aos achados
histologicos no rim, em todos os tratamentos ocorreu desprendimento da lamina basal dos
tubulos, porém em maior intensidade no T3, com moderada vacuolizacdo das células
epiteliais e pouca quantidade de tecido hematopoiético, sendo que essa reducdo poderia ser o
resultado do efeito toxico das aflatoxinas nos tecidos hematopoiéticos. Em T1 e T2 o tecido
hematopoiético encontra-se preservado, porém em T2 ha o predominio de células da série
linfoide. J& em T4, observou-se um aumento de células linfocitarias no tecido hematopoiético,
indicando que a inclusdo da levedura estimulou a imunidade dos peixes (figura 2).

A suplementacdo das racGes com Saccharomyces cerevisiae microencapsulada
influenciaram positivamente a taxa de crescimento especifico e a imunidade dos alevinos de
tilapia-do-Nilo. Entretanto € de extrema importancia a continuidade de estudos que avaliem
um tempo maior de exposicdo a AFB;, principalmente nas fases aguda, subaguda e cronica da

intoxicagdo, assim como a inclusdo de niveis maiores da levedura nas dietas.

& |
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Figura 2. Estudo histoldgico de tecido renal em alevinos de tilapia-do-Nilo expostos a dietas

contaminadas com AFB; durante 32 dias, coloragdo por H-E (aumento 40x). (A) T1- tecido
hematopoiético; (B) T2- tecido hematopoiético com predominio de linfécitos; (C) T3 -

moderada vacuolizacdo e (D) T4 — aumento de células linfoides.

A utilizagdo da levedura encapsulada pode ter favorecido a imunidade dos animais,
por isso faz-se necessario estudos dos mecanismos envolvidos nas respostas imunes ndo
especificas relacionadas a intoxicacdo por AFB; e a relacdo da levedura na imunoestimulacao
do organismo. Dessa forma, é essencial dar prosseguimento a estas investigacdes em busca de
resultados mais consistentes, que permitam conhecer formas de melhorar o desempenho e

sanidade dos peixes.

Conclusoes

1. A inclusdo da cepa microencapsulada Saccharomyces cerevisiae A8L3 em ragdes
contaminadas com aflatoxina B; ndo exerceu influéncia negativa sobre os parametros
zootécnicos de alevinos de tilapia-do-nilo.

2. A analise histoldgica de 6rgdos hematopoiéticos (baco e rim) mostrou que a
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suplementacdo com a cepa Saccharomyces cerevisiae AB8L3 apresentou efeito
imunoestimulante em alevinos alimentados com ra¢Ges nao contaminadas e contaminadas

com AFB;.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O isolamento e identificacdo das leveduras do ambiente de viveiros de piscicultura
permitiu o0 conhecimento da diversidade microbiana desses habitats. Ainda assim, se fazem
necessarios estudos que caracterizem a microbiota dos ambientes de aquicultura, pois a busca
por leveduras probioticas e adsorventes de micotoxinas deve estar pautada na utilizagdo de
cepas nativas do trato gastrointestinal dos peixes ou que estejam presentes na populagédo
microbiana do ambiente aquatico. Com base nos resultados desta pesquisa, foram isoladas
cepas de Saccharomyces cerevisiae de viveiros de piscicultura que possuem capacidade
probidtica e adsorvente de micotoxinas.

A microencapsulacdo de probioticos € 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 adsorcao
preservada, sendo ideal para a inclusdo desta cepa em ragdes para estudos in vivo.

A suplementacdo das racGes com Saccharomyces cerevisiae microencapsulada nédo
exerceu efeitos negativos nos parametros zootécnicos dos alevinos de tilapia-do-Nilo, além
disso, influenciou positivamente a imunidade dos mesmos. Diante do exposto, é de extrema
importancia a continuidade de estudos que avaliem os mecanismos envolvidos nas respostas
imunes ndo especificas relacionadas a intoxicacdo por AFB; e a relacdo da levedura na
imunoestimulacéo do organismo.

Nos ultimos anos houve um avanco substancial nos estudos de micro-organismos
probidticos com habilidade de descontaminagdo de micotoxinas em alimentos e ragdes, porém
mais pesquisas se fazem necessarias para o entendimento dos mecanismos de adsorcdo de

micotoxinas e das propriedades benéficas de outras leveduras e bactérias probioticas.
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