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RESUMO GERAL

TARAN, Fernanda Melo Pereira. Fumonisina B; em alimentos para equinos: interacoes
em sistemas de digestdo in vitro com Saccharomyces cerevisiae. 2016. 74p. Tese
(Doutorado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Objetivou-se avaliar a capacidade adsorvente da levedura Saccharomyces cerevisiae (SC)
para micotoxina Fumonisina B; (FB3), a biodisponibilidade da micotoxina e avaliar a
influéncia da micotoxina na digestdo dos nutrientes do milho em digestdo enzimatica in vitro,
na producdo cumulativa de gases e nos parametros quimicos e microbianos apos fermentacéao
in vitro. A pesquisa foi conduzida em trés ensaios experimentais. No ensaio 1 foi avaliada a
adsorcéo in vitro de FB; por Saccharomyces cerevisiae em pH 2 e 6,8, com quatro cepas de
levedura (1, 2, 3 e 4) e cinco concentracdes de 1x107, 5x10’, 1x10° 5x10® and 1x10°
UFC.mL™. No ensaio 2 foi avaliada a digestdo enzimatica in vitro com milhos contaminados
de forma natural ou artificial com FB;. No ensaio 3 foi avaliada a fermentacdo in vitro com
milho naturalmente contaminado (29,01 pg.g™* de FB;), com e sem adicéo de Saccharomyces
cerevisiae. Foi utilizada a técnica de producdo de gases e analises de pH, &cidos graxos
volateis (AGVs), nitrogénio amoniacal (N-NH3) e perfil microbiano. Em todos os ensaios foi
realizada a quantificacdo de FB; por CLAE. Os resultados de adsor¢do do ensaio 1 foram
submetidos a analise de regressdo em funcdo da concentracdo de S. cerevisiae e cepas de
levedura. Os resultados dos ensaios foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e 0s
valores médios comparados pelo teste SNK (P<0,05). A adsorcéo in vitro pela cepa 4 de S.
cerevisiae demonstrou ser estavel tanto em pH 2 e 6,8, sendo os valores de remocéo de FB;
em solucdo de 38% para a concentragdo 1x10° UFC.mL™, superior as demais cepas de
levedura avaliadas. No processo de digestdo enzimatica in vitro, a FB; nédo interferiu na
digestdo dos nutrientes do milho. Além disso, a FB; demonstrou ser altamente soltvel no
meio, visto a baixa recuperacdo no residuo do milho, inferior a 12%. A S. cerevisiae (cepa 4)
foi capaz de adsorver FB; apds digestdo enzimatica in vitro &cida e neutra, em média de 14%.
Na fermentacdo in vitro, a adicdo de S. cerevisiae promoveu aumento na producdo cumulativa
de gases até 24h, bem como aumentou a concentracdo de acido valérico+isovalérico, acido
butirico, N-NHj3 e bactérias celuloliticas. A quantidade de FB; recuperada em solucdo apos
fermentagdo in vitro foi inferior a 5%, similar entre os tratamentos com e sem incluséo de S.
cerevisiae. A adsorcdo de FB; por S. cerevisiae demonstra ser cepa-dependente. Os processos
de digestdo in vitro parecem transformar a molécula de FB; em produtos derivados. A
incluséo de S. cerevisiae demonstrou ser eficaz na digestdo de equinos com presenca de FB;.

Palavras-chave: digestdo enzimatica, fermentacdo, micotoxina



GENERAL ABSTRACT

TARAN, Fernanda Melo Pereira. Fumonisin B; in horse nutrition: digestive interactions
in vitro systems and the effect of Saccharomyces cerevisiae as adsorbent. 2016. 74p.
Thesis (Doctor in Animal Science). Animal Science Institute. Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Was evaluated the adsorbent capacity of the yeast Saccharomyces cerevisiae to mycotoxin
Fumonisin B; (FBj), the bioavailability of mycotoxins and evaluate the influence of
mycotoxin in the digestion of corn nutrients in enzymatic digestion in vitro, the cumulative
gas production and chemical and microbial in vitro parameters after fermentation. The
research was conducted in three experimental trials. In trial 1 the FB; adsorption was
evaluated in vitro by Saccharomyces cerevisiae at pH 2 and 6.8, with four yeast strains (1, 2,
3 and 4) and five concentrations of 1x107, 5x10’, 1x108, 5x10° and 1x10° CFU .mL™. In trial
2 was assessed in vitro enzymatic digestion of maize contaminated with FB; with or without
S. cerevisiae. In trial 3 was evaluated in vitro fermentation with naturally contaminated maize
(29.01 pg.g™* FB;) with and without the addition of Saccharomyces cerevisiae. It used the gas
production technique and pH, volatile fatty acids (VFA), ammonia (NH3) and microbial
profile were maesured. In all trials the quantification of FB; was performed by HPLC. The
results of the in vitro adsorption were subjected to a regression analysis based on the S.
cerevisiae concentration and yeast strains. All results were submitted to analysis of variance
(ANOVA) and mean values compared by SNK test (P<0.05). The in vitro adsorption by S.
cerevisiae (strain 4) demonstrated to be stable in both pH 2 and 6.8 and the values of FB;
removal was 35% in solution for the concentration 1x10° CFU.mL™, greater than other yeast
strains used. In the process of in vitro enzymatic digestion, FB; did not inflluenced in the corn
nutrients digestion. Furthermore, FB; proved to be highly soluble in the medium due to the
low recovery in the residue of maize, less than 12%. The S. cerevisiae (strain 4) was able to
adsorb FB; after neutral and acidic in vitro enzymatic digestion, on average 14%. In in vitro
fermentation, the addition of S. cerevisiae promoted an increase in cumulative gas production
up to 24 hours, and increased the concentration of valeric + isovaleric acid, butyric acid, N-
NH; and cellulolytic bacteria. The amount of FB; recovered after fermentation process was
less than 5% in solution, similar among treatments with and without inclusion of S.
cerevisiae. The FB; adsorption by S. cerevisiae has been demonstrated to be strain-dependent.
The in vitro digestion processes can transform FB; molecule into derivative products. The
inclusion of S. cerevisiae shown to be effective in in vitro digestion of equine with presence
of FB;.

Keywords: enzymatic digestion, fermentation, mycotoxin
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1 INTRODUCAO GERAL

As micotoxinas sdo compostos quimicos toxicos provenientes do metabolismo
secundario de fungos filamentosos e conhecidas pelos danos causados a saude humana e
animal. Devido a diversidade dos efeitos toxicos e de propriedades sinérgicas, as micotoxinas
sdo consideradas grande fator de risco ao consumo alimentar, bem como estdo associadas a
perdas econdmicas em todo mundo, uma vez que sdo encontradas em gréos, subprodutos de
gréos de cereais e forragens.

As micotoxinas podem ser formadas tanto no campo, antes, durante e apos a colheita,
no transporte, processamento e armazenagem, quando as condi¢cdes ambientais sdo favoraveis
ao seu desenvolvimento. Os animais submetidos ao consumo de alimentos contaminados
estdo sujeitos as micotoxicoses, cuja gravidade esta relacionada com a toxidez da micotoxina,
dose administrada, grau de exposicdo, idade e estado nutricional do individuo, além de efeitos
sinérgicos associados a outros compostos aos quais foram expostos. Os principais efeitos
estdo associados a reducdo no crescimento e eficiéncia reprodutiva, imunossupressao,
neuropatias, alteracfes carcinogénicas e, em muitos casos, levando a morte.

Os equinos sdo animais herbivoros monogastricos com fermentacdo no intestino
grosso, que além de consumirem forragens sdo tradicionalmente alimentados com gréos de
cereias, como milho, aveia, trigo e cevada. Contudo, dentre o0 pouco conhecimento descrito na
espécie equina sobre os efeitos de intoxicagcdo por micotoxinas, estdo geralmente relacionados
a contaminacao por graos e subprodutos de milho, principalmente por fumonisinas.

Dentre as micotoxinas de interesse para a espécie equina, a fumonisina B; (FB;)
produzida por Fusarium (F. verticillioides e F. proliferatum), é responsavel por causar
leucoencefalomalécia equina (LEME), principal doenca relacionada com micotoxinas nesta
espécie, que envolve alteracfes do sistema nervoso central, evoluindo até a morte. Entretanto
0 conhecimento aprofundado sobre a contaminagdo natural por fungos e micotoxinas na
alimentacdo e processos digestivos de equinos ainda sdo escassos, normalmente dependentes
da extrapolacdo de observacdes de outras espécies, como ruminantes e suinos. Além disso,
alguns paises no mundo sdo consumidores de produtos de origem equina, como carne e em
menor escala, o leite, o que torna de grande importancia o conhecimento sobre a influéncia
das micotoxinas nesta espécie.

Dentre as alternativas utilizadas em previnir e/ou diminuir os efeitos tdxicos de
micotoxinas, Saccharomyces cerevisiae € utilizada como aditivo antimicrobiano, descrita pela
eficadcia em reduzir a disponibilidade e absorcdo de micotoxinas em solugdo através da
interacdo da toxina aos sitios de ligacbes da parede celular e eliminando através das fezes.

O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade adsorvente in vitro da levedura
Saccharomyces cerevisiae para a micotoxina Fumonisina B; sobre a biodisponibilidade da
micotoxina e avaliar a influéncia da micotoxina na digestibilidade dos nutrientes do milho
contaminado em digestdo enzimatica in vitro, na produgdo cumulativa de gases, nos
parametros quimicos e microbianos apds fermentacdo in vitro. O texto sera apresentado em
capitulos denominados: Capitulo | — Adsorcéo in vitro de fumonisina B; por Saccharomyces
cerevisiae; Capitulo 1l — Digestdo in vitro de milho contaminado com fumonisina B; com
adicdo de Saccharomyces cerevisiae; Capitulo Ill — Fermentagdo in vitro de milho com
fumonisina B;.



2 REVISAO GERAL

2.1 Micotoxinas: Consideragdes Gerais

Os fungos constituem um grupo diversificado de seres vivos eucariontes
multicelulares, unicelulares (leveduras), quimiorganotréficos e geralmente aerébios (Webster;
Weber, 2007). Através das enzimas, degradam a matéria organica de estrutura complexa
como polissacarideos, proteinas, e posteriormente absorvem moléculas na forma estrutural
simples como acucares, aminoacidos, entre outros para o seu desenvolvimento (Webster;
Weber, 2007; Zachariasova et al., 2014).

Dentre as diversas funcBes e caracteristicas, os fungos apresentam beneficios como
relacbes simbidticas com raizes e plantas na fixacdo de nutrientes no solo, biossintese de
antibidticos e produtos de alto valor comercial, bem como auxiliam na formacéo de produtos
de consumo na indudstria alimentar (paes, queijos, vinhos, etc.). Porém, muitos fungos séo
parasitas de plantas e responsaveis por causar grandes perdas econémicas na agricultura, além
de provocar doengas como micoses, alergias, intoxicacdes, tanto em humanos como nos
animais (Bennett; Klich, 2003; Cast, 2003).

Os fungos filamentosos sdo capazes de produzir compostos toxicos provenientes do
metabolismo secundario, como as micotoxinas (Bennett; Klich, 2003; Woloshuk; Shim, 2013;
Zachariasova et al., 2014). Os fungos que produzem micotoxinas relevantes para a agricultura
sdo organismos fitopatogénicos que infectam plantas no campo e em estufas, e saprofitas que
colonizam produtos vegetais pds-colheita (Bath et al., 2010).

As micotoxinas constituem um conjunto heterogéneo de compostos quimicos e tdxicos
de baixo peso molecular, que podem causar graves efeitos sobre a saide humana e animal,
além de plantas e microrganismos (Pitt, 2000; Bennett; Klich, 2003; Cast, 2003; Shephard,
2008; Woloshuk; Shim, 2013). Tais efeitos s&o conhecidos como micotoxicoses, cuja
gravidade depende da toxidez da micotoxina, dose administrada, grau de exposicéo, idade e
estado nutricional do individuo e, dos possiveis efeitos sinérgicos de outros agentes quimicos
(Hussein; Brasel, 2001; Bennett; Klich, 2003; Bhatnagar et al., 2003; Zachariasova et al.,
2014).

Cerca de 300 a 400 compostos sdo reconhecidos como micotoxinas, dos quais cerca de
12 compostos recebem a devida atencdo como prejudiciais a saide humana e animal (Bennett;
Klich, 2003). Dentre os principais géneros de fungos estdo os Aspergillus, Penicillium e
Fusarium (Yiannikouris; Jouany, 2002; Cast, 2003; Berthiler et al., 2013; Woloshuk; Shim,
2013). Esses fungos podem produzir micotoxinas, com destaque as aflatoxinas, ocratoxinas,
zearalenonas, patulina, citrina, fumonisinas e tricotecenos (Hussein; Brassel, 2001;
Rodriguez-Amaya; Sabino, 2002; Yiannikouris; Jouany, 2002; Cast, 2003; Murphy et al.,
2006; Berthiler et al., 2013). Quase todas as micotoxinas sdo citotdxicas, que resulta na
ruptura de membranas celulares e outras estruturas ou interferindo em processos vitais como
sintese proteica de RNA ou DNA, imunossupressdo, quadros nervosos e hemorragicos,
diminuicdo da eficiéncia produtiva e reprodutiva, deficiéncias metabodlicas e bioguimicas,
gastroenterites, enfermidades autoimunes, deficiéncias em vitaminas e/ou minerais, alteraces
geneéticas, teratogenicidade, carcinogenicidade, e morte em alguns casos (Hussein; Brasel,
2001; Yiannikouris; Jouany, 2002; Cast, 2003).

As micotoxinas sdo formadas no campo durante o periodo de crescimento da planta,
entretanto, bem como durante a colheita, transporte, secagem e/ou armazenamento
(Yiannikouris; Jouany, 2002; Cast, 2003; Zachariasova et al., 2014). S&0 necessarias
condicGes favoraveis para o desenvolvimento dos fungos e produgdo de micotoxinas, como a
disponibilidade de agua, temperatura, oxigénio, composi¢cdo quimica do alimento e pH
(Yiannikouris; Jouany, 2002; Cast, 2003; Newman; Raymond, 2005; Woloshuk; Shim, 2013).
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Em geral, as micotoxinas presentes na matéria-prima podem ter suas concentragdes
reduzidas durante os processos tecnolégicos de producdo de alimentos para consumo animal,
por via de fermentacdo, peletizacdo, extrusdo etc. (Teller et al., 2012; Vaclavikova et al.,
2013). Contudo, sdo compostos estaveis e qualquer falha relacionada as praticas de
manufatura do produto desde a colheita a estocagem, geralmente levam ao aumento da
producdo das micotoxinas (Mansfield et al., 2008; Gregori et al., 2013; Teller et al., 2012).

Diferentes espécies de fungos podem produzir um mesmo tipo de micotoxina, bem
como, uma Unica espécie de fungo pode produzir mais de um tipo de toxina em determinado
substrato. Assim, os efeitos toxicos das micotoxinas podem estar relacionados a ocorréncia de
maltiplas micotoxinas, potencializados pelo sinergismo entre elas ou por doengas
imunossupressoras, aumentando o risco e preocupacdo com a salude humana e produtividade
animal (D’Mello et al., 1999; Hussein; Brassel, 2001; Grenier; Oswald, 2011; Streit et al.,
2013). Além disso, as micotoxinas bem como seus derivados podem sofrer biotransformacoes
ao longo da digestdo produzindo metabdlitos tdo toxicos ou mais quanto na forma original
(Vendl et al., 2009; Grenier; Oswald, 2011; Streit et al., 2013).

O género Fusarium é o mais frequentemente encontrado no campo, infectando graos
de cereais e forragens, tanto no periodo pré como poés-colheita, podendo produzir tricotecenos,
zearalenona, acido fusérico e/ou fumonisinas (Yiannikouris; Jouany, 2002; Streit et al., 2013).
Temperaturas entre 20 e 25°C, alta umidade (90% umidade relativa) favorecem o crescimento
dos fungos e producéo de toxinas (Newman; Raymond, 2005; Méndez; Riet-Correa, 2007).

As fumonisinas produzidas por cepas de F. verticillioides (antigo F. moniliforme) e F.
proliferatum estdo associadas principalmente ao milho e em menor escala ao trigo
(Yiannikouris; Jouany, 2002). Dentre as fumonisinas do grupo B, existem trés tipos
designadas como B;, B, e Bs, sendo a FB; a mais observada e toxica (Caloni; Cortinovis,
2010). Afetam principalmente suinos, aves e equinos através de lesdes no figado, trato
gastrointestinal, sistema nervoso, como exemplo, edema pulmonar em suinos e lesGes
neuroldgicas em equinos (leucoencefalomaldcia) (Pitt, 2000; Caloni; Cortinovis, 2010; Santos
etal., 2013).

As micotoxinas sdo consideradas atualmente um dos principais contaminantes
agricolas, com estimativa de que 25% das culturas do mundo estejam afetadas, o que
prejudica o agronegdcio em muitos paises, como a exportacdo, reducao de rebanhos e perdas
de producdo de culturas (Fink-Gremmels, 1999; Cast, 2003). Kuiper-Goodman (1998)
classifica as micotoxinas como os principais fatores de risco cronico alimentar, superior aos
contaminantes sintéticos, plantas toxicas, aditivos alimentares ou residuos de pesticidas.

Streit et al. (2013) ao estudarem a ocorréncia de varias micotoxinas em 83 tipos de
alimentos ou ingredientes, observaram que todas as amostras continham de sete a 69 destes
metabolitos toxicos, de um total de 139 detectados. Além disso, as chamadas micotoxinas
“mascaradas”, micotoxinas que se encontram naturalmente conjugadas com outras moléculas
como a glicose, glutationa e &cido glucuronico, foram geralmente detectadas nas amostras, e
seus efeitos toxicos estdo relacionados aos processos de digestdo, através da hidroélise, as
quais séo transformadas em derivados tdo toxicosou mais que a molécula original (Greiner;
Oswald, 2011; Streit et al., 2013). Isso ressalta que, muito embora as concentragdes
individuais dos metabolitos sejam baixas nas amostras na ordem dos pg/kg, deve-se levar em
consideracdo a co-ocorréncia das substancias, o sinergismo e o processo de digestdo na
formacéo de toxinas derivadas a fim de avaliar o potencial toxicologico (Streit et al, 2013;
Zachariasova et al., 2014).

Nesse sentido, as consequéncias econdmicas da contaminagdo por micotoxinas
sdo profundas, podendo estar presentes em alimentos na forma original (direta) ou
processados (indireta) a partir de matérias-primas contaminadas para 0 consumo humano,
assim como na alimentacdo animal, que atraves do metabolismo e biotransformacdo dos
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compostos podem excretar residuos toxicos na carne, ovos e leite, aléem dos prejuizos
relacionados a satde do rebanho (Yiannikouris; Jouany, 2002; Cast, 2003; Zachariasova et al.,
2014).

2.2 Aspectos Legais e Industriais das Micotoxinas na Cadeia Produtiva dos Equinos

O Brasil se destaca pela sua producdo em diversas areas do agronegocio, tal como, a
producdo de grédos de soja e de milho, fontes nutricionais que sdo a base da alimentagdo na
cadeia de producdo animal. Segundo analises de projecdo de mercado efetuada pela Comisséo
Nacional de Abastecimento (Conab), foi prevista safra de milho 2013/14, no total de 75,19
milhdes de toneladas (ton) (CONAB, 2014), sendo 66,7% da producdo voltada para consumo
interno (MAPA, 2013).

A quantidade demandada pelo mercado interno é de aproximadamente 50 milhGes de
ton, sendo que, o consumo de milho pelas industrias produtoras de alimentos destinados a
alimentacdo animal em 2013 foi de aproximadamente 38,7 milhdes de ton, dos quais 2,6
milhGes de toneladas foram destinadas para a producdo de ragdes de equinos, animais de
companhia, peixes e camardes (SINDIRACOES, 2014).

O consumo de racdo pelo mercado de equinos é pequeno quando comparado com o de
aves (35 milhdes de ton), suinos (15 milhdes de ton) e bovinos (7,5 milhdes de ton),
entretanto, o agronegécio do cavalo é promissor e pode ser capaz de consumir 1 milhdo de
ton/anuais de concentrado (Lima et al., 2006). Atualmente, dados estimados por Almeida e
Silva (2010) descrevem uma populacdo de 5.650.000 animais, ocupando a quarta posicao
dentre os maiores rebanhos equinos do mundo. Como o pais apresenta uma populacao
significativa de equinos confere importante mercado consumidor que pode ter o seu potencial
mais intensamente explorado, com crescente interesse pelos fabricantes de racdo. Em estudo
desenvolvido por Lima et al. (2006) sobre o agronegocio “do cavalo”, foram abordadas duas
formas de producdo da ragdo. A primeira é a producdo industrial de racdo, com mais de 30
empresas produtoras de alimentos comerciais para equinos e, deste modo, dependentes de leis
regulatérias para o beneficiamento de seus produtos. A segunda forma abordada foi
representada pelas propriedades que optam por confeccionar a sua prépria racdo farelada,
acdo popularmente denominada por “bater a racdo” (Lima et al., 2006). Neste caso, os
proprietéarios ficam na dependéncia da qualidade da matéria prima produzida na propriedade
ou, na maioria dos casos, na idoneidade do mercado de matérias primas destinadas ao
consumo animal. Em ambas as situacdes observam-se a necessidade da agdo direta de
politicas de regulamentacdo quanto a presenca de substancias indesejaveis nas matérias
primas.

Atualmente, de acordo com informativos técnicos do setor, o consumo de concentrado
aumentou e a producdo de ragdes especifica para a linha de equinos passou de 320 mil (Lima
et al., 2006) para 580 mil ton em 2013 (SINDIRACOES, 2014). Das commodities utilizadas
na fabricacdo de alimentos, o milho é a mais utilizada no Brasil (SINDIRAGCOES, 2014) e, é
uma fonte de energia com boa rela¢do custo/beneficio nas dietas dos equinos que, geralmente,
sofre intenso processamento industrial para garantir maior digestibilidade do amido (NRC,
2007).

Tendo em vista a importancia desse grdo na alimentacdo animal, estudos relacionados
a qualidade sanitaria da matéria prima se intensificaram principalmente no que diz respeito a
contaminagdes por micotoxinas. A preocupacdo se concentra no armazenamento dos graos,
isto porque, a deterioracdo do milho por fungos, com consequente producdo de micotoxinas,
ocorre em um ambiente influenciado pelo homem, no qual podem ocorrer alteragdes por
interacdo entre fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (Chulze, 2010). Medidas vém sendo
tomadas no mundo todo para assegurar a qualidade dos alimentos. Segundo Zachariasova et
al. (2014), devido a falta de informacdes cientificas, o 6rgdo regulamentador europeu de
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seguranca alimentar (European Food Safety Authority - EFSA) solicitou que estudos fossem
realizados para estabelecer cientificamente os niveis de contamina¢do por micotoxinas nos
alimentos destinados ao consumo animal. Em 2004 estabeleceu-se uma relacdo de
micotoxinas consideradas como substancias indesejaveis na alimentacdo animal e, em 2006,
uma lei determinou os niveis de referéncia para a industria de alimentos (Unido Europeia,
2006).

Nesse sentido, Zachariasova et al. (2014) avaliaram a presenca de 56 tipos de
micotoxinas em um conjunto de 343 amostras de alimentos utilizados ou produzidos para fins
de alimentacdo animal, bem como estimaram a susceptibilidade de diferentes espécies
animais a possiveis micotoxicoses, baseados no consumo real de matéria seca. Embora o
estudo tenha sido amplo, com estimativas de consumo da toxina em relacdo ao peso Vivo,
nenhum valor de ingestdo foi realizado para a espécie equina, contudo, observaram que as
fumonisinas FB; e FB, foram detectadas predominantemente nas amostras de milho
(Zachariasova et al., 2014).

As leis de regulamentacdo dos niveis maximos tolerados de substancias indesejaveis
nas matérias primas, assim como nos alimentos beneficiados para o consumo animal, variam
entre paises e blocos comerciais internacionais. Além disso, devido a intensa atividade de
comercializacdo das commodities, a legislacdo de regulamentacdo € extremamente dindmica
com constantes alteracGes (Ramos Girona et al., 2011).

Dentre 0s blocos comerciais com os quais o Brasil mantém relacdes, aqueles que
apresentam a legislacdo melhor estabelecida no controle de micotoxinas sdo os paises da
Unido Europeia, que descrevem niveis maximos toleraveis de aflatoxina AFB; de 0,02 mg/Kg
para todos os alimentos destinados ao consumo animal (Unido Européia, 2002, 2003).
Enquanto os niveis maximos tolerados das fumonisinas (FB1+FB;) em alimentos
industrializados (12% de umidade) destinados a alimentacdo de equinos devem ser de 5
mg/Kg (Unido Européia, 2006).

No Brasil, a legislacdo em vigor segue as recomendac6es do Grupo de Trabalho sobre
Micotoxinas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que
estabeleceu um limite maximo tolerado para fumonisinas e aflatoxinas (Brasil, 2006),
semelhantes ao descrito pela Unido Européia para a alimentacdo animal (Unido Européia,
2003). Além disso, existe um plano de novos limites de tolerancia para outras micotoxinas
que foi implementado gradativamente, finalizando o processo em 2016 (Brasil, 2011). Existe
a preocupacao na adequacéo das leis no controle de qualidade das commodities no que diz
respeito as micotoxinas. De acordo com Fink-Gremmels e Spronk (2013), ainda existem
muitos efeitos ndo especificos das micotoxinas presentes nos alimentos fornecidos aos
equinos, sendo que muitas das informac6es disponiveis estdo incompletas.

Por fim, a expansdo do mercado de alimentos para equinos no Brasil atrelada as leis
internacionais de livre comércio das commodities reverberam na ciéncia aplicada. Os
nutricionistas de equinos do pais observaram que em razdo do milho fazer parte da dieta da
espécie, devem aumentar seus esforcos em pesquisas sobre os efeitos de sua possivel
contaminacédo e os reflexos que podem ser gerados no processo de digestdo. O avango do
conhecimento garantira a qualidade dos alimentos e a salide dos equinos.

2.3 Acao das Micotoxinas nos Equinos

As pesquisas com micotoxinas em alimentos destinados ao consumo animal e seus
efeitos estdo descritos principalmente em suinos, aves e ruminantes (Newman; Raymond,
2005). Em equinos, os estudos sobre diferentes micotoxinas na alimentacdo séo raros e
restritos basicamente as fumonisinas (Liesener et al., 2010).

Uma das razdes esta relacionada a essas especies (suinos, aves e bovinos) serem
criadas para o crescimento e produgdo de carne, enquanto o sistema de producdo de equinos
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concentra-se principalmente em produzir animais destinados ao esporte, conformacéo,
temperamento, beleza e/ou durabilidade (Newman; Raymond, 2005) e apenas uma pequena
fracdo dos animais, em maioria animais de descarte, sdo abatidos com intuito de abastecer o
mercado consumidor de carne. Consequentemente, o estudo em equinos depende da
extrapolacdo de resultados de outras espécies, sendo principalmente comparados aos
ruminantes que sdo animais herbivoros, no entanto, 0s equinos apresentam o trato
gastrointestinal mais préximo dos suinos em relacéo ao processo de fermentagédo no intestino
grosso (Newman; Raymond, 2005).

Uma vez que, as principais classes de micotoxinas como as fumonisinas, aflatoxinas,
desoxinivalenol, zearalenona e ocratoxinas sdo encontradas em graos de cereais, como milho,
aveia, trigo e cevada (Liesener et al., 2010; Streit et al, 2013; Zachariasova et al., 2014)
comumente utilizados na alimentacdo de equinos no mundo, torna-se relevante a necessidade
de mais informacGes sobre a influéncia das micotoxinas nessa espécie. Além disso, alguns
paises sdo consumidores de carne de cavalo e de leite (embora o mercado seja pequeno),
podendo conter residuos de toxinas, demonstrando a importancia econémica dessa espécie
(Liesner et al., 2010).

O conhecimento aprofundado sobre a contaminacdo natural por fungos e micotoxinas
na alimentagéo e processos digestivos de equinos ainda sdo escassos, existindo, no entanto,
recentes estudos especificos sobre fungos e micotoxinas em alimentos para equinos (Keller et
al., 2007; Liesener et al., 2010). Keller et al. (2007) avaliaram a microbiota em alimentos
mistos para equinos e a determinacdo da contaminacdo natural de aflatoxina B; e fumonisina
B1. Observaram que o género mais frequente isolado foi Aspergillus (40,54%), Penicillum
(18,38%) e Fusarium (16,22%). Dentre o género Aspergillus a prevaléncia foi de A. flavus
(36%), com valores de AFB; de 0,01 a 99,4 pug.Kg™ e, quanto as concentracdes de FB; os
valores observados foram de 0,01 a 7,49 mg.Kg™, demonstrando assim que os cavalos estdo
rotineiramente submetidos a ingestdo de micotoxinas.

Em trabalho recente, Liesener et al. (2010) avaliaram 62 amostras de alimentos entre
preparados a base de cereais e grdos (milho, aveia e cevada) para seis diferentes grupos de
micotoxinas (DON, ZEA, FBy, toxina T-2, toxina T-2+HT-2, OTA e alcaloides do ergot) e
observaram que em todas as amostras foram quantificadas DON, toxina T-2 e T-2+HT-2, em
98% ZEA, em 94% FB1, em 61% alcaloides do ergot e em 42% OTA. Sendo assim, 0S
autores concluiram que a co-ocorréncia de micotoxinas € comum nos alimentos comerciais
destinados ao consumo equino, e apesar dos niveis considerados abaixo dos valores criticos
ou toxicos pela European Food and Safety Authority (EFSA, 2004abc; 2005; 2011), pouco se
sabe sobre os efeitos adversos destas micotoxinas ou sobre sua transicdo para os tecidos
comestiveis, como a carne ou leite na espécie equina. Esse fato torna de grande interesse
estudos que permitam avaliar a resposta toxicolégica das dietas para equinos de modo a
prever a possibilidade de ocorréncia de micotoxicoses que podem afetar os parametros
produtivos desses animais.

2.3.1 Acao das fumonisinas nos equinos

O consumo de grdos e subprodutos de milho em equinos é a principal fonte
contaminada com micotoxinas, principalmente a fumonisina, responsavel por causar grave
intoxicacdo e doenga conhecida como leucoencefalomalacia equina (LEME) (Ross et al.,
1991,1993; Camara et al., 2008; Santos et al., 2013), como também associada a sindrome
hepatotdxica (Voss et al., 2007). Em determinadas épocas do ano e regides, a escassez de
forragem nas pastagens acarreta a suplementacdo dos animais com milho, concentrados que
contém milho, roldo/farelo de milho e/ou residuos da inddstria de processamento do grdo, o
que favorece a ocorréncia da doenca (Mallmann et al., 1999; Ragsdal; Debey, 2003; Camara
et al., 2008; Santos et al., 2013).



A LEME ¢ causada por fumonisinas, principalmente FB;, produzidas por
F. verticillioides, com acdo sobre o sistema nervoso central, causando sinais neuroldgicos
subitos decorrentes de necrose de liquefacdo da substancia branca subcortical cerebral, com
morte apos evolucdo clinica de 4 a 72 horas, que pode estender-se por uma a duas semanas
(Meireles et al., 1994; Méndez; Riet-Correa, 2007; Camara et al., 2008; Santos et al., 2013).

O desenvolvimento do fungo e a produgdo de fumonisinas que sdo micotoxinas
hidrossolUveis estdveis ao calor e resistentes a tratamento alcalino estdo relacionados
diretamente com a umidade e com a ocorréncia de quedas de temperatura que causam choque
térmico (Meireles et al., 1994; Méndez; Riet-Correa, 2007; Camara et al., 2008; Santos et al.,
2013).

O mecanismo de acdo da FB; esta relacionada com a biossintese de esfingolipideos
através da inibicdo da sintese de ceramida (Wang et al., 1992), acarretando o acimulo de
intermediarios bioativos, como esfinganina e outros derivados, bem como a reducdo do
metabolismo esfingolipideo, que interferem na funcdo de algumas proteinas da membrana
(Wang et al., 1992; Smith et al., 2002). Isso ocorre devido aos esfingolipideos estarem
envolvidos em diversos aspectos da regulacdo celular, sendo a interrup¢do do complexo
esfingolipideo a base de muitos mecanismos de toxicidade e carcinogenicidade de
fumonisinas (Wang et al., 1992; Smith et al., 2002; Marasas et al., 2004).

No Brasil, a LEME foi descrita pela primeira vez em Sao Paulo por Rego Chaves
(1950), entretanto, a relacdo entre a doenca e F. verticillioides sé foi descrita por Riet-Correa
et al. (1982) apos trés surtos da toxicose no Rio Grande do Sul. Em 1988, Gelderblom et al.
(1988) foram responsaveis pela descoberta das fumonisinas na Africa do Sul, isolando
culturas de F. verticillioides. Com isso, possibilitou que Marasas et al. (1988) realizassem
estudo de LEME em equinos através da inducdo endovenosa de 0,125 mg.Kg™ PV de FB;
durante nove dias. Esses autores constataram os sinais clinicos da doenca, como apatia,
tremores musculares, paralisia do labio inferior e lingua, convulsdes tetanicas e morte,
notoriamente apo6s oito dias do inicio da inoculacdo. Além disso, foi detectado pequeno
aumento das enzimas aspartato transferase (AST) e gama glutamil transferase (GGT) no soro
sanguineo e, na necropsia foram observados edema cerebral acentuado e necrose focal
bilateral da medula oblonga.

Kellerman et al. (1999) realizaram experimento que consistiu na inducdo de LEME
por administracao via oral de FB; a dois equinos, sendo que o primeiro recebeu FB; com 50%
de pureza em 21 doses de 1,25 a 4 mg.Kg™ PV durante 33 dias e 0 segundo animal recebeu
FB: com 95% de pureza em 20 doses de 1 a 4 mg.Kg™ PV durante 24 dias. Os autores
observaram que entre 24 e 30 dias ap6s o inicio da indugdo, ambos o0s animais desenvolveram
sinais neurotdxicos como apatia, alteracbes no comportamento, incoordenacdo, paralisia dos
l&bios e lingua e tremores musculares. Ao término do experimento, realizaram a eutanasia e
necropsia dos animais, onde observaram lesfes caracteristicas da doenga como necrose
cavitaria ou amolecimento da substancia branca em ambos os hemisférios cerebrais.

Além desses, outros autores também confirmaram a influéncia da FB; nos casos de
LEME, atraves da relacdo de alimentos destinados a alimentacdo de equinos e surtos de
micotoxicoses no Brasil: Rio Grande do Sul (Riet-Correa et al., 1982; Barros et al., 1994),
Santa Catarina (Riet-Correa et al., 1998), Parand (Hirooka et al., 1988; 1990), Sdo Paulo
(Xavier et al., 1991, Meireles et al., 1994; Del Fava et al., 2010), Rio de Janeiro (Rego
Chaves, 1950), Minas Gerais (Brito et al., 1982), Mato Grosso (Santos et al., 2013), Mato
Grosso do Sul, Goias (Riet-Correa et al., 1998), Paraiba (Riet-Correa et al., 2003), em muares
no Para (Riet-Correa et al., 2007), equinos e muares em Pernambuco (Cémara et al., 2008),
Distrito Federal (Salles-Gomes et al., 2003).

Ross et al. (1991) evidenciaram que a maioria das amostras de ragdes fornecidas a 45
cavalos com diagnéstico positivo de LEME apresentaram concentracdo média de 10 mg.Kg™
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de fumonisina, sendo os valores de FB; no maximo de 8 mg.Kg™. Em complemento a esse
estudo, Ross et al. (1994) sugeriram que a FB; estaria associada & LEME, contudo o Unico
ensaio avaliando essa toxina (75 mg.Kg™) também continha FB; (3 mg.Kg™), conforme
descrito em Newman e Raymond (2005).

Nesse sentido, Wilson et al. (1992) reproduziram experimentalmente a LEME a fim de
obter informages sobre a dose minima toxica de FB; atraves da alimentacdo de equinos com
racdes contendo milho naturalmente contaminados, com concentracdes conhecidas. Foram
divididos dois grupos, sendo o primeiro com quatro poneis submetidos ao consumo de <1 a
22 mg.Kg™* de FB; em cinco fases e, um segundo grupo com cinco poneis submetidos ao
consumo de 8 mg.Kg™ de FB; fornecido através da dieta, por 180 dias. Ap6s 225 dias, sendo
que nos 55 dias finais a dose foi elevada a 22 mg.Kg™ de FB;, um pdnei do primeiro grupo
teve morte sUbita, sendo os sinais clinicos e quimicos agudos detectados aos nove dias
anteriores a sua morte. O restante dos animais desse grupo apresentou sinais de depresséo,
apatia, incoordenagdo, diminuicdo da cinestesia em sua marcha, confusdo, apatia,
hipersensibilidade, e agressividade ao final de 146 dias. Esses animais foram eutanasiados,
confirmando a presenca de lesdes cerebrais macroscopicas em todos os animais. No segundo
grupo, os animais que consumiram 8 mg.Kg™ de FB;, apresentaram sinais clinicos leves,
transitorios e foram sacrificados aos 180 dias, no qual foram constatadas lesGes cerebrais
histopatoldgicas leves.

Foreman et al. (2004) avaliaram o efeito toxico de vérias doses de FB; em equinos,
administrando doses de 0; 0,01; 0,05; 0,10 e 0,20 mg.Kg™ PV de FB; em um total de 17
animais, por 28 dias. Foi observado que os animais controle e com dose baixa (0,01 mg.Kg™)
ndo apresentaram sinais neurolégicos alterados ao longo do experimento. No entanto, para as
doses de 0,05 a 0,20 mg.Kg™ PV de FB;, em média ao fim do sexto dia, os animais que
apresentaram alteracdes neurolégicas demonstraram sinais clinicos leves como ataxia dos
membros posteriores, dificuldade de locomocdo dos membros anteriores, perda de tonus da
lingua e movimento, evoluindo para sinais clinicos graves como ataxia total dos membros,
depressao, hiperestesia, deméncia intermitente em média do nono dia ap6s inicio da inducéo.
Além disso, os cavalos com alteracdes neuroldgicas apresentaram alta proteina do fluido
cerebrospinal (LCR), albumina e IgG, comprovando que as respostas em decorréncia a FB;
séo dependentes da dose.

Em estudo mais recente sobre a ocorréncia de leucoencefalomalacia em equideos,
Santos et al. (2013) descreveram os aspectos epidemioldgicos, clinicos e de suporte ao
diagnostico de um surto ocorrido em trés propriedades rurais na regido Leste de Mato Grosso,
Brasil. A doenca acometeu seis equinos e quatro muares de idade e sexos diferentes, sendo
constatados em todos o0s animais sinais clinicos neurologicos associados a LEME, que
evoluiram para morte subita entre 12 e 71% dos casos, com 100% de letalidade. Foram
observado focos de necrose na massa branca do cérebro e presenga de células Gitter, bem
como lesdes degenerativas no figado, através de necropsia. Neste caso, foi quantificada a
presenca de 6 mg.Kg™ de fumonisinas na dieta dos animais, além de relacionar a presenca das
toxinas a baixa temperatura de 9 a 11°C, atipica na regiéo.

indices de mortalidade elevada foram descritos por Salles-Gomes et al. (2003), onde
71% dos animais morreram apds consumo estimado entre 5 a 10 mg.Kg™* de FB; na ragéo
fornecida, além da sintomatologia clinica relacionadas ao LEME. Sendo assim, o que se pode
observar é que o consumo de dietas com niveis entre 5 e 10 mg.Kg™ de FB; na racdo sio
suficientes para causar efeitos nocivos, até a morte em equinos (Ross et al., 1991; Foreman et
al., 2004; Salles-Gomes et al., 2010; Santos et al., 2013).

A sindrome hepatotoxica ocorre com menos frequéncia do que a
forma neurotoxica (LEME) e normalmente leva de 5 a 10 dias a partir da data de inicio dos
sinais clinicos até a morte, sendo os sintomas associados a perda de apetite e depressdo,
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seguida por edema cerebral e ictericia proeminente (Voss et al., 2007). Elevada concentracao
sérica de bilirrubina e enzimas hepéaticas normalmente estdo presentes. Na necropsia, o figado
é frequentemente firme, amarelo, de tamanho reduzido com acentuacdo do padrdo lobular.
Além disso, necrose centrolobular moderada a aguda e fibrose periportal pode ser observada
histologicamente (Voss et al.,, 2007). A neurotoxicidade e hepatotoxicidade foram
reproduzidas experimentalmente em cavalos, pbneis e burros, através de alimentos
naturalmente contaminados (Ross et al., 1993) com FB; purificada (Marasas et al., 1988;
Kellerman et al., 1990).

Além da LEME e Sindrome Hepatotoxico, em estudos isolados foi documentada
cardiotoxidade ap6s a administracdo de FB; em cavalos (Smith et al., 2002), sendo 0s
sintomas a diminuicdo da frequéncia cardiaca, débito cardiaco, contracdo do ventriculo
direito, pressdo pulso da artéria coccigea e aumento da resisténcia vascular sistémica em
cavalos com doenca neuroldgica. Nesse aspecto, foi realizada a associacdo entre inducéo por
fumonisina, doenca neuroldgica, aumento sérico miocardial de esfinganina e esfingosina, e
diminuicdo da funcdo cardiovascular em cavalos (Smith et al., 2002; Foreman et al., 2004).

2.4 Absorcao e Metabolismo de Micotoxinas

O metabolismo de micotoxinas nos animais esta intimamente relacionado as vias de
aminoacidos e acidos graxos, além dos efeitos bioldgicos estarem associados a quantidade
ingerida, tipos de toxinas presentes, duragdo da exposicdo e sensibilidade do animal
(Theumer; Rubinstein, 2011; Berthiler et al., 2013).

O metabolismo de compostos xenobidticos pode ser dividido em duas fases: 1)
processo de transformacao enzimatica como reducao, oxidacdo e hidrélise; e 2) processo de
conjugacdo como a glicosidacgéo, glicuronidacdo e sulfatacdo (Coleman et al., 1997; Zinedine
et al., 2007; He et al., 2010; Berthiler et al., 2013). No primeiro processo citocromos P450
microssomal, flavina mono-oxigenases, prostaglandina sintases, amino-oxidases e alcool
dehidrogenases séo as principais enzimas envolvidas na oxidagao, enquanto que as reacoes de
reducdo sdo controladas pelas epdxido hidrolases, aldeido redutases ou cetona redutases
(Yiannikouris; Jouany, 2002). Alem disso, os tecidos e fluidos corporais contém grande
namero de esterases ndo-especificas e amidases capazes de hidrolisar moléculas xenobidticas
(Galtier, 1999). No segundo processo, as principais enzimas de conjugagéo séo glicuronosil-
transferases microssomal, sulfotransferases citosolicas, metiltransferases, aminoacil-
transferases, glutationa S-transferases e N-cetil transferases (Galtier, 1999).

Ambos os processos visam detoxificar os compostos toxicos, contudo, a fase 1 pode
conduzir a ativagédo e, consequentemente, aumentar a toxicidade. A fase 2 tem o objetivo de
formar compostos soliveis em agua (hidrofilicos), facilitando a eliminacdo da micotoxina
através da urina, bile, fezes e/ou leite, reduzindo a toxidez (Yiannikouris; Jouany, 2002;
Berthiler et al., 2013). As enzimas estdo susceptiveis a acdo frequente de diversos compostos
xenofobicos, tanto as localizadas na superficie quanto no interior celular, tendo como
consequéncia a inibicdo da atividade enzimatica, a qual pode ser reversivel ou irreversivel,
dependendo da forca da ligacdo entre a enzima e o inibidor (Theumer; Rubinstein, 2011).

Desta forma, de acordo Theumer e Rubinstein (2011), a dissolucdo desses compostos
nas membranas podem ser moduladas através de distintos mecanismos moleculares e vias
bioquimicas, nas quais participam as proteinas associadas as bicamadas lipidicas, sem haver
unido especifica das macromoléculas envolvidas nesse efeito. Além disso, existem efeitos
secundarios como a indugdo do estresse oxidativo, que resultam na alteracdo de biomoléculas
como as proteinas, lipideos e acidos nucleicos, formando radicais livres e envolvendo
posterior peroxidacdo dos lipideos da membrana como eventos iniciais a geracdo dos efeitos
toxicos.



A absorcdo gastrointestinal que controla a entrada dessas toxinas na corrente
sanguinea e sua distribuicdo no organismo pode ocorrer conforme trés diferentes processos:
difusdo simples de compostos polares em fase liquida, difusdo de compostos ndo-idnicos em
fase lipidica e transporte ativo (Yiannikouris; Jouany, 2002). Por exemplo, moléculas
lipofilicas e de baixo peso molecular como as aflatoxinas e a ZEA séo absorvidas basicamente
por transporte passivo; a presenca de grupos carboxilicos e fendlicos como nas moléculas de
OTA e citrina conferem propriedades acidas e fracamente hidrofilas; e nesse aspecto, a
difusdo de formas ndo-ibnicas em toda membrana lipidica é a principal via de absorcdo de
micotoxinas em geral (Yiannikouris; Jouany, 2002).

2.4.1 Fumonisina B;

As fumonisinas constituem um grupo de micotoxinas que contaminam o milho e seus
derivados em nivel mundial, inclusive em combinagdo com outras micotoxinas. A FB; é a de
maior abundancia, sendo também a mais téxica dentre o grupo, representando cerca de 70%
da contaminacéo total dos alimentos e racdes naturalmente contaminados, seguidas pela FB; e
FB; (Mallmann et al., 2001; Caloni; Cortinovis, 2010). A FB; tem a férmula empirica
C34Hs9NO15 e consiste de um diéster de propano-1,2,3-acido tricarbalilico e 2-amino-12,16-
dimetil-3,5,10,14,15-penta-hidroxieicosano, sendo que os grupos hidroxila dos carbonos 14 e
15 encontram-se esterificados com o grupo carboxila terminal do &cido tricarboxilico
(Bezuidenhout et al., 1988).

Além da FB3, outro composto de relevancia é a FB;-hidrolisada, por ser tdo téxica ou
mais em relagdo a FB;. Esse composto pertence ao grupo chamado de micotoxinas
mascaradas, que sdo metabdlitos de estrutura quimica alterada na planta, como parte de defesa
a compostos xenobidticos (durante processo de detoxificacdo vegetal), ndo detectaveis por
técnicas analiticas convencionais e que permanecem no tecido vegetal, subestimando a
concentracdo total de micotoxinas devido as suas caracteristicas fisico-quimicas (Berthiller et
al., 2013).

As micotoxinas mascaradas apresentam variedades na forma conjugada extraivel (as
quais podem ser detectadas por analise apropriada com estrutura e padrfes conhecidos), e na
forma ndo extraivel (FB:-hidrolisada), as quais sdo ligadas covalentemente ou néo
covalentemente a carboidratos poliméricos ou proteinas matriciais, necessitando de
tratamento quimico ou enzimatico para serem liberadas (Dall’Asta et al., 2012; Berthiller et
al., 2013). Nesse sentido, estudos observaram apds a realizacdo de hidrélise alcalina em
produtos de milho contaminados, que a quantidade de fumonisina disponivel foi muito acima
do que o valor esperado estequiometricamente (Kim et al., 2003; Park et al., 2004; Dall’ Asta
etal., 2010; Dall’Asta et al., 2012).

Na maioria dos animais, a absor¢do, distribuicdo e eliminacdo de FB; sdo rapidas
(Riley et al., 2005), uma vez que sdo altamente hidrofilicas. A reduzida biodisponibilidade da
FB; € decorrente tanto da baixa absor¢cdo, como da elevada taxa de eliminacdo (Voss et al.,
2001; Lino et al., 2004; Stockmann-Juvala; Savolainen, 2010). Nesse sentido, Shephard e
Snijam (1999) levantaram o questionamento sobre a reduzida biodisponibilidade em funcdo
do transporte atraves do epitélio intestinal ser limitado, ou ao fato de existir forte associacéo
entre as fumonisinas e o conteddo do trato intestinal. Embora haja evidéncias de que possam
ser parcialmente metabolisadas no intestino, ndo ha nenhum relato convincente de
metabolismo in vitro ou in vivo por animais, mesmo sabendo que a fumonisina é excretada
através da bile (Riley et al., 2005).

Loiseau et al. (2007) citam que a exposicdo prolongada a FB; pode aumentar o fluxo
trans-epitelial, uma vez que a FB; € polianibnica, pela presenca de grupos carboxilicos nos
carbonos **C e °C, podendo interferir na propria absorcéo ao efetuar ligacdes com cations
como sodio, potassio e outras moléculas necessarias para o transporte ativo na membrana
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intestinal. Os polications sdo descritos por inibirem o transporte ativo de moléculas como
acucares e aminodcidos através da membrana intestinal de ratos (Elsenhans et al., 1983).
Hopmans et al. (1997) verificaram que uma pequena porcdo de FB; é absorvida para a
corrente sanguinea na sua forma intacta. No entanto, a absorcdo aumenta perante hidrolise,
onde a molécula perde um grupo de acido tricarboxilico, fato que explica a maior toxidez da
FB;-hidrolisada ou parcialmente hidrolisada em comparacgéo a FB;.

O mecanismo de acdo das fumonisinas das séries B e homologos hidrolisados esta
relacionado com a interferéncia com o metabolismo de esfingosina e esfinganina, pois séo
estruturalmente analogos de bases esfingoides, perturbando o metabolismo dos
esfingolipideos, uma vez que pode ocorrer alteracdo da atividade da enzima citocromo P450,
como resultado da inibi¢do da enzima ceramida-sintase, que sdo elementos chave para a via
metabdlica da biossintese de novo dos esfingolipideos e turnover dos mesmos (Wang et al.,
1992; Smith et al., 2002; Marasas et al., 2004).

A inibicdo da producdo de ceramida (esfinganina N-aciltransferase e esfingosina N-
aciltransferase) acarreta no acimulo de intermediarios bioativos, como esfinganina e outros
derivados, bem como a reducdo do metabolismo esfingolipideo, que interferem na funcéo de
algumas proteinas da membrana (Wang et al., 1992; Smith et al., 2002). Isso ocorre devido
aos esfingolipideos estarem envolvidos em diversos aspetos na regulagdo celular
(crescimento, diferenciacdo e morte celular), sendo a interrupcdo do complexo esfingolipideo
a base de muitos mecanismos de toxicidade, apoptose e carcinogenicidade de fumonisinas
(Wang et al., 1992; Smith et al., 2002; Meyer et al., 2003; Marasas et al., 2004). O aumento
da razéo esfinganina-esfingosina sugere que o valor desta razdo pode ser um biomarcador
potencial e preferencial relativo a exposi¢cdo as FBs (Shephard; Snijam, 1999). Estudos
realizados com macrofagos mostraram que a FB; altera a fungdo da membrana celular e o
empacotamento dos lipideos. Além de alterar a estrutura das membranas celulares, as
fumonisinas promovem a producdo de radicais livres e aceleram a reagdo em cadeia associada
com a peroxidacao lipidica (Yin et al., 1998; Ferrante et al., 2002).

A FB; induz alteracbes nas vias de sinalizacdo dos esfingolipideos, levando a
alteracdes nas relacdes entre morte e regeneracdo celular. Considerando que o aumento na
concentracdo de ceramida € um importante sinal na inducdo de morte celular, a inibicdo da
ceramida sintase pelas fumonisinas pode inibir a morte celular em curto prazo, ao passo que a
inibicdo prolongada pode promover a morte celular induzida pelas bases esfingdides livres, se
essas bases se acumularem em concentracdes toxicas (Riley et al., 2001), ressaltando a
importancia da dose-dependéncia e tempo de exposi¢cdo a micotoxina. Em equinos esse
processo conduz ao aparecimento da leucoencefalomalacia, através da alteracdo da regulacéo
das artérias responsaveis pelo fluxo sanguineo no cérebro de equinos, causando lesdes na
massa branca do cérebro (Santos et al., 2013).

A avaliacdo da exposi¢do as FBs em animais e humanos é conduzida por diferentes
fluidos biologicos (urina, plasma e bile) bem como fezes e tecidos (Prelusky et al., 1996;
Chelule et al., 2000; Meyer et al., 2003). Os fatores que determinam a via de eliminacdo de
xenobidticos sdo 0 peso molecular e a solubilidade em agua. Assim, pesos moleculares mais
baixos e de maior hidrossolubilidade favorecem a eliminagéo por via renal em detrimento da
via biliar (Lino et al., 2004). As fumonisinas s&o eliminadas principalmente através da bile e
nas fezes. A excrecdo fecal resulta de falta de absorcéo pelo trato gastrointestinal ou pela alta
eficiéncia de eliminagdo de toxinas ou seus metabdlitos através do sistema biliar, hidrolases
do figado e enzimas do intestino que hidrolisam a FB; a monoéster e aminopentol, sendo
entdo excretadas nas fezes (Galtier, 1999; Yiannikouris e Jouany, 2002).

No estudo realizado por Prelusky et al. (1996) em suinos aos quais foi administrada
por via oral FB; marcada com *C, foi detectada radioatividade na bile, o que confirma que
existe alguma absorcédo desta toxina. Além disso, os autores observaram que apés os trés dias
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a primeira administracdo de racdes contaminadas houve aumento rapido na eliminacdo da
FB,, atingindo cerca de 85% no final do periodo experimental de 33 dias e a eliminacdo por
via urinaria contribuiu apenas com 0 a 2,5% do total recuperado. Meyer et al. (2003) também
encontraram niveis elevados (358 pg.Kg™) de FB; na bile dos suinos estudados. Os estudos
realizados em primatas nao-humanos e outros animais permitiram concluir que apenas 1% da
dose administrada é absorvida, o que parece explicar o fato de que seja necessaria a exposicao
continua a doses elevadas (superiores a 5 mg.Kg?) para obter concentracdes tecidulares
passiveis de produzirem sintomas de doenca (Chelule et al., 2000).

Em geral, a FB; tem sido relatada por exercer efeitos toxicos diretamente nas
estruturas, células e funcdes do intestino (Bouhet et al., 2004), bem como, propriedades de
barreira nas células epiteliais e acumular no célon (Prelusky et al., 1996; Bouhet et al., 2004).
Contudo, as informac@es especificas relacionadas a digestdo, absorcdo, secrecdo e influéncia
no tecido epitelial ao longo do trato gastrointestinal sdo escassos na nutricdo animal, bem
COMO ausentes na espécie equina.

Lessard et al. (2009) avaliaram o efeito do consumo repetido de extrato de milho rico
em fumonisinas (principalmente FB; com 1.5 mg.Kg?® PV) em suinos machos ap6s uma
semana de desmame e concluiram que a ingestao constante de fumonisinas tem o potencial de
alterar a fisiologia intestinal, arquitetura das vilosidades, as atividades enzimaticas e reduzir o
consumo alimentar. No mesmo contexto, Lalles et al. (2010) observaram que 0 consumo
croénico de FB; (1.5 mg.kg* PV) causa efeito negativo significativo na conversdo alimentar,
bem como aumento moderado de proteinas do estresse (cicloxigenase-1, chaperonas) no
estbmago e jejuno, respectivamente, e em grande relevancia aumento acentuado na
concentracdo tecidual de a,B-cristalino e cicloxigenase-1 (COX-1) no colon, demonstrando
que o coOlon é altamente sensivel aos efeitos deletério da FB;. De acordo Prelusky et al.
(1996), as respostas mais acentuadas observadas no célon de suinos tratados com FB1, podem
estar relacionadas ao maior acimulo da toxina nesse compartimento, quando comparado ao
estdmago e intestino delgado.

2.5 Microrganismos Adsorventes de Micotoxinas

Em razdo das micotoxinas serem tdxicas tanto para humanos como para 0s animais,
pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de encontrar mecanismos para a descontaminacao de
toxinas nos alimentos por métodos fisicos e quimicos (Huwig et al., 2001; Diaz et al, 2004).
Embora existam diferentes abordagens disponiveis para a descontaminacdo de micotoxinas
muitas delas ndo chegam a ser utilizadas devido aos elevados custos ou as dificuldades
praticas envolvidas no processo de detoxificagao (Shetty; Jespersen, 2006).

De acordo com Huwig et al. (2001) muitos adsorventes fisicos sdo desenvolvidos e
disponibilizados como aditivos dietéticos comerciais para animais, no entanto, grande parte
destes adsorventes ligam-se a apenas um pequeno grupo de toxinas enquanto demonstram
pouca ou nenhuma ligacdo a outros. Nesse sentido, a descontaminacdo biologica de
micotoxinas através da acdo de microrganismos é objetivo de estudo de alguns trabalhos
(Shetty; Jespersen, 2006, 2007; Pizzolitto et al., 2011, 2012). Saccharomyces cerevisiae e
bactérias acido-laticas (BAL) tém sido utilizadas em alimentos funcionais como probiéticos e
potenciais microrganismos envolvidos na descontaminacdo de micotoxinas (Shetty;
Jespersen, 2007).

Sabe-se que as bactérias 4&cido-laticas e algumas leveduras, principalmente
Saccharomyces cerevisiae, sdo capazes de se ligar as micotoxinas em meio liquido,
possivelmente atraves dos componentes da parede celular, peptidoglicanos e polissacarideos
de BAL (Haskard et al., 2001; Lahtinen et al, 2004), glucomananos de levedura, podendo ser
utilizados como potenciais descontaminantes de micotoxinas (Haskard et al., 2000, 2001; Lee
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et al., 2003; Shetty; Jespersen, 2006, 2007; Hernandez-Mendoza et al., 2009; Armando et al.,
2011; Pizzolitto et al., 2011, 2012).

A inclusdo de microorganismos adequados na dieta contaminada poderia entdo
impedir a absor¢do de micotoxinas durante a passagem no trato gastrointestinal, sendo por fim
eliminadas nas fezes (Gratz et al., 2004; Bueno et al., 2007). Estas consideracGes com énfase
em métodos bioldgicos, sdo principalmente descritas na prevencdo da absor¢do de AFLS no
trato gastrointestinal de forma a incluir estes microrganismos na dieta e assim prevenir 0s
efeitos da aflatoxicose (Pizzolitto et al., 2011). Trabalhos de pesquisa demonstram a eficiéncia
da Saccharomyces cerevisiae em adsorver micotoxinas do género Fusarium (Raymond et al.,
2003; Armando et al., 2013).

Embora pesquisadores venham testando o uso de leveduras e BAL com resultados
promissores na habilidade em se ligar com a AFB;, nenhum mecanismo dessa agéo foi
elucidado de forma clara e, nesse sentido, a selecdo de microrganismos eficientes na remocao
de AFB; é analisada perante Unica concentracdo da toxina, 0 que pode trazer respostas
diferentes uma vez que a eficiéncia de cada microrganismo pode mudar em relacdo a
quantidade de micotoxina presente (Haskard et al., 2001; Shetty; Jespersen, 2006; Bueno et
al.,, 2007; Hernandez-Mendoza et al., 2009; Pizzolitto et al., 2011). A eficiéncia dos
microorganismos é cepa-dependente, de modo que a remocao de aflatoxina foi de 16 a 40%
para as leveduras (Saccharomyces cerevisiae RC016, RC012, RC009, RC008, 01, 03, 05, 08 e
CECT 1891) e de 13 a 42% para as cepas de BAL (Pizzolitto et al., 2011).

De acordo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Instrucéo
Normativa 15/2009, os probioticos séo classificados como aditivos zootécnicos equilibradores
da microbiota do trato digestorio, e sdo definidos como cepas de microrganismos Vvivos
viaveis, que agem como auxiliares na recomposi¢do da microbiota do trato digestorio dos
animais, diminuindo o ndmero dos microrganismos patogénicos ou indesejaveis (MAPA,
2009). Os organismos probidticos devem resistir ao transito gastrointestinal, & acdo 4cida do
estdbmago e digestdo biliar, além de apresentar propriedades, como a habilidade em aderir-se
as celulas epiteliais do intestino, colonizacdo do trato intestinal, producdo de fator
antimicrobiano, inibicdo de patégenos, entre outros (Weese, 2001).

A sobrevivéncia das cepas probioticas ingeridas nas diferentes porces do trato
gastrointestinal pode apresentar variagdes de um organismo para 0 outro, uma vez que podem
ser inibidas no estbmago decorrente do baixo pH, bem como atingir o intestino em
concentragOes significativas. Nesse contexto, modelos in vitro consistem em provas simples,
que testam a sensibilidade do microrganismo a presenca de acido, bile e secrecBes do trato
digestivo (Marteau et al.,, 1997). Em relacdo a influéncia do pH e bile sobre os
microrganismos probioticos, Gusils et al. (2002) relataram que apenas 16% das bactérias
acido-laticas que estavam sendo testadas como potenciais probidticos para alimentos de
suinos, foram capazes de resistir a pH 3 por 3 horas e além disso, 85% das cepas de L.
acidophillus e Enterococcus faecium isoladas das fezes ndo conseguiram sobreviver a bile
0,1% durante 24 horas. De acordo Kiihle et al. (2004), 100% das cepas de Saccharomyces
cerevisiae testadas sobreviveram em pH 2,5 por 4 horas, e 65% foram capazes de crescer na
presenca de bile 0,3%. Demonstra-se assim que as bactérias parecem ser muito mais sensiveis
que as leveduras quanto a presenca de bile e pH acido.

Em trabalho realizado por Pizzolitto et al. (2011) em relagdo a aplicacdo do modelo de
adsorcdo para as estirpes de levedura e de BAL, foi demonstrado que a Saccharomyces
cerevisiae CECT 1891 foi o microorganismo mais eficiente na remocao de AFB; e, em geral,
também tiveram eficiéncias mais elevadas as BAL, principalmente porque os valores médios
do parametro de avaliagdo de eficiéncia de adsorcdo (sitios de ligacéo total por célula) foram
de 20 a 1.000 vezes maior.
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Além desses fatores, a ligacdo da toxina € demonstrada por ser melhor em pH mais
acido (Haskard et al., 2000; Yiannikouris et al., 2004a) e quando as células sdo tratadas com
acido ou calor (EI-Nezami et al., 1998). Yiannikouris et al. (2004a) avaliaram a capacidade de
adsorcdo de B-D-glucanos sobre zearalenona em pH 3,0; 6,0 e 8,0 e observaram que em
condicdes &cidas e neutras ocorreu a maior afinidade (64-77%), enquanto em condicdes
alcalinas a adsorcdo foi reduzida, demonstrando que a alcalinidade parece impedir a
conformacdo tridimensional ativa de B-D-glucanos e favorecer uma Unica hélice e/ou
estruturas de bobina aleatoria.

A andlise in vitro do processo de adsorcdo das micotoxinas € intensamente utilizada
para avaliar os potenciais agentes descontaminantes de micotoxinas, uma vez que, se um
possivel adsorvente ndo consegue ligar-se a uma micotoxina in vitro, possivelmente in vivo
isso ndo ird ocorrer. Nesse sentido, 0s ensaios in vitro sdo muito Uteis para a identificacdo e
classificacdo de potenciais produtos adsorventes de micotoxinas, ajudando a determinar os
mecanismos e condicOes favoraveis para a ocorréncia da adsorcéo (Diaz; Smith, 2005).

2.5.1 Saccharomyces cerevisiae

A parede celular da S. cerevisiae apresenta dupla camada de aproximadamente 70+10
nm de espessura, correspondendo a cerca de 30% do peso seco da célula, consistindo numa
estrutura multilaminar microfibrilar constituida por polissacarideos (90%), sendo as mananas
e as glucanas os principais polimeros estruturais (De Groot et al., 2005). A sua composi¢do
quimica geral, expressa em percentagem de peso seco consiste em: glucanos (28%), mananos
(31%), proteinas (13%), lipidios (8,5%), quitina (1%), quitosano (2%), compostos
nitrogenados (2%), fosfato (0,31%), e fons inorganicos como Ca®* e Mg** (cerca de 3%)
(Brady et al., 1994; Patzak et al., 1997). Esta diversidade de compostos permite a existéncia
de inimeros sitios de ligacdo em potencial para a complexacdo de moléculas (Shetty;
Jespersen, 2006).

As leveduras sdo utilizadas na alimentagdo e comercialmente seus produtos como a
parede celular e células vivas tem sido produzidas especificamente para a alimentacdo animal,
com grande enfoque na industria de aves (Celyk et al., 2003). Estudos com cepas de
S. cerevisiae demonstraram ter atividades probidticas promissoras na descontaminacdo de
micotoxinas (Jespersen, 2003; Yiannikouris et al., 2003; 2004bc; Coeuret et al., 2004;
Raymond et al., 2003; Shetty; Jespersen, 2006; Bueno et al., 2007; Pizzolitto et al., 2011;
Armando et al., 2011; 2013).

Em estudo realizado por Armando et al. (2013) avaliando a capacidade adsorvente de
S. cerevisiae (10" UFC.mL™) em relacdo a diferentes concentracdes de FB; foi observada
reducdo no percentual de FB; de acordo a quantidade da micotoxina de 27%, 43%, 68,5% a
78,7% para 1, 2, 20 e 50 pug FB1.mL™, respectivamente, ressaltando a promissora capacidade
da levedura em reduzir a biodisponibilidade da toxina no trato gastrointestinal, embora o
mecanismo de acdo ainda ndo seja esclarecido.

Em estudo com equinos, Raymond et al. (2003) avaliaram a eficacia de adsorcao de
polimero de glucomananos (GM) em dieta contendo grdos naturalmente contaminados com
Fusarium (15 mg.Kg* DON, 0.8 mg.Kg™ 15-acetildeoxinivalenol, 9.7 mg.Kg™ acido fuséarico
e 2 mg.kg* ZEA) através do consumo alimentar, concentragcdo de imunoglobulina sérica,
pardmetros bioquimicos séricos e hematologia. Foi observado reducdo no consumo alimentar
e aumento na concentracdo de y-glutamiltransferase serica de animais submetidos a dieta
contaminada, contudo, os animais suplementados com 0,2% GM apresentaram aumento na
ingestdo de alimento, reducdo na concentracédo de y-glutamiltransferase, demonstrando que o
polimero GM previne os efeitos adversos induzidos por micotoxinas.

Em relacdo a AFB;, Pizzolitto et al. (2011), atraves da descontaminacédo bioldgica com
uso de bactérias e leveduras demonstraram que Lactobacillus casei, Pediococcus entosaceus e
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Saccharomyces cerevisiae CECT 1891 foram capazes de diminuir a concentracdo in vitro de
AFB;, sugerindo que estas espécies ou seus extratos de parede poderiam ser usados como
agente probiotico no trato intestinal melhorando parametros produtivos em frangos de corte.
Shetty e Jespersen (2006) relataram o estudo realizado com diferentes cepas de diferentes
espécies de levedura, incluindo a S. cerevisiae e Candida krusei a fim de testar a acdo em
presenca de aflatoxina (5 pg), isoladas do milho proveniente do Oeste da Africa, e
demonstraram serem capazes de se ligarem a mais de 60% das toxinas presentes em meio
tampdo fosfato-salino (1 mL). Além disso, a maior parte das cepas de levedura ligaram-se a
mais de 15% da AFB3, sendo a ligacdo da toxina altamente cepa especifica. Armando et al.
(2011) avaliaram a capacidade de quatro cepas de S. cerevisiae em adsorver AFB; utilizando
diferentes concentracfes da toxina. O percentual de adsorcdo variou desde 16,4 até 82% para
50 ng.mL™ de AFBy; entre 21,3 e 48,7% para 100 ng.mL™ de AFB;; e de 20,2 a 65,5% para
500 ng.mL™ de AFB;. Estes resultados demonstram que a capacidade de adsorcdo é cepa-
dependente, existindo grande variabilidade de resultados.

O mecanismo envolvido na capacidade de leveduras em prevenir os danos promovidos
por AFLs ainda ndo é totalmente esclarecido e ha vérias hipdteses que tentam explicar tal
habilidade. Um modelo proposto por Yiannikouris et al. (2003), através de ensaios in vitro
concluiu que a habilidade de leveduras em reduzir efeitos de micotoxinas estd relacionada
com a capacidade de adsorver essas moléculas nas paredes celulares e com isso limitar a
biodisponibilidade ao organismo. A estrutura tridimensional dos polisacarideos que
constituem a parede celular permite a adsorcdo de diferentes micotoxinas ou seus derivados
metabdlicos (Jouany et al., 2005; Ringot et al., 2005). Os B-D-glucanos da parede das
leveduras sdo capazes de adsorver diversas micotoxinas (Yiannikouris et al., 2003; 2004ab)
enquanto que os a-D-mananos inibem a atividade toxica das micotoxinas, provavelmente por
interagir com os radicais destes compostos (Madrigal-Bujaidar et al., 2002). Yiannikouris et
al. (2004b) relataram em estudo as interagGes fundamentais entre zearalenona e B-D-glucanos,
com base em estudos de difracdo e raios-X. Os autores descreveram que cadeias de -1,3 D-
glucanas parecem favorecer uma associacdo muito estavel intra-helicoidal com zearalenona,
juntamente estabilizada por cadeias laterais B-1,6 D-glucanos. Ambas as ligagdes por pontes
de hidrogénio e por forca de Van der Waals foram identificadas no complexo e poderiam,
assim, serem propostas como interagdes conduzidas para controlar a associacdo entre as duas
moléculas.

Conforme descrito por Pizzolitto et al. (2011) os resultados obtidos confirmam que 0s
compostos envolvidos na ligacdo AFB; para levedura sdo componentes da parede celular e
que devem manter a sua estrutura, a fim de remover AFB; eficazmente. Resultados
semelhantes foram relatados por Hernandez-Mendoza et al. (2009), que
demonstraram que a parede da célula bacteriana liga-se eficazmente a AFB; purificadas.
Além disso, a perda da parede celular bacteriana em resposta a tratamentos com enzimas
apresentou reducdo na capacidade de ligar AFB; em relacdo a de células inteiras, o que
demonstra a importancia da integridade da parede celular para realizar ligagdes com
micotoxinas (Pizzolitto et al., 2011). Com base nos trabalhos disponiveis na literatura,
observa-se que os carboidratos da parede celular tanto de bactérias, como de Saccharomyces
cerevisiae sdo locais comuns de ligacéo, para diferentes toxinas e interacdes.
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RESUMO

Avaliou-se a adsorcdo in vitro de fumonisina B; (FB;) através do uso de diferentes cepas e
concentragcdes de Saccharomyces cerevisiae em condi¢des que simulam o trato digestivo de
equinos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x5,
com quatro cepas de levedura (1, 2, 3 e 4) e cinco concentracdes para cada cepa de 1x107,
5x107, 1x108, 5x10° e 1x10° UFC.mL™, sob pH 2 e 6,8 com trés repeticdes por tratamento. Os
ensaios de adsorcdo in vitro foram conduzidos em microtubos contendo solugdo tamponada
de micotoxina e levedura a 39 °C. A concentracdo de FB; foi de 5 ug.mL™. As amostras do
sobrenadante contendo as fumonisinas ndo adsorvidas foram analisadas e quantificadas por
CLAE. Os resultados foram submetidos a analise de regressdao em funcdo da concentragéo de
levedura e cepas de levedura. Observou-se, tanto em pH 2 como a 6,8, interagéo significativa
entre concentracdo de FB; e cepa de levedura (P<0,001). No pH 2, as cepas de levedura nao
diferiram em relacdo a quantidade de FB; adsorvida nas concentraces de 1x10’, 5x10’,
1x10® UFC.mL™, apenas apresentaram efeito significativo para as concentracbes mais
elevadas de 5x10° e 1x10° UFC.mL™ (P<0,001). Em pH 6,8, as diferencas ocorreram para as
concentracdes de 1x10% 5x10°® e 1x10° UFC.mL™ (P<0,001), ndo apresentando efeito
significativo nas concentragdes mais baixas (1x10’e 5x10° UFC.mL™). Na concentracdo mais
elevada de 1x10° UFC.mL™, a cepa 4 (SC-47) demonstrou maior capacidade para adsorver
FB;, 39,4% e 37,5% em pH 2,0 e 6,8, respectivamente. Além disso, foram observadas
respostas lineares na capacidade de adsor¢do em todas as cepas avaliadas sob condi¢des de
pH &cido e neutro. Os resultados demonstram que a capacidade de adsorcdo de FB; pela S.
cerevisiae é cepa-dependente e que o valor de pH pode influenciar na quantidade de FB;
removida da solucéo de acordo a cepa utilizada.

Palavras-chave: capacidade adsorvente, levedura, micotoxina.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the in vitro adsorption of fumonisin B1 (FB1) through
the use of different strains and concentrations of Saccharomyces cerevisiae in conditions
simulating the digestive tract of horses. The experimental design was completely randomized
in a factorial 4x5 with four yeast strains (1, 2, 3 and 4) and five concentrations for each strain
of 1x10’, 5x10’, 1x108, 5x10° and 1x10° CFU.mL'1 at pH 2 and 6.8 with three replicates per
treatment. In vitro adsorption experiments were carried out in microcentrifuge tubes
containing buffered solution mycotoxin and yeast at 39 ° C. The concentration of FB; was 5
ng.mL™*. The supernatant of samples containing fumonisin not adsorbed were analyzed and
quantified by CLAE. The results of the in vitro adsorption were subjected to a regression
analysis based on the S. cerevisiae concentration and yeast strains. It was observed at pH 2
and 6.8 a significant interaction between S. cerevisiae concentration and yeast strain (P
<0.001). At pH 2, the the amount of FB; adsorbed by different yeast strains did not differ with
1x107, 5x10, 1x10® CFU.mL™, only showed effects for the highest concentrations of 5x10°
and 1x10° CFU.mL™ (P<0.001). At pH 6.8, the differences occurred to concentration of
1x108, 5x10% and 1x10° CFU.mL™? (P<0.001), but had no effect on lower concentrations
(5x10” and 1x10’ celulas.mL™). At the highest concentration of 1x10° CFU.mL™, strain 4
(SC-47) demonstrated a greater capacity to adsorb FB;, 39.4% and 37.5% at pH 2.0 and 6.8,
respectively. In addition, linear responses were observed in the adsorption capacity in all
strains evaluated under conditions of acidic and neutral pH. The results demonstrate that the
ability of S. cerevisiae to adsorb FB; is strain-dependent and the pH value may influence the
amount of FB; removed from the solution according to the strain used.

Keywords: adsorbent capacity, yeast, mycotoxin.
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1 INTRODUCAO

As fumonisinas sdo grupos de micotoxinas produzidas por Fusarium verticillioides e
Fusarium proliferatum associadas principalmente aos grdos e ou sub-produtos de gréos de
milho (Zachariasova et al., 2014). Dentre as fumonisinas da série B, a fumonisina designada
B, (FB;) é a forma mais abundante e tdéxica encontrada nas matérias-primas (Caloni;
Cortinovis, 2010). Estdo relacionadas a ocorréncia de problemas graves na producao animal,
afetando principalmente o trato respiratdrio de aves (Pitt, 2000), causando edema pulmonar
em suinos (Harrison et al., 1990), distdrbios neuroldgicos em equinos (Caloni; Cortinovis,
2010) e associadas ao aumento do risco de cancer esofagico em humanos (IARC, 2002). Em
equinos, a FB; € responsavel por causar grave intoxicacdo e doenca conhecida como
Leucoencefalomalécia equina (LEME) (Caloni; Cortinovis, 2010) e esté associada a sindrome
hepatotdxica (Voss et al., 2007), levando a morte.

Considerando a toxidez da fumonisina, estratégias para prevenir, eliminar, inativar ou
reduzir a presenca nos alimentos sdo necessdrias. Embora alguns mecanismos de
descontaminacdo por métodos quimicos e fisicos sejam utilizados, devido aos seus custos
elevados ou inviabilidade pratica dos processos, a maioria dessas técnicas acabam ndo sendo
utilizadas (Huwig et al., 2001; Shetty; Jespersen, 2006). Uma estratégia promissora em
eliminar ou reduzir a presenca de FB; em solucdo é a utilizacdo de microrganismos como
aditivo antimicotoxina. A inclusdo desses organismos na dieta pode diminuir o efeito tdxico
da micotoxina, através do complexo FB;-microrganismo, reduzindo a disponibilidade e
absorcdo da toxina no trato gastrointestinal, sendo eliminada através das fezes (Gratz et al.,
2004; Bueno et al., 2007; Pizzolitto et al., 2012).

Leveduras de Saccharomyces cerevisiae e bactérias &cido-laticas (BAL) tém
demonstrado excelente capacidade de adsorcdo in vitro de micotoxinas em meio liquido,
através dos componentes da parede celular, podendo ser eficazes na descontaminacdo de
micotoxinas. Porém, a maioria das pesquisas sdo voltadas para a prevencdo de disturbios
causados pela alfatoxina By (AFB;) (EI-Nezami et al., 1998; Haskard et al., 2000, 2001; Lee
et al., 2003; Shetty; Jespersen, 2006, 2007; Bueno et al., 2007; Hernandez-Mendoza et al.,
2009; Armando et al, 2011; Pizzolitto et al., 2011; Fruhauf et al., 2012; Pereyra et al., 2012),
zearalenona (ZEA) e alguns tricotecenos (EI-Nezami et al., 2002a,b; Yiannikouris et al., 2003,
2004a,b; Niderkorn et al., 2006, 2007; Fruhauf et al., 2012; Pereyra et al., 2012), sendo
restritas as publicacfes que estudam as fumonisinas (Pizzolitto et al., 2012; Armando et al.,
2013).

Dentre esses microrganismos, S. cerevisiae demonstra ser mais eficaz em sobreviver
as diferentes condigdes do trato gastrointestinal, resistente ao pH acido e a presenca de bile
(Gusil et al., 2002; Kiihle et al., 2005), além de promover melhores resultados na capacidade
de adsorcdo de micotoxinas (Shetty; Jespersen, 2006; Bueno et al., 2007; Pizzolito et al.,
2011, 2012). O mecanismo de acdo da S. cerevisiae na remocao de FB; é descrito como um
fendmeno fisico através de ligagcBes ndo-covalentes, bem como interagdes hidrofobicas na
superficie do microrganismo, sem ocorrer metabolismo (Pizzolito et al., 2012). De acordo
esses autores, a remocao de FB; pelo microrganismo é um processo rapido, sem ocorrer
modificacdo da molécula de FB1, podendo ser reversivel, onde a ligacdo depende tanto da
concentracdo da toxina como do microrganismo utilizado. Além disso, a interagdo entre
toxina e agente adsorvente pode sofrer influéncia do pH da solugdo (Haskard et al., 2000;
Yiannikouris et al., 2003, 2004a; Pereyra et al., 2012).
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O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a capacidade de adsorcdo de FB; por
diferentes cepas e concentracOes de S. cerevisiae, simulando as condic¢des organicas de pH e
temperatura encontrados no trato digestério de equinos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local
Este ensaio foi conduzido no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia Alimentar (LCTA)
do Centro de Engenharia Biologica da Universidade do Minho, Braga, Portugal

2.2 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 5.
Os ensaios foram conduzidos em solucdo sob pH 2 e pH 6.8, utilizando quatro cepas de
levedura (1, 2, 3 e 4), cinco concentragdes de cada cepa de 1x10, 5x10’, 1x10°, 5x10° e 1x10°
UFC.mL™ e trés repetices em cada tratamento. A FB; (Sigma-Aldrich, Quimica, S.L., Sintra,
Portugal) foi utilizada na concentragio de 5 pg.mL™.

2.3 Cepas de Levedura

As cepas de leveduras utilizadas foram: Cepa 1: Procreatin 7%, Lesaffre Feed
Additivies, Lille, Franca; Cepa 2: cepa LL08, isolada do rimen de bovino; Cepa 3: Levucell®
cepa CNCM 1-1077, Lallemand Animal Nutrition, Goiania, Brasil; Cepa 4: Biosaf® cepa SC-
47, Lesaffre Feed Additivies, Lille, Franca;

As leveduras foram cultivadas em meio de cultura YPD (10 g de extrato de levedura,
20 g de peptona, 20 g de dextrose em 1 L de agua destilada) em frascos de Erlenmeyer a 30
°C por 48 h em incubadora com agitacdo orbital a 200 rpm. Apds esse processo, 0s cultivos
foram centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos e os pellets contendo as células de levedura
foram lavados 3 vezes com solucdo de 84% tampédo fosfato-salino (PBS: 8 g NaCl, 1,2 g
Na;HPOQ,, 0,2 g KH,PO4, 0,2 g KCl em 1 L de H,0, pH 7,4), 15% alcool etilico e 1% &cido
acético, centrifugados e submetidos ao processo de liofilizacdo. Uma aliquota de 10 mg de
cada cultivo de levedura foi ressuspendido em 10 mL de PBS. O total de células por unidade
de volume foi estimado através da cAmara de Neubauer (UFC.mL™).

2.4 Preparo das Solugdes Tampédo em pH 2 e 6,8

Uma aliquota de cada cultivo de levedura foi ressuspenso em solucdo tampéo a pH 2
(50 mL de cloreto de potassio 0,2 mol.L™ e 13 mL de &cido cloridrico 0.2 mol.L™* em 250 mL
de &gua destilada) (Pereyra et al., 2012) e em solucéo tamp&o a pH 6,8 (51 mL de fosfato de
sodio dihidrogénio 0,2 mol.L™? e 49 mL de fosfato de sédio bibésico heptahidratado 0,2
mol.L* em 200 mL de &gua destilada) (Stoll; Blanchard, 1990) de forma a se obterem
concentracdes de 1x107, 5x107, 1x10%, 5x10° e 1x10° UFC.mL™.

2.5 Capacidade de Adsorcao in vitro

Foi utilizada a metodologia descrita por Bueno et al. (2007) e Pereyra et al. (2012).
Uma aliquota de 500 uL de solucdo de levedura foi adicionada em cada microtubo contendo
500 pL de solucdo tampdo com 10 pg.mL™ de FB;. Além disso, foi incluido o teste de
controle negativo (solucdo tampao pH 2,0 e pH 6,8 com FB; e sem levedura). Os microtubos
foram mantidos a 39 °C com agitacdo mecénica por 1 h e em seguida centrifugados a 5000
rpm por 15 min. O sobrenadante contendo a FB; ndo adsorvida foi coletado e armazenado a
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-20 °C. As amostras armazenadas foram posteriormente submetidas a analise por
cromatografia liquida de alta precisdo (CLAE).

A gquantidade de FB; adsorvida foi calculada através da diferenca entre a toxina do
tubo controle e a toxina residual em solucéo (ung.mL™). A percentagem de FB; nas amostras
foi calculada de acordo a seguinte equacéo (Bueno et al., 2007):

Toxinaus (%) = [1 — (Toxinaes/Toxina)] x 100, sendo Toxina,gs = quantidade de
toxina adsorvida em %, Toxinac = concentracéo da toxina em solucdo do controle (ng.mL™) e
Toxinares = concentracio de toxina residual (ug.mL™).

2.6 Analise de Micotoxina FB;

As amostras do sobrenadante contendo as fumonisinas ndo adsorvidas foram
submetidas a andlise por CLAE com deteccdo por fluorescéncia. As fumonisinas foram
submetidas a um processo de derivatizacdo, que foi realizado com orto-ftaldialdeido (OPA)
(40 mg de OPA em 1 mL de metanol, 5 mL de sédio tetraborato a 0,1 M e 50 uL de 2-
mercaptoetanol) (Sanchis et al., 1995). Misturou-se 150 puL de amostra com 150 pL de
solucdo de OPA, mantendo-se em repouso a temperatura ambiente durante 2 min e em
seguida procedeu-se a sua injecdo no CLAE.

Para a deteccdo e quantificacdo por CLAE, foi utilizada uma fase mével composta por
metanol e fosfato de sodio dihidrogénio 0,1 M (77:23, v/v) com pH corrigido para 3,35 com
acido orto-fosforico. Foi utilizada uma coluna C18 YMC-Pack ODS-AQ (25 cm x 4.6 mm, 5
um) e um fluxo de 1 mL.min™. Os parametros do detector de fluorescéncia foram Ex: 335
nm, Em: 440 nm e gain: 100. Foram elaboradas curvas de calibracdo utilizando padrdes de
FB: (1, 5 e 10 pg.mL™) (Sigma-Aldrich), de modo que o sinal lido pelo detector seja
transposto para unidades de concentragcdo na amostra.

2.7 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados usando o programa Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas - SAEG (2003). Os dados foram submetidos a andlise de regressao em
funcdo da concentracdo de levedura e cepas de levedura (P<0,05). As médias ajustadas foram
comparadas pelo teste de Student Newman Keuls (SNK) a 5% de significancia.

3 RESULTADOS

No presente estudo, todas as cepas de S. cerevisiae avaliadas foram capazes de
remover FB; da solucdo, tanto em pH acido (2,0) como neutro (6,8). Além disso, foi
observada interacdo significativa entre as concentragcdes de levedura e cepas de levedura
(P<0,001) (Tabelas 1 e 2).

Em relacdo as concentraces de levedura, observou-se diferenga entre as cepas nas
concentracdes mais elevadas de 0,5x10° e 1x10° UFC.mL™* (Tabela 1). Contudo, nas
concentraces de 1x10°, 5x10” e 1x10®° UFC.mL™ as diferencas ndo foram observadas
(P>0,05). As maiores reducdes de FB; foram observadas na concentracdo mais elevada de
1x10° UFC.mL?, sendo que a cepa 4 removeu maior quantidade de FB; da solucdo, seguida
pela cepa 1, 3 e 2, nos valores de 2,64, 2,37, 1,56 e 1,19 UFC.mL™, respectivamente. Sob
condicdo &cida, o percentual de FB; adsorvida aumentou gradualmente com o aumento da
concentracdo do microrganismo, variando entre 0,9 a 35,3% (Cepa 1), de 2,5 a 17,7% (Cepa
2),de 1,5a23,3% (Cepa 3) e de 2,2 a 39,4% (Cepa 4).
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Tabela 1. Quantidade (ng.mL™) e percentual (%) de FB; adsorvida pelas quatro cepas de S.
cerevisiae (1, 2, 3 e 4) avaliadas em cinco diferentes concentracdes (1x107, 5x10’, 1x10°,
5x108 e 1x10° UFC.mL™Y), em solugdo tamp&o com pH 2.

Concentracéo de S. cerevisiae (UFC.mL™)

S. cerevisiaet 1x10” 5x107 1x10° 5x10° 1x10° Valor de P
pg/mL % pg/ml % pg/mL % pg/ml % pg/ml % L2 Q?
Cepa 1 090" 09 029" 43 052° 77 162° 241 237° 353 <0001 <0,001
Cepa 2 017% 25 038" 57 051° 76 085 126 1,19 17,7 <0,001 0,0362
Cepa 3 1,50 15 032% 47 057" 86 117® 175 156° 233 <0,001 0,0014
Cepa 4 220" 22 036" 54 054° 80 168" 251 264" 394 <0001 0,0140

AB | etras diferentes seguidas na coluna diferem pelo teste de SNK a 5%
1 Cepa 1: Procreatin 7; Cepa 2: cepa LLO08; Cepa 3: Levucell® cepa CNCM 1-1077; Cepa 4: Biosaf® cepa SC-47.
2 Regressdo linear (L) e quadratica (Q) em funcdo das concentragdes de levedura

Na solucdo em pH 6,8, observou-se diferenca entre as cepas nas concentracdes de
1x108, 5x10% e 1x10° UFC.mL™ de S. cerevisiae, porém ndo houve efeito em relacdo as
concentracdes inferiores de 1x10” e 5x10” UFC.mL™ (Tabela 2). Tal como ocorreu em pH 2,
na concentracdo de 1x10° UFC.mL™ a cepa 4 apresentou maior habilidade em adsorver FB;
quando comparada com as demais cepas analisadas com valor de 2,74 pg.mL™ em relacdo a
1,79 pg.mL™ (cepa 3), 1,15 pg.mL™ (cepa 2) e 1,14 pg.mL™ (cepa 1). Nesta concentragéo, o
valor percentual de FB; adsorvida para as cepas 1, 2 e 3 foi de 15,6%, 15,7% e 24,5%,
respectivamente, enquanto que com a cepa 4 foi de 37,5%, similar ao resultado obtido em pH
2 de 39,4%.

Tabela 2. Quantidade (ug.mL™) e percentual (%) de FB; adsorvida pelas quatro cepas de S.
cerevisiae (1, 2, 3 e 4) avaliadas em cinco diferentes concentracdes (1x107, 5x10’, 1x10°,
5x10% e 1x10° UFC.mL™), em solucéo tamp&o com pH 6,8.

Concentracio de S. cerevisiae (UFC.mL™)

S.cerevisiae! 1x10’ 5x10’ 1x10° 5x10° 1x10° Valor de P
pg/mL % pg/mL % pgmL %  upug/mL % pg/ml % L2 Q?
Cepa 1 005" 06 020" 28 031° 42 070° 86 114° 156 <0001 0,125
Cepa 2 010 14 026" 36 050 69 101° 139 115° 157 <0,001 <0,001
Cepa 3 001" 02 012% 16 110* 89 139 191 179 245 <0001 <0,001
Cepa 4 0,10 13 029% 40 091® 125 202* 27,7 274 375 <0001 <0,001

AB |etras diferentes seguidas na coluna diferem pelo teste de SNK a 5%
1 Cepa 1: Procreatin 7; Cepa 2: cepa LLO8; Cepa 3: Levucell® cepa CNCM 1-1077; Cepa 4: Biosaf® cepa SC-47.
2 Regressdo linear (L) e quadratica (Q) em funcéao das concentragdes de levedura

Com o aumento da concentracao de células de S. cerevisiae foi observado aumento na
quantidade de FB; removida da solucdo, porém sem ocorrer saturacdo dentro da amplitude
avaliada. Dessa forma optou-se por realizar o ajuste de modelo linear para as quatro cepas em
funcdo das concentraces em células/mL, tanto em pH 2 e 6,8 (Figuras 1 e 2). Além disso,
observando-se o coeficiente angular da reta (B) das equagdes das diferentes cepas, pode-se
observar que em pH 2 as cepas 1 e 4 apresentam valores semelhantes, sendo
aproximadamente duas vezes maiores do que as cepas 2 e 3. Em pH 6,8 a cepa 4 apresentou
valor de B trés vezes superior as cepas 1 e 2 e uma vez e meia acima da cepa 3.
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Figura 1. Efeito da concentragédo de S. cerevisiae na adsor¢do de fumonisina B; e equacdo de
regressao linear para as cepas 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D), em pH 2.
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Figura 2. Efeito da concentracdo de S. cerevisiae na adsor¢do de fumonisina B; e equacdo de
regressao linear para as cepas 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D), em pH 6,8.

4 DISCUSSAO

A eficiéncia de microrganismos, tais como leveduras e bactérias acido-laticas, em
ligar-se a FB; dependem mais de um fenbmeno quantitativo (existéncia de ampla area de
superficie e de sitios de ligacdo) do que de um fenémeno qualitativo (estrutura quimica
envolvida na interacdo) (Pizzolitto et al., 2012). Esse mecanismo ocorre na estrutura da
parede celular dos microrganismos e assemelha-se ao observado com micotoxinas como a
zearalenona (ZEA), ocratoxina (OTA) e aflatoxina B; (Yannikouris et al., 2003, 2004a,b;
Shetty; Jespersen, 2006; Bueno et al., 2007; Armando et al., 2011, 2012, 2013).

Shetty e Jespersen (2006) relataram a capacidade de S. cerevisiae e Candida krusei em
se ligarem a mais de 60% da quantidade total de AFB; presente em meio tampao fosfato-
salino. Em estudo comparando BALs com S. cerevisiae, foi demonstrado que a S. cerevisiae
foi mais eficiente na adsorcdo de AFB; e apresentaram 100 a 1000 vezes maior quantidade de
sitios de ligagdo em comparacéo as BAL (Bueno et al., 2007). Nesse sentido, observa-se que
diferentes cepas de S. cerevisiae séo eficientes na remocao de toxinas e, portanto, podem ser
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utilizadas na industria como aditivos antimicotoxina, sem efeitos prejudiciais ao animal e
humano.

No intervalo de concentracGes estudado, para ambos os valores de pH 2 e 6,8,
observou-se ajuste linear positivo para a interacdo FB;-Saccharomyces cerevisiae com 0
aumento das concentragdes (UFC.mL™) sem ocorrer transicdo para platd e saturagdo. Esses
resultados estdo de acordo com Shetty et al. (2007) que também ndo observaram saturagdo na
remocao de AFB; por S. cerevisiae, relacionando com a alta eficiéncia das cepas utilizadas.
Bueno et al. (2007) descreveram comportamento linear em relagéo a baixo valor de AFB; (5
ng.mL™) e auséncia de saturacdo variando as concentracdes de S. cerevisiae em 10’ UFC.mL"
! Lee et al. (2003) descreveram relacdo linear na adsorcdo de AFB3, sendo a quantidade de
toxina utilizada o fator limitante perante numero de sitios de ligacdo na superficie do
microrganismo indefinidos. Por outro lado, autores descrevem que mesmo havendo o
aumento da quantidade de células no meio e consequente aumento na toxina adsorvida, a
remocao total da toxina nunca ocorre devido ao processo alcancar um equilibrio entre toxinas
adsorvidas (sitios de ligacdo ocupados) e toxinas livres (sitios livres) (Bueno et al.. 2007;
Pizzolito et al., 2011, 2012).

Em estudo recente realizado por Pizzolitto et al. (2012) utilizando cepa de S.
cerevisiae (CECT 1891), observaram que a eliminacdo de FB; no meio foi altamente
dependente da concentracdo de microrganismo, sendo essa relacdo linear em baixas
concentragfes com transicdo para um platé com o aumento da concentracdo de células. Esses
autores obtiveram aproximadamente 95% de remocdo de FB; na concentragdo de 1x10°
UFC.mL™. Embora as concentracdes de microrganismo utilizadas sejam similares entre os
trabalhos, a remocéo de FB; maxima observada no presente estudo foi de 39,4% em pH 2 e de
37,5% em pH 6,8 na concentracdo de 1x10° UFC.mL™, com a cepa 4.

Na concentracdo minima de células de S. cerevisiae (1x10° UFC.mL™) a quantidade
de FB; adsorvida foi inferior a 2,5% em ambas as condi¢des de pH. Esses resultados s&o
discrepantes ao estudo de Pizzolitto et al. (2012) que quantificaram 50% de FB; removida na
quantidade minima de 1x10” UFC.mL™e Armando et al. (2013) que encontraram reducdo de
43% de FB; da solucdo para a quantidade de 5 pg.mL™ ao utilizarem a cepa de S. cerevisiae
RCO016. Esses resultados ressaltam que a interacdo é cepa-dependente e que a composicdo da
parede celular e o nimero de sitios de ligacdo livres podem determinar a quantidade de toxina
removida.

Conforme descrito em Jouany et al. (2005), a estrutura da parede celular é dinamica e
pode ser modulada de acordo as estirpes de levedura, condi¢des de cultivo, pH, temperatura,
taxa de oxigenacdo e concentragdo no meio. E constituida por cerca de 80-90% de
polissacarideos, sendo os principais compostos em ordem: -D-glucanos (camada interna) e
mananos (camada externa). Nesse aspecto, 0 mecanismo de agdo das S. cerevisiae ocorre pela
interacdo com a parede celular, através das cadeias de B-D-glucanos que possuem alta
afinidade para micotoxinas, sendo caracterizado como o principal composto na formagédo do
complexo adsorvente (Yannikouris et al., 2003, 2004a,b, 2006). Contudo, esses autores
destacam que além da composicédo da parede celular, a transicdo de pH é capaz de provocar
mudancas na estrutura tridimensional da molécula que estdo relacionados ao tipo de ligacdo
quimica envolvida, promovendo respostas diferentes de adsorcéo.

Yannikouris et al. (2006) observaram que os extratos de f-D-glucanos de quatro cepas
de S. cerevisiae adsorveram quantidades diferentes de toxina e o fato foi atribuido a variagao
na composicao especifica de fragdes alcalinas soluveis e insoltveis de cada cepa. Além disso,
observaram que a afinidade com os adsorventes para a AFB; e OTA foi alta em pH 6, similar
em pH 3 e 6 para a deoxinivalenol (DON) e ausente em pH 8 para essas micotoxinas, porém
eficiente para a patulina (PAT) (Yannikouris et al., 2006). Para ZEA, as condicOes acidas e
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neutras demonstraram excelentes taxas de afinidade, decrescendo em pH alcalino
(Yannikouris et al., 2004a).

Informacdes como estas, referente as FB; sob diferentes condi¢des de pH sdo escassas
e/ou inexistentes. Nos trabalhos que avaliaram adsor¢do de FB; in vitro, o processo foi
realizado em unica condicdo de solucdo fosfato-salino sob pH 7,4 (Pizzolitto et al., 2012) e
pH 7,3 (Armando et al., 2013). E conforme descrito previamente, as respostas obtidas por
esses autores em relacdo as quantidades de FB; adsorvida em concentracfes similares de
células de microrganismos foram discrepantes ao atual estudo.

Nesse sentido, em relacdo a interacdo de FB;-Saccharomyces cerevisiae, foi observado
que os valores em cada concentracdo de levedura para as cepas 2, 3 e 4 foram similares em
condicdes acida (pH 2) e neutra (pH 6,8). Apenas a cepa 1 em pH 6,8 apresentou valores
inferiores de adsor¢do com uma taxa aproximada de reducdo de 50% em relagdo ao pH 2, na
maioria das concentracBes. A cepa 4 nas condi¢cdes de acidez e neutralidade demonstrou
maior capacidade de adsorcdo de FB; em meio liquido, com o aumento crescente da
quantidade de células do microrganismo.

Esse fato pode ser observado pela diferenca no coeficiente angular da reta (j3), onde
guanto menor a inclinacdo da reta, menor a eficiéncia na resposta. A cepa 4 apresentou alta
inclinacdo da curva em relacdo as demais cepas avaliadas, mesmo apds transicdo de pH,
mostrando um potencial crescente na remocdo de FB; com o aumento da concentracdo de
microrganismos (UFC.mL™). Em pH 2, as cepas 2 e 3 tiveram 0os menores coeficientes
angulares. A cepa 1 embora tenha apresentado valor similar a cepa 4 em condicao acida, em
pH neutro o valor de B observado foi reduzido pela metade, sugerindo que o complexo
adsorvente formado ndo se mantém estavel a esse pH. Em pH 6,8, as cepas 1 e 2 foram menos
eficiente em relagdo a cepa 3, que por sua vez demonstrou menos eficiéncia a cepa 4. Com
esses resultados € possivel inferir que a boa capacidade em adsorver FB; tanto em pH 4cido e
neutro depende da cepa utilizada.

5 CONCLUSOES

Nas condi¢des em foi realizado pode-se observar que a capacidade de adsorcao in vitro
de FB; pela S. cerevisiae é cepa-dependente. A variacdo no pH de acido para neutro promove
reducdo na quantidade de FB; adsorvida dependendo da cepa utilizada. A cepa de levedura
SC-47 pode ser utilizada como aditivo antimicotoxina em dieta de equinos devido sua
estabilidade e habilidade m adsorver a FB; em condic¢des acidas e neutras. Contudo, mais
estudos envolvendo a FB; e diferentes cepas, bem como, variando as concentracfes do
microrganismo e toxina deve ser realizado para obter maiores informagdes. A avaliagdo da
estrutura da parede celular de diferentes cepas em diferentes condi¢es de pH podem melhor
elucidar o mecanismo de agéo sobre a interacdo FB;-Saccharomyces cerevisiae.
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CAPITULO 1

DIGESTAO IN VITRO DE MILHO CONTAMINADO COM
FUMONISINA B; COM ADICAO DE Saccharomyces cerevisiae
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RESUMO

Avaliou-se a influéncia da FB; na digestdo dos nutrientes do milho contaminado com a
micotoxina e verificou-se se as rea¢fes enzimaticas e o pH influenciam na biodisponibilidade
da FB; e na capacidade adsorvente da levedura Saccharomyces cerevisiae SC-47 em ensaios
de digestédo in vitro. Foram conduzidos dois ensaios. No ensaio | foi realizada a digestdo in
vitro com milho artificialmente contaminado com 5 pg.mL™ de FB; O delineamento foi
inteiramente casualizado com cinco tratamentos (milho, milho+FB;, milho+FB;+SC, FB; e
FB1+SC) e cinco repeti¢cdes. No ensaio 1l foi realizada a digestdo in vitro com duas amostras
de milho naturalmente contaminado com FB;. O delineamento foi inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2x2, sendo os tratamentos compostos por Milho A (3,23 ug.g™ de FB;) e
Milho B (29,01 pg.g™ de FB;), com e sem adicio de S. cerevisiae SC-47 (1x10° UFC.mL™) e
cinco repeti¢bes. Foi utilizada a técnica de digestdo in vitro, dividida em duas fases: digestdo
acida (pH 2) e digestdo sequencial acida+neutra (pH 6,8). As amostras de milho in natura e 0s
tratamentos do ensaio | (milho, milho+FB; e milho+FB;+SC) foram submetidos a analise
bromatoldgica (MS, PB, FDN, amido e MO) para estimativa da digestdo dos nutrientes. O
conteddo de FB; da solucéo e residuo apos digestdo foi quantificado em CLAE. Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia e os valores médios comparados pelo teste de SNK
(P<0,05). Foram observadas diferencas na digestdo de MS, amido e MO, com aumento de 3%
em pH 2 e de 4% em pH 6,8 para milho+FB1+SC sobre os demais tratamentos, que ndo
diferiram entre si. Além disso, em pH 6,8 a digestdo da PB foi 8% superior nos milhos
contaminados com FB;. A quantidade de FB; recuperada ap6s digestdo em pH acido e neutro
foi superior nos tratamentos sem milho (FB; e FB1+SC) em relacdo ao milho contaminado
sem e com incluséo de S. cerevisiae (milho e milho+SC). Houve reducdo de 18% e 8% de
FB1 em solugdo com milho+SC e 10% e 8% com FB1+SC, respectivamente em pH 2 e 6,8.
No ensaio Il, o efeito da adicdo de S. cerevisiae foi observado no substrato de milho B com
reducdo de 14% em pH 2,0 e 9% em pH 6,8. A recuperacdo de FB; no residuo em todas as
amostras de milho contaminado foi baixa, inferior a 9%. A presenca de FB; e S. cerevisiae
ndo demonstra influenciar na digestdo dos nutrientes. A S. cerevisiae apresentou habilidade
em remover FB; em concentracdes mais elevadas em ambas as condi¢des de pH, podendo ser
utilizada como aditivo antimicotoxina na alimentacao de equinos.

Palavras-chave: digestdo enzimatica, micotoxina, Saccharomyces cerevisiae
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ABSTRACT

Was evaluated the influence of FB; in the digestion of nutrients from corn
contaminated with mycotoxin, the enzymatic reactions and pH influence in the bioavailability
of FB; and the adsorbent capacity of Saccharomyces cerevisiae SC-47 by in vitro digestion
assay. Two experiments were conducted. The trial | was conducted the in vitro digestion of
corn artificially contaminated with 5 pg.mL™ of FB;. The design was completely randomized
with five treatments (corn, corn+FB;, corn+FB;+SC, FB; and FB;+ SC) and five repetitions.
In trial 11 in vitro digestion was performed with two samples of corn naturally contaminated
with FB;. The design was completely randomized in a 2x2 factorial design, with treatments
consisting of Corn A (3.23 pg.g™ FBy) and Corn B (29.01 pg.g™ FB;) with and without the
addition of S. cerevisiae SC-47 (1x10° CFU.mL™) and five replications. In vitro digestion
technique was used divided into two stages: acid digestion (pH 2) and acidic
neutral+sequential digestion (pH 6.8). The corn samples in natura and treatments of trial |
(corn, corn+FB; and corn+FB;+SC) were subimitted to chemical analysis (DM, CP,
aNDFom, starch and OM) to estimate the digestion of nutrients. The FB; in solution and
residue after digestion was quantified by HPLC. The results were submitted to variance
analysis and the averages compared by SNK test (P<0.05). Differences were observed in DM,
starch and OM digestion with an increase of 3% at pH 2 and 4% at pH 6.8 for corn+FB;1+SC
in reletion to the other treatments, which did not differ each other. Furthermore, at pH 6.8 the
CP digestion was 8% higher to corn contaminated with FB;. The amount of FB; recovered
after acidic and neutral digestion was higher in the treatments without corn (FB; and FB;+SC)
rather than corn contaminated with or without inclusion of S. cerevisiae (corn+FB; and
corn+FB;1+SC). There was reduction of 18% and 8% FBL1 in solution with corn+SC and 10%
and 8% FB1+SC, respectively at pH 2 and 6.8. In trial II, the effect of the addition of S.
cerevisiae was observed only in corn B with reduction of 14% at pH 2.0 and 9% at pH 6.8.
The recovery FB; at residue in all contaminated corn samples was low, less than 9%. The
presence of FB; and S. cerevisiae shows not influence the digestion of nutrients. The S.
cerevisiae showed ability to remove FB; to higher FB; concentrations at both pH conditions,
can be used as anti-mycotoxin additive in the horse nutrition.

Keywords: enzymatic digestion, mycotoxin, Saccharomyces cerevisiae
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1 INTRODUCAO

As fumonisinas (FB) sdo um grupo de toxinas hidrofilicas produzidas através do
metabolismo secundario de fungos filamentosos por espécies de Fusarium (F. verticillioides e
F. proliferatum). Dentre os analogos de FB da série B, a fumonisina B; (FB;) é a mais
frequente e toxica, representando cerca de 70% da contaminagdo natural de alimentos e racdes
(Yiannikouris; Jouany, 2002; Caloni; Cortinovis, 2010).

Em equinos, a FB; absorvida pode acasionar grave intoxicagdo, com ac¢do no sistema
nervoso central, doenca conhecida como Leucoencefalomalécia equina (LEME), associada a
sindrome hepatotoxica, levando a morte (Voss et al., 2007; Caloni; Cortinovis, 2010). O
consumo de graos e/ou derivados de milho é a principal fonte contaminada com a toxina,
especialmente em determinadas épocas do ano e regides onde a escassez de forragem exige a
suplementacdo destes animais com alimentos concentrados (Mallmann et al., 1999; Ragsdal;
Debey, 2003; Camara et al., 2008; Santos et al., 2013). A ingestdo de 5 pg.g” de FB; é
suficiente em causar danos a saude e mortalidade em equinos (Ross et al, 1991; Salles-Gomes
et al., 2010).

Estratégias em reduzir a contaminacdo por micotoxinas envolvem praticas adequadas
de agricultura no campo, na colheita, transporte e armazenamento em condicOes frescas e
secas (Jouany, 2007). Contudo, a eliminacdo completa ndo é possivel, sendo necessario
alternativas para reduzir a biodisponibilidade das toxinas através de aditivos antimicotoxina
(AAM) no sistema digestivo animal. Esses compostos devem ser atoxicos, com alta
capacidade de adsorcdo, em baixas quantidades de inclusdo, sem afetar os nutrientes da dieta
e resistir as diferentes condicBes encontradas no trato digestorio (Dawson et al., 2001; Fruhauf
etal., 2012).

Uma alternativa promissora é o uso de microrganismos como AAM. Estudos in vitro,
em meio liquido, demonstram que Saccharomyces cerevisiae (SC) sdo microrganismos
eficazes em adsorver diferentes micotoxinas (Haskard et al., 2000, 2001; Lee et al., 2003;
Shetty; Jespersen, 2006, 2007; Hernandez-Mendoza et al., 2009; Armando et al., 2011, 2012,
2013; Pizzolitto et al., 2011, 2012) e resistir a mudancas de pH e acdo da bile (Kihle et al.,
2005). O uso de S. cerevisiae envolve a reducdo da disponibilidade e absorcdo da toxina, com
consequente aumento da eliminacéo através das fezes (Gratz et al., 2004; Bueno et al., 2007;
Pizzolitto et al., 2012). O mecanismo de acdo das SC em relacdo a FB; ndo é completamente
elucidado, mas demonstra ser principalmente um processo fisico, através de ligacdes nédo-
covalentes com compostos da parede celular e auséncia de metabolismo (Pizzolito et al.,
2012).

Embora a fumonisina B; seja a micotoxina de maior relevancia descrita para equinos,
o0s estudos publicados sdo baseados em relatos da doenca em propriedades ou testes clinicos
com diferentes dosagens da toxina. Efeitos relacionados ao impacto na digestdo, bem como a
acao de microrganismos adsorventes para eliminar ou reduzir a toxidade da fumonisina B
nessa espécie, sdo raros ou ausentes. Os ensaios in vitro sdo técnicas eficazes em avaliar
potenciais produtos adsorventes de toxina, permitindo explorar os mecanismos e condi¢cfes
favoraveis para a remocdo dos compostos prévios aos estudos in vivo (Diaz; Smith, 2005).
Além disso, ensaios in vitro permitem simular condi¢des do sistema digestivo de diferentes
espécies, uma vez que experimentos in vivo sdo dificeis de serem realizados devido aos danos
a saude do animal e o tempo necessario para avaliagéo.

O objetivo do presente estudo foi simular as condic¢fes do trato digestorio dos equinos
in vitro e avaliar a influéncia da micotoxina FB; na digestdo dos nutrientes do milho, verificar
se as reacOes enzimaticas e pH influenciam na biodisponibilidade da toxina e na capacidade
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adsorvente da levedura Saccharomyces cerevisiae com milhos artificialmente e naturalmente
contaminados com FB;

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local
Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia
Alimentar (LCTA) da Universidade do Minho em Braga, Portugal

2.2 Cepa de levedura

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no presente estudo foi determinada
através de ensaio prévio de adsorcéo in vitro de fumonisina B; em condi¢Bes que simularam
as condicBes organicas de pH e temperatura dos equinos (pH 2,0 e 6,8, a 39 °C) com quatro
cepas: Cepa 1: Procreatin 7®, Lesaffre Feed Aditivies, Lille, Franca; Cepa 2: cepa LLOS,
isolada do rimen de bovino; Cepa 3: Levucell® cepa CNCM 1-1077, Lallemand Animal
Nutrition, Goiania, Brasil; Cepa 4: Biosaf® cepa SC-47, Lesaffre Feed Aditivies, Lille,
Franca. Uma aliquota de cada cultivo de levedura foi ressuspenso em solucdo tampédo com 5
ng.mL™ de FBy a pH 2 (50 mL de cloreto de potassio 0.2 mol.L™" e 13 mL de &cido cloridrico
0.2 mol.L™ em 250 mL de 4gua destilada) (Pereyra et al., 2012) e pH 6.8 (51 mL de fosfato de
sodio dihidrogénio 0.2 mol.L™" e 49 mL de fosfato de sdio bibésico heptahidratado 0.2
mol.L? em 200 mL de &gua destilada) (Stoll; Blanchard, 1990) de forma a obter
concentracdes de 1x107, 5x107, 1x10° 5x10° e 1x10° UFC.mL™. Procedeu-se o ensaio de
adsorcéo in vitro segundo metodologia descrita Bueno et al. (2007) e Pereyra et al. (2012) a
39 °C, por 1h em agitacdo. A cepa Saccharomyces cerevisiae SC-47 na concentracdo de
1x10° UFC.mL™ em ambas condicdes de pH &cido e neutro foi capaz de adsorver cerca de
38% da FB; em solucdo, superior as demais cepas avaliadas (Capitulo 1), sendo selecionada
para ser utilizada no presente estudo.

2.3. Delineamento Experimental

Foram conduzidos dois ensaios. O ensaio |: Digestdo in vitro com milho
artificialmente contaminado com FB; foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e cinco repeticdes. Os tratamentos foram: 1 - milho sem
contaminagdo; 2 -milho com fumonisina B; (milho+FB;); 3 - milho com fumonisina B; e
Saccharomyces cerevisiae (milho+FB1+SC); 4 - solucdo com fumonisina B; (FB1); 5 -
solugdo com fumonisina B; e Saccharomyces cerevisiae (FB1+SC). A quantidade de FB; dos
residuos sélidos pos-digestdo foram quantificados e comparados em delineamento
inteiramente casualizado com trés tratamentos e cinco repeti¢cdes, sendo os tratamentos: 1 -
milho; 2 - milho+FB;; 3 - milho+FB;+SC. O tratamento solu¢gdo com fumonisina B; (FB1) foi
utilizado como referéncia para o célculo da gauntidade de FB; detectada em solucéo e residuo
solido. Neste ensaio foi utilizado amostra de milho moido em peneira de 1 mm e a
contaminacéo artificial foi realizada na concentragdo de 5 pg.g™* de FB; (Sigma-Aldrich,
Quimica, S.L., Sintra, Portugal).

O ensaio II: Digestéo in vitro com duas amostras de milho naturalmente contaminados
com FB; foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2,
sendo os tratamentos: Milho A - naturalmente contaminado com 3,23 ug.g™ de FB; e Milho
B - naturalmente contaminado com 29,01 pg.g” de FB;, com e sem adicdo de levedura S.
cerevisiae (milho A; milho A+SC; milho B; e milho B+SC), com cinco repeti¢des em cada
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tratamento. Os milhos A e B utilizados foram moidos em peneira de 0,5 mm. A composi¢do
quimica dos susbtratos de milho dos ensaios | e Il esta descritos na Tabela 1.

A levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada foi a cepa SC-47 na concentracdo de
1x10° UFC.mL™.

Tabela 1. Composicao quimica das amostras de substratos de milho.

Composicéo” (% MS) Milhot Milho A? Milho B?
Matéria seca 82,9 92,9 95,1
Matéria organica 98,4 98,4 98,7
Matéria mineral 1,5 1,6 1,3
Proteina bruta 10,0 8,7 7,5
Fibra em detergente neutro 14,8 7,6 8,4
Amido 87,5 73,4 78,2

1 Milho isento de contaminag&o utilizado no ensaio I.
2 Milho A: naturalmente contaminado com 3,23 pug.g” de FB;; Milho B: naturalmente contaminado com 29,01
ng.g™ de FBy; utilizados no ensaio II.

2.4 Procedimento Experimental

Foi utilizada a técnica de digestdo in vitro modificada da metodologia descrita por
Abdouli e Ben Attia (2007). Para a contaminacao artificial do milho foi adicionado 1 mL de
solu¢do com metanol contendo 5 pg de FB; para cada 1 g de milho. Posteriormente, as
amostras foram secas em estufa a 40 °C por 6 h. Foram inseridos 5 g de amostra de milho por
frasco, em ambos os ensaios | e II.

Foram preparadas solucdes digestivas: Solucdo digestiva com 1,25 g.L ™ de pepsina
em solucdo de HCI a 0,1 N com pH ajustado para 2,0 a 39 °C; Solucdo digestiva com
pancreatina: solugdo-tampéo fosfato a 0,1 M (51% fosfato monobésico 0,2 M, 49% fosfato
dibésico 0,2 M), acrescido de 20 g.L™ de pancreatina com pH ajustado para 6,8 & 39 °C. A
digestdo contendo a-amilase foi realizada de acordo as indicagdes de atividade enzimatica de
3000 U.g" de substrato sugerida por Richards et al. (2003), sendo utilizada pancreatina
(Pancreatina NF, 75 U amilase, 6 U lipase, 75 U protease, Sigma Aldrich).

Para a digestdo acida, adicionou-se 40 mL de solucdo com pepsina para cada 1 g de
matéria seca (MS) de amostra, em Erlenmeyers de 1 litro. Em seguida, os Erlenmeyers foram
mantidos em banho-maria por duas horas a 39 °C. Realizou-se uma homogeneizacdo manual a
cada hora. Para a digestdo sequencial (pH 6,8), ap6s 0 processo de digestdo acida, adicionou-
se 2 mL de solucdo tampdo fosfato com pancreatina para cada 1 g de amostra. Ajustou-se 0
pH da solucdo para 6,8 com solugdo de NaOH a 1M. O procedimento continuou por quatro
horas, mantendo a frequéncia de homogeneizagdo. Ao final do tempo de cada digestdo in vitro
(&cida e &cida+neutra), retirou-se uma aliquota de 20 mL do sobrenadante para posterior
extracdo da FB; e analise em CLAE. Para o ensaio I, o residuo solido foi filtrado em tecido de
nailon com 45 um de porosidade, onde foram colocados em estufa de ventilacdo forcada a 55
°C por 72 h e armazenados a -20 °C para posterior extracdo, quantificacdo de FB; em CLAE e
analises bromatoldgicas.

2.5 Analises Bromatoldgicas

Foram realizadas analises nas amostras de milhos in natura e dos residuos da digestdo
in vitro do ensaio I. Foi realizada a determinagdo dos percentuais de matéria seca (MS)
através da estufa de ventilagdo forcada a 55 °C por 72 h, matéria mineral (MM) e matéria
organica (MO) apos a queima em mufla (550 °C por 6 h), e proteina bruta (PB) com base no
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teor de nitrogénio utilizando o método micro-Kjeldahl (AOAC, 1990). As analises da fibra
em detergente neutro analisados com amilase termoestavel e expressos exclusivo de cinzas
residuais (aFDNmo) foram realizadas segundo Robertson e Van Soest (1981) e Van Soest et
al. (1991).

2.6. Analise de Micotoxina FB;

As amostras coletadas da solucéo e residuo dos ensaios | e Il foram submetidas a
analise em CLAE. As amostras de milho in natura e dos residuos da digestdo enzimatica do
ensaio | foram inicialmente submetidas a extracdo utilizando o método de Sydenham et al.
(1996). Uma aliquota (5 g) foi homogeneizada em 25 mL de metanol:agua (3:1, v/v) durante 3
min, centrifugada a 5000 rpm por 15 min e 20 mL de sobrenadante foram submetidos a
purificacdo através de coluna de troca anidnica SAX (HyperSep™ SAX Cartridges, Thermo
Scientific™) de acordo Sanchis et al. (1995).

Os 20 mL de solucéo de cada amostra foram filtrados em papel filtro de 0,45 um e foi
adicionado metanol na razdo de 3:1 de volume de amostra. O pH das solucGes foram
ajustados em pH acima de 5,8 com solugdo de NaOH 1M. Cada coluna SAX foi previamente
acondicionada com 5 mL de metanol e 5 mL de metanol:H,O (3:1, v/v) a um caudal de 1
mL.min™. Em seguida, foram inseridos 10 mL ou mais de amostra, mantendo caudal baixo de
1 a 2 gotas por segundo (1 mL.min™). Em seguida, lavou-se com 8 mL de metanol/H,O (3:1,
v/v) e 3 mL de metanol. Elui-se as FB; retida na coluna com 10 mL de solu¢éo metanol:&cido
acetico (99:1, v/v), evaporou-se o solvente com nitrogénio a 40 °C e ressuspendeu-se em 0,5
mL de metanol. As amostras foram acondicionadas em freezer -20 °C para posterior anélise
em CLAE.

Para a deteccdo e quantificacio em HPLC, inicialmente as fumonisinas foram
submetidas a um processo de derivatizacdo, que foi realizado com orto-ftaldialdeido (OPA)
(40 mg de OPA em 1 mL de metanol, 5 mL de sddio tetraborato a 0,1 M e 50 uL de 2-
mercaptoetanol) (Sanchis et al., 1995). Misturou-se 150 puL de amostra com 150 pL de
solucdo de OPA, agitou-se, manteve-se em repouso a temperatura ambiente durante 2 min e
em seguida injetou-se no CLAE.

Foi utilizada solucdo de fase movel de metanol e fosfato de sodio di-hidrogénio 0,1 M
(77:23, vIv) com pH corrigido para 3,35 com &cido orto-fosforico. Foi utilizada uma coluna
C18 YMC-Pack ODS-AQ (25 cm x 4,6 mm, 5 um) e detector de fluorescéncia a Ex: 335 nm e
Em: 440 nm. Foram elaboradas curvas de calibracdo utilizando padrdes para FB; (1, 5 e 10
ng.mL™), de modo que o sinal lido pelo detector fosse transposto para unidades de
concentracdo na amostra.

2.7. Andlises Estatisticas

Foi utilizado o programa Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas - SAEG (2003).
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os valores médios
comparados pelo teste de Student Newman Kews (SNK), a 5% de probabilidade. No ensaio 11
a concentracdo de toxina, levedura e sua interacdo foram incluidas no modelo e as médias
comparadas pelo teste de Student Newman Kews (SNK), a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1. Ensaio |
N&o houve efeito na digestdo da PB e aFDNmo. Foram observadas diferencas na
digestdo da MS (P<0,01), Amido (P=0,005) e MO (P<0,01), sendo que o tratamento
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milho+FB;+SC apresentou valores superiores em relagdo ao milho e milho+FB;, que nao
diferiram entre si. O tratamento milho+FB;+SC teve aumento de aproximadamente 3% na
digestdo desses nutrientes (Tabela 2).

Tabela 2. Valores absolutos em percentual da digestdo acida in vitro (2 h) dos nutrientes dos
substratos milho, milho+FB; e milho+FB;+SC.

. Tratamentos (%) )
Nutrientes Milho  Milho+FB; Milno+FB#scz o' M
Matéria seca 3,840,3° 3,9+0,2° 6,1+0,3" 0,305 <0,001
Matéria organica 2,620,4° 2,7+0,38 5,0+0,34 0,328 <0,001
Proteina bruta 34,5+3,3 36,8+4,8 36,4+3,2 1,043 ns
Fibra em detergente neutro 34,7+1,2 34,0£1,6 34,210 0,350 ns
Amido 10,2+1,68 9,8+1,5° 13,5+0,7% 0,587 0,005

AP Letras maiusculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

! Milho artificialmente contaminado com 5 pg.g™ de FB;.

2 Milho artificialmente contaminado com 5 pg.g™ de FB;, acrescido de 1x10° UFC.mL™ de S. cerevisiae, cepa
SC-47.

Na digestdo neutra in vitro (pH 6,8), apenas ndo ocorreu diferenca na digestdo da
aFDNmo (Tabela 3). Na digestdo da MS (P<0,01), amido (P=0,02) e MO (P=0,01), o0 maior
valor observado foi com milho+FB;+SC em comparacdo ao milho e milho+FB; que por sua
vez, apresentaram resultados semelhantes. Além disso, ocorreu efeito na PB (P=0,028), sendo
o valor do tratamento milho aproximadamente 8% inferior ao milho+FB; e milho+FB;+SC.

Tabela 3. Valores absolutos em percentual da digestdo sequencial in vitro (6 h) dos nutrientes
dos substratos milho, milho+FB; e milho+FB;+SC.

. x Tratamentos (%) o)
Nutrientes Milho  Milno+FB,. Milno+FB+5cz = M
Matéria seca 39,0+2,5°  39,8+0,5° 43,9+0,2" 0,693 <0,001
Matéria organica 38,5+2,5°  39,4+0,5° 43,5+0,3* 0,704 0,001
Preotefna bruta 50,3+2,7°  58,7+3,6" 58,3+2,6" 1,001 0,028
Fibra em detergente neutro 33,3+0,8 34,1+2.2 35,1+0,2 0,395 0,192
Amido 457+43,0° 47,6128 51,242,7% 0,859 0,020

AP Letras maiusculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

! Milho artificialmente contaminado com 5 pg.g” de FB;.

2 Milho artificialmente contaminado com 5 pg.g™ de FB,, acrescido de 1x10° UFC.mL™ de S. cerevisiae, cepa
SC-47.

Houve diferenca na quantidade de FB; reuperada em solucdo apos digestdo acida
(P<0,001) (Tabela 4). N&o foi detectada FB1 no milho isento de contaminagdo. O tratamento
FB1 apresentou o maior valor detectado de FB;, seguido por FB3;+SC, milho+FB; e
milho+FB;+SC, na quantidade de 18,3, 16,9, 14,0 e 10,7 pg, respectivamente. Além disso,
pode-se observar que houve influéncia do uso de S. cerevisiae na reducéo do teor de FB; em
solugéo de 18% para o milho+FB;+SC em comparagdo ao Milho+FB; e de 8% para FB;+SC
em relagédo a FB;.
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Tabela 4. Quantidade absoluta de FB; (ug) em solugdo apos processo de digestdo acida in
vitro do milho, milho+FB1, milho+FB+SC, FB; e FB,+SC.

Milho Milho+FB, Milho+FB,+SC FB1 FB,+SC =)

(ng) % (ng) % (1g) % (1g) % (1g) %

0f 0 14,0+03° 77 10,7+0,9° 59 18,3+1,0° 100 16,9+0,9° 92 <0,001

AB Letras maitsculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

Nos residuos solidos apds digestdo acida, o tratamento composto por milho+FB;+SC
apresentou maior quantidade de FB; em relagdo ao tratamento sem adi¢cdo de levedura
(P<0,001) (Tabela 5). O teor de 9% de FB; (milho+FB;1+SC) pode estar associado a presenca
do residuo de levedura que permaneceu aderido ao residuo de milho, apds o processo de
filtragem, visto que o tratamento sem adicao de levedura (milho+FB;) apresentou valor baixo,
1% de toxina detectada. A quantidade total recuperada de FB; em solucéo e residuo sélido
para os tratamentos com substrato de milho foram de 78% (milho+FB;) e 71%
(milho+FB;+SC).

Tabela 5. Quantidade absoluta de FB; (ug) no residuo so6lido apds processo de digestdo acida
in vitro do milho, milho+FB; e milho+FB;+SC.

Milho Milho+FB; Milho+FB;+SC p
(ng) % (1g) % (1g) %
o 0 0,3+0,1° 1,5 2,240,3% 12 <0,001

AP Letras maiusculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

Houve efeito nos valores de FB; em solugdo apds o processo de digestdo neutra in
vitro (P<0,001) (Tabela 6). O tratamento milho ndo apresentou valores detectaveis de FBy,
seguido pelos valores crescentes dos tratamentos milho+FB;+SC, milho+FB,, FB1+SC e FB1.
Similar ao pH 2,0, houve diferenca significativa entre os tratamentos com adicéo de levedura,
sendo a reducdo de 8% para FB;+SC em relacdo a FB1 e de 10% para milho+FB;+SC em
compara¢do ao milho+FB;.

Tabela 6. Quantidade absoluta de FB; (ng) em solugdo apds processo de digestdo sequencial
in vitro do milho, milho+FB1, milho+FB+SC, FB; e FB+SC.

Milho Milho+FB1 ~ Milho+FB1+SC FB1 FB1+SC )

(ng) % (ng) % (ng) % (ng) % (1g) %

o° 0 142+13% 61 12,0+1.2° 51 233+16" 100 214+15% 92 <0.001

AB Letras maitsculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

Em relacdo aos valores de FB; nos residuos apos digestdo neutra (Tabela 7), embora
tenha ocorrido efeito (P<0,001), ndo pode ser associado a inclusdo da levedura, uma vez que o
tratamento milho+FB;1+SC apresentou menor valor de toxina. Por outro lado, em ambos 0s
tratamentos, assim como em pH &cido, os valores de FB; recuperados foram baixos,
confirmando a caracteristica hidrossoltvel da toxina. De acordo os resultados, a quantidade
total detectada de FB; em solucéo e residuo sélido foi de 64% e 52,5% para os tratamentos
compostos por milho+FB; e milho+FB;+SC, respectivamente.
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Tabela 7. Quantidade absolua de FB; (ug) no residuo solido apos processo de digestdo
sequencial in vitro do milho, milho+FB1 e milho+FB1+SC, no residuo.

Milho Milho+FB1 Milho+FB1+SC P
(1g) % (1g) % (1g) %
o 0 0,6+0,1° 3 0,440,158 1,5 <0,001

AB Letras maitsculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

3.2. Ensaio Il

Houve interacdo significativa entre concentracéo e levedura (P<0,001) para solucéo e
residuo apés digestdo acida in vitro (Tabela 8). Em relacdo ao Milho A (3,23 ng.g™), os
valores em solucdo de FB; ndo diferiram com a adicdo de S. cerevisiae. Contudo, os valores
de FB; apos extracdo no residuo sélido foram elevados na presenca de S. cerevisiae (Milho
A+SC). Os valores observados foram de 1,64 e 2,07 ug de FB; para Milho A e Milho A+SC
no residuo solido, respectivamente. No total, o valor de FB; detectado em solugédo e residuo
solido foi equivalente a 90% e 81%, respectivamente.

Os resultados de substrato de Milho B (29,01 ug.g™) demonstraram efeito da adicdo de
S. cerevisiae, com valores de 130,6 pug (Milho B) e de 110,3 ug (Milho B+SC). O acréscimo
de S. cerevisiae promoveu adsorcao de FB; em solucdo de 14%. No residuo solido de Milho
B, foram observados valores ndo detectadveis de FB;, enquanto que no tratamento Milho
B+SC o valor foi de 1,6 ug. O total detectado de FB; em solucéo e residuo sélido foi de 130,6
ug para Milho B sem levedura e de 111,9 ug no Milho B com S. cerevisiae, equivalentes a
90% e 77%, respectivamente.

Tabela 8. Valores médios de FB; (ug) apds processo de digestdo acida in vitro do milho
naturalmente contaminados com FB; (3,21 e 29,01 pg.g™), com ou sem Saccharomyces
cerevisiae (1x10° UFC.mL™), em solucdo e no residuo sélido.

Solugéo Residuo
0 % SC % 0 % SC %
Milho At 12,7+1,2%° 79 10,7+05" 67 1,6¢0,1" 11  2,1+03°" 14
Milho Bt 130,6+1,6°* 90  110,3+3,8%* 76 0% 0 1,6+0,4 1

1 Milho A =3,21 pg.g™, total de 16,05 pg por frasco; Milho B =29,01pg.g™, total de 145,05 pg por frasco.
ABFG | etras maitsculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.
abf9 | etras minGsculas diferentes seguidas na coluna diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

Houve interacdo entre concentracdo e levedura apés digestdo sequencial in vitro
(P<0,001) em solucéo e residuo sélido (Tabela 9). Referente ao Milho A, ndo houve diferenca
com a adicéo de S. cerevisiae, sendo quantificado o total de 16,1 ug de FB; no Milho A e 13,1
ug de FB; no Milho A+SC. Néo foram detectados valores de FB; no residuo solido de Milho
A. No Milho A com S. cerevisiae o valor foi de 1,4 ug, sendo no total em solugéo e residuo
solido detectados 14,5 ug equivalente a 89%.

No Milho B em solucéo foi observada diferenca entre os tratamentos (P<0,001), sendo
o menor valor de FB; quantificada com a adi¢cdo de S. cerevisiae. Os valores recuperados
foram de 136,7 pg no Milho B e de 122,9 ug no Milho B+SC. A reducéo de FB; em solugéo
foi de 9% com adigéo de S. cerevisiae. Contudo em relacdo aos valores obtidos no residuo
solido, ndo houve diferenga entre os tratamentos, sendo os valores de 1,0 e de 1,2 ug de FB;y,
respectivamente para Milho B e Milho B+SC. No total, o valor de recuperacdo através da
analise em CLAE foi de 137,7 pg para Milho B e de 124,2 pg de FB; no Milho B+SC, que
equivalem a 95% e 86% respectivamente.
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Tabela 9. Valores médios de FB; (ug) apos processo de digestdo sequencial in vitro do milho
naturalmente contaminados com FB; (3,21 e 29,01 pg.g™), com ou sem Saccharomyces
cerevisiae (1x10° UFC.mL™), em solucdo e no residuo sélido.

Solugéo Residuo
0 % SC % 0 % SC %
Milho At 16,1+0,1%° 100 13,1+13%* 81 0% 0 1,4+017" 8
Milho Bt 136,7+4,4% 94 122,9+2,8% 85 1,0£¢0,3°" 1 12+02°" 1

" Milho A = 3,21 pg.g™, total de 16,05ug por frasco; Milho B =29,01pg.g”, total de 145,05ug por frasco.
ABFG | etras maitisculas diferentes seguidas na linha diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.
abf9) etras mintsculas diferentes seguidas na coluna diferem pelo teste de SNK a 5% de significancia.

4. DISCUSSAO

AvaliagBes in vitro com a presenca de milho podem ser usadas como método
exploratério aos efeitos de micotoxina, pois fornecem bons conhecimentos da afinidade a
micotoxina sob simulagdo de condic¢Bes in vivo em curto periodo de tempo e baixo custo
(Pereyra et al., 2012). Nesse sentido, avaliou-se 0 comportamento da FB; em condi¢des que
se assemelham a digestdo enzimética de equinos em sistema in vitro e observou-se a
Saccharomyces cerevisiae SC-47 como aditivo antimicotoxina para esta espécie. Na técnica
de digestdo enzimatica in vitro utilizada, o pH, as principais enzimas e tempo médio de
retencdo no estdmago e intestino delgado foram reproduzidos em simulacdo simplificada das
condicdes fisioldgicas do trato gastrointestinal de equinos durante o processo de digestao pré-
cecal.

Os valores de digestdo dos nutrientes do milho artificialmente contaminado com FB;
tanto em pH &cido e neutro tiveram aumento para MS, amido e MO com acréscimo de S.
cerevisiae. Contudo, o efeito ndo estad associado a presenca de FB; ao substrato, uma vez que
ndo foi observada diferenca entre o milho contaminado e milho sem contaminacao,
demonstrando ndo haver influéncia da micotoxina na digestdo in vitro dos nutrientes do
milho. Em pH 6.8, além da diferenca na digestdo dos nutrientes MS, MO e amido, similar em
pH é&cido, ocorreu efeito na digestdo da PB com aumento de aproximadamente 8% na
presenca de FB; e S. cerevisiae em relacdo ao substrato de milho sem contaminacdo. Como
ndo foi observada diferenca com a adicdo de S. cerevisiae, ndo € possivel associar o efeito
observado a capacidade adsorvente da levedura. Nesse aspecto, 0os maiores valores de
digestibilidade com acréscimo de S. cerevisiae podem ser relacionados com a capacidade da
levedura em utilizar compostos de carbono como fonte de alimento para o Seu
desenvolvimento, através do metabolismo fermentativo (Kruckeberg; Dickinson, 2004). A
cepa SC-47 utilizada foi composta de células viadveis. Esses resultados possibilitam afirmar
que tanto em pH &cido e neutro a toxina FB; ndo afeta a digestdo in vitro dos nutrientes do
milho.

Através do ensaio com contaminagéo artificial de FB; observou-se que a matriz do
milho influéncia na quantificacdo de FB; em solugdo. Os tratamentos com milho contaminado
apresentaram menor quantidade de FB; detectada em solucdo em relacdo aos tratamentos
isentos de susbtrato, em ambas condi¢des de pH. Observando os valores de FB; detectados
em solucéo e residuo sélido cerca de 78% foi detectado apds digestdo &cida e 64% apos
digestdo sequencial. Uma vez que os tratamentos foram realizados simultaneamente e sob
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mesmas condicGes em pH &cido e acido+neutro, a presenca do milho foi o fator diferencial
para esses resultados.

No entanto, no ensaio Il, nas amostras de milho naturalmente contaminados com FBj,
os valores da toxina ap0s processo de digestdo in vitro acida e neutra em solucdo foram altos,
préximos ou igual ao total de 100%. A diferenca entre os dois ensaios foi relacionada a
composi¢do bromatoldgica das amostras de milho e a moagem em que esses substratos foram
submetidos. As fumonisinas concentram-se principalmente no pericarpo e no gérmen do grédo
(Brera et al., 2004). Desta forma, o processo de moagem a Seco pode ocasionar a
redistribuicdo de micotoxinas em fracdes, sem causar destruicdo de toxinas (Bullerman et al.,
2007). Sendo assim, as diferentes respostas de acordo com os dois ensaios realizados sugerem
a hipotese de que além da presenca, a composicao quimica e/ou processamento fisico
(granulometria) do gréo de milho utilizado pode interferir na biodisponibilidade da toxina em
solucéo.

Além disso, as fumonisinas podem estar presentes na forma livre extraivel (original,
FBs-hidrolisada ou parcialmente hidrolisada), na forma ligada que envolve ligacdo covalente
a matriz (através de grupos aminas ou acidos carboxilicos) e envolvendo ligages covalentes
através da complexacdo da toxina com macronutrientes da matriz (ex: amido, proteinas)
(Dall'Asta et al, 2010; Scott, 2012). Fumonisinas associadas a matriz, tais como FB;-
hidrolisadas ou formas ligadas, chamadas de micotoxinas mascaradas, muitas vezes ndo sao
detectadas por métodos analiticos tradicionais, subestimando a concentracdo total de
micotoxina na amostra, sendo necessario tratamentos quimicos ou enzimaticos para serem
liberadas (Berthiler et al.,, 2013). Nesse aspecto, 0 processamento e mecanismos de
mascaramento devem ser levados em consideracdo na avaliacdo de alimentos sem algum tipo
de tratamento prévio (Dall’Asta et al., 2010; Berthiler et al., 2013).

Szabo-Fodor et al. (2014) observaram que a digestdo in vitro foi capaz de destruir a
complexacédo ou interacdo que ocorre entre fumonisinas e macromoléculas de milho (amilose,
amilopectina e proteinas) atraves da acdo enzimatica, liberando as formas mascaradas, com
aumento de 60%. Essa afirmacdo esta de acordo Dall’Asta et al. (2010) que também
observaram aumento na quantidade de FB; total apds processo de digestdo in vitro, com
auséncia de FBj-hidrolisada ou parcialmente-hidrolisada, superior aos tratamentos com
hidrélise alcalina. Neste experimento, esse fato pode ser observado no ensaio Il com os
milhos naturalmente contaminados, onde a recuperagdo de FB; na solucdo apresentou valores
elevados, acima de 90%.

No entanto, a transformacdo da fumonisina pode ocorrer de forma a decrescer a
toxidez, sendo chamado de processo de detoxificacdo (Berthiler et al., 2013). Esse processo
pode ser considerado desde que ndo ocorra liberacdo da toxina a partir da matriz durante o
processamento de alimentos ou sistema digestivo (Berthiler et al., 2013). No ensaio | parte da
FB; inicial inserida para o tratamento milho+FB; ndo foi detectada, numa razéo de 22 e 35%,
nos pH 2 e 6,8, respectivamente, ndo estando associada ao residuo sélido. Dessa forma, para
permitir a classificagdo em fumonisina mascaradas ou processo de detoxificacdo estudos
envolvendo a composic¢éo do milho, o processo de moagem a seco em diferentes tamanhos de
particulas, transformacdo e liberacdo em sistema digestivo para equinos devem ser
conduzidos para melhor elucidar sobre a biodisponibilidade da FB; em solucéo e a interagédo
com a matriz do milho.

Em relacdo ao efeito adsorvente da S. cerevisiae, ocorreu variagdo nas respostas na
presenca do milho com diferentes concentracdes de FB;. Na concentracdo de 3,21 pg.g* de
FB1 (Milho A) tanto em pH 2 e 6,8 ndo ocorreu diferenga com e sem adic¢do de S. cerevisiae.
Por outro lado, nas concentracdes mais elevadas de 5 upg.g* (milho artificialmente
contaminado) e 29,01 ug.g™ (Milho B), houve efeito adsorvente da S. cerevisiae, com reducéo
da toxina no meio de 18% e 14% em pH 2 e de 10% e 9% em pH 6,8, respectivamente. Esses
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resultados estdo de acordo com estudos in vitro de adsor¢do de micotoxinas por
Saccharomyces cerevisiae, onde o efeito é descrito por ser dependente da concentracdo da
toxina (Bueno et al 2007; Shetty et al., 2007; Pizzolitto et al., 2011, 2012; Armando et al.,
2013). A modificagdo na concentragdo da toxina pode alterar a eficiéncia do microrganismo
no processo de adsorc¢do, sendo que um determinado microrganismo pode ser mais efetivo em
determinada concentracéo do que o outro. Pizzolitto et al. (2011) demonstraram que quando a
concentracdo de AFB; foi de 0,05 ug.mL™ a S. cerevisiae RCO016 foi a cepas mais eficaz,
porém a S. cerevisiae 08 e CECT1891 foram melhores quando a concentragdo aumentou
para 0,1 pg.mL™, enquanto na presenca de 0,5 pug.mL™ a cepa RC016 foi mais eficiente.

Pizzolito et al. (2012), avaliaram a remocdo de FB; pela S. cerevisiae em relagdo a
crescentes doses de toxina (3.125 a 100 pg.mL™) e observaram aumento na remocao de FB;,
sem haver reducéo percentual, demonstrando alta capacidade de adsor¢do, em torno de 60%
para todas as concentracOes testadas. Armando et al. (2013) demonstraram alta eficiéncia da
SC em remover FB; nas quatro concentracdes utilizadas (1, 5, 20 e 50 pug.mL™), aumentando
significantemente a capacidade de adsor¢do com o aumento da concentracdo inicial de toxina
na taxa de 27%, 43%, 68.5% a 78.7%, respectivamente. Através dos resultados obtidos no
presente estudo, pode-se verificar que a Saccharomyces cerevisiae (SC-47) apresentou
habilidade em reduzir a disponibilidade da toxina em solugdo na presenga do milho tanto em
pH 2 e 6,8 quando as concentracdes de FB; foram mais elevadas, podendo ser considerado um
aditivo antimicotoxina em dietas de equinos.

Os estudos de adsorcao de toxinas geralmente sdo realizados através de ensaio in vitro,
com solugdo tampéo de acordo com o pH desejado, onde uma quantidade de micotoxina é
reagida com uma quantidade de adsorvente conhecida. Normalmente os resultados obtidos
com esse processo demonstram percentuais altos na remocéo da toxina em solucdo (Haskard
et al., 2000, 2001; Lee et al., 2003; Shetty; Jespersen, 2006, 2007; Hernandez-Mendoza et al.,
2009; Armando et al, 2011, 2012, 2013; Pizzolitto et al., 2011, 2012). Porém, a avaliacdo do
efeito adsorvente em simulacdo das condi¢Ges do trato gastrointestinal e na presenca de
substratos podem promover respostas diferentes.

De acordo Fruhauf et al. (2012) a toxina zearalenona (ZEA) teve baixa taxa de
adsorcdo para alguns aditivos antimicotoxina (AAM) em suco gastrico, sendo associado a
presenca de compostos do meio que interferem na adsor¢do da toxina, uma vez que na
auséncia de AAM 31% da ZEA foi removida. Além disso, esses autores também citam que 0s
componentes do suco gastrico podem ligar-se ao AAM e reduzir a capacidade do produto em
adsorver micotoxinas. Pereyra et al. (2012) observaram influéncia da matriz sélida de milho
na adsor¢éo de toxinas, onde o substrato inibiu a adsor¢cdo de AFB;, oposto do que ocorreu na
auséncia desse sélido; e para ZEA os valores adsorvidos foram reduzidos.

Dawson et al (2001) observaram que a eficacia na ligacdo de adititvo antimicotoxina
composto por derivado de glucomanano da parede celular de levedura a aflatoxina B, foi
influenciada pelo pH e concentracao de fosfato-tampdo em solugéo, sendo a maxima adsorcéo
em pH 4,0 e concentragédo de 0,5 M de fosfato. No presente estudo a digestdo in vitro
sequencial ocorreu em pH 6,8 e com concentragdo de 0,1 M de fosfato-tampdo, o que
demonstra reduzir a adsor¢cdo de FB; pela S. cerevisiae, aumentando a quantidade de FB;
recuperada.

De acordo os resultados de FB; extraida do residuo sélido, em geral, tanto para milho
artificialmente e naturalmente contaminado os valores quantificados foram baixos em relacdo
ao total inserido. Isso demonstra que a maior parte da FB; é solubilizada, confirmando a
caracteristica hidrofilica da toxina. Os maiores valores associados ao residuo foram para 0s
tratamentos com inclusdo de S. cerevisiae. Apenas no ensaio | o tratamento com
Saccharomyces cerevisiae foi inferior ao milho sem levedura e no ensaio Il ndo houve
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diferenca para o milho naturalmente contaminado com 29.01 pg.g™, com e sem adigéo de S.
cerevisiae, em pH 6,8.

A variacdo nas respostas pode ter ocorrido em funcdo do processo de filtragem
realizado ao final da digestdo in vitro em ambas condic¢des de pH, uma vez que esse estudo
simulou a digestdo enzimatica in vitro de equinos e o processo de filtragem através de tecido
de nailon com porosidade especifica (45 um) foi necessaria para calcular a diferenca entre 0s
nutrientes digeridos e ndo digeridos pela acdo das enzimas (Abdoulli; Ben Attia, 2007).
Contudo, a caracteristica hidrofilica da FB; impossibilitou a realizacdo de lavagem dos
residuos obtidos no intuito de separar as particulas de levedura das particulas de milho e
quantificar a FB; de forma individual. Neste caso a levedura pode ter sido eluida com a
solucéo ou ter ficado parcialmente retida no filtro.

Pizzolitto et al. (2012) testaram a estabilidade do complexo de FB;-Saccharomyces
cerevisiae através de ensaio de “liberacao” da toxina e verificaram que as sucessivas lavagens
com solvente ocasionaram 0 aumento de 20-25% de FB; na solugdo, demonstrando ser um
processo reversivel. Para a quantificacdo de FB; no residuo neste trabalho, as amostras foram
submetidas a extracdo com metanol:agua (70:30, v/v). Isso possibilita afirmar que houve
diferenca com a inclusdo de levedura ja que a recuperacdo de FB; foi em geral baixa para 0s
tratamentos isentos de S. cerevisiae, tanto na contaminacéo artificial ou natural da toxina. A
maior parte da toxina detectada ficou associada a levedura presente no residuo sélido do
milho+FB1+SC e Milho B+SC em pH 2 e nos residuos de milho A+SC em ambos valores de
pH, o que confirma a capacidade da S. cerevisiae em ligar-se a FB; em solucao.

5 CONCLUSOES

Nas condigdes do presente estudo a fumonisina B; ndo afetou a digestdo dos nutrientes
do milho apds processo de digestdo acida e neutra, sendo altamente sollvel e baixa adesao ao
substrato na forma original da molécula. A composicdo quimica do milho e/ou tamanho de
particula apds processamento fisico (moagem a seco) interfere na biodisponibilidade da FB;
em solucdo, sugerindo que avaliagbes devem ser realizadas para esclarecer a influéncia na
liberacdo da toxina em sistema digestivo de equinos. A Saccharomyces cerevisiae apresentou
habilidade em remover FB; em concentragdes mais elevadas em ambas as condic¢des de pH,
podendo ser utilizada como aditivo antimicotoxina na alimentacdo dos equinos.
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CAPITULO 11

EFEITO DE Saccharomyces cerevisiae NA FERMENTACAO IN VITRO
DE MILHO NATURALMENTE CONTAMINADO COM FB;
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RESUMO

Avaliou-se através da fermentacdo in vitro o efeito da fumonisina B; (FB1) proveniente do
milho sobre a producdo cumulativa de gases, parametros de fermentacao, perfil microbiano e
a capacidade adsorvente da levedura de S. cerevisiae SC-47. O delineamento foi em blocos
casualizados com dois tratamentos, sendo os tratamentos: milho e milho com S. cerevisiae,
com cinco repeticbes. Foi utilizado o milho naturalmente contaminado com FB; na
concentracdo de 29,01 pg.g™. Foi realizada a fermentacéo in vitro por 48h e mensuracdes da
producdo de gases durante o processo de incubacdo. Ao término da fermentacdo, foram
realizadas andlises de acidos graxos volateis (AGVs), nitrogénio amoniacal (N-NHs), pH,
perfil microbiano (bactérias celuloliticas, acido laticas, anaerdbias totais, Streptococci e
Lactobacilli) e quantificacdo de FB; em solugdo por CLAE. Os valores de producédo
cumulativa de gases, AGVs, N-NH; pH, perfil microbiano e FB; em solucdo foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de SNK a 5% de
probabilidade. A adicdo de S. cerevisiae ao milho promoveu aumento dos valores de producéo
cumulativa de gases em 12 e 24 horas de fermentagcdo. N&o foram observadas diferangas em
relacdo a producdo de acido acético, propibnico, relacdo acetato:propionato e valores de pH
da solucdo. Ocorreu efeito para producdo de 4&cido butirico (P<0,001), Aéc.
isovalérico+valérico (P=0,029) e concentracdo de N-NH3; (P=0,004) com o acréscimo de S.
cerevisiae. No perfil microbiano, o efeito foi observado no aumento da populagéo celulolitica
(P=0,017) em presenca da S. cerevisiae. N&o ocorreu efeito da adicdo de S. cerevisiae na
concentracdo de FB;, sendo a quantidade recuperada de 5% em solugdo. Os efeitos
observados ndo foram associados a capacidade adsorvente da S. cerevisiae. Os resultados
demonstram ocorrer metabolismo da FB; pelos microrganismos fermentadores. Além disso, a
adicdo de levedura ao milho contaminado promoveu beneficios na fermentacao proteolitica e
desenvolvimento de bactérias celuloliticas.

Palavras-chave: micotoxina, microbiota, producéo de gases
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate through in vitro fermentation the effect of fumonisin B; (FB;)
from the corn on the cumulative gas production, fermentation parameters, microbial profile
and the adsorbent capacity of S. cerevisiae. The design was a randomized complete block
with two treatments. Treatment: Corn and Corn with S. cerevisiae, with five repetitions. Corn
naturally contaminated with FB; at the concentration of 29.01 pg.g™ was used. In vitro
fermentation was conducted up to 48 hours and a measurement of gas production during the
incubation process was carried out. At the end of fermentation, were conducted of volatile
fatty acids (VFA), ammonia (N-NHs), pH, microbial profile (cellulolytic bacteria, lactic acid,
total anaerobic, Streptococci and Lactobacilli) analyzes and quantification of FB; in solution
by HPLC. The cumulative gas production values, VFA, N-NHs;, pH, microbial population and
FB; in solution were subjected to analysis of variance (ANOVA) and compared by SNK test
at 5% probability. The addition of S. cerevisiae promoted the increase of cumulative gas
production values at 12 and 24 hours of fermentation. No differences were observed in the
production of acetic acid, propionic acid, the acetate: propionate ratio and pH values in
solution. There was effect in the butyric acid production (P<0.001), valeric+isovaleric acid
(P=0.029) and N-NHj; concentration (P=0.004) with the inclusion of S. cerevisiae. On
microbial profile, the effect was observed in increased cellulolytic population (p=0.017) with
addition of S. cerevisiae. No effect was observed with the inclusion of S. cerevisiae in the
concentration of FB; and the recovered amount was 5% in solution. The effects observed
were not associated with adsorbent capacity of S. cerevisiae. The results demonstrate that
there is metabolism of FB; by fermenting microorganisms. Furthermore, the addition of S.
cerevisiae to corn contaminated promoted benefit in proteolytic fermentation and
development of cellulolytic bacteria.

Keywords: mycotoxin, microbiota, gas production
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas produzidas por Fusarium sdo formadas durante a maturagdo a campo
ou imediatamente pods-colheita, no transporte, secagem e/ou armazenamento, em funcéo de
condicdes favoraveis ao desenvolvimento do fungo e sintese de toxinas (Yiannikouris;
Jouany, 2002; Woloshuk; Shim, 2013). Dentre essas micotoxinas, as fumonisinas produzidas
por F. verticillioides e F. proliferatum estdo associadas principalmente a amostras de milho e
seus derivados (Zachariasova et al., 2014). S&o designadas como B;, B, e Bs, sendo a
fumonisina B; (FB1) a de maior ocorréncia e tdxica (Caloni; Cortinovis, 2010).

Em equinos, a fumonisina é responsavel por causar lesbes neuroldgicas, conhecida
como leucoencéfalomalécia equina (LEME) (Caloni; Cortinovis, 2010), além de estar
relacionada a sindrome hepatéxica (Voss et al., 2007), levando a morte. A intoxicacdo por
essa micotoxina é proveniente em geral do consumo de grdos e/ou subprodutos de milho,
principalmente em épocas de escassez de forragem, onde a suplementacéo através de alimento
concentrado é realizada, favorecendo a doenca em determinadas regiGes (Liesener et al.,
2010). O consumo de 5 pg/g de FB; é suficiente em promover efeitos deletérios e mortalidade
em equinos (Ross et al, 1991; Salles-Gomes et al., 2010).

O processo de absorc¢do, distribuicdo e excrecdo da FB; pelo organismo sdo rapidos,
devido a caracteristica hidrofilica da toxina (Riley et al., 2005). Apresenta baixa
biodisponibilidade devido & reduzida absorcéo e alta taxa de eliminagdo (Voss et al., 2001;
Lino et al., 2004; Stockmann-Juvala; Savolainen, 2010) em funcdo de limitado transporte
epitelial no intestino ou por existir associa¢do entre as fumonisinas e compostos do contetdo
do trato digestorio (Shephard; Snijam, 1999).

A principal via de eliminagdo da fumonisina é através da excrecdo biliar e fezes
(Galtier, 1999; Yiannikouris; Jouany, 2002). Consequentemente, a FB; exerce efeitos nocivos
a parede celular e funcbes do intestino (Bouhet et al., 2007), propriedades de barreira nas
células epiteliais, aléem de acumular no célon (Prelusky et al., 1996; Bouhet et al., 2007). Os
equinos apresentam ceco e colon desenvolvidos para ocorrer 0 processo de fermentacdo de
alimentos fibrosos e nutrientes que escapam da digestdo proximal, através de microrganismos
simbioticos. Uma vez que a principal forma de eliminacdo da fumonisina B; esta ligada a
passagem por esse compartimento, informacGes sobre o efeito na microbiota e danos a satde
do animal tornam-se necessarios.

Como estratégia em promover a supressdo ou reducdo da biodisponibilidade de
toxinas ao organismo, Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada como promissor aditivo
antimicotoxina, em meio liquido (Shetty; Jespersen, 2006; Bueno et al., 2007; Pizzolito et al.,
2011, 2012). Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo eficaz em resistir as variadas
condicdes de pH e presenca de bile do trato gastrointestinal (Gusils et al., 2002; Kihle et al.,
2005). O mecanismo de ag¢do em adsorver FB; envolve principalmente fendmeno fisico com
remocao da toxina atraves de ligacfes ndo covalentes e interacfes hidrofébicas a parede
celular, eliminando através das fezes (Pizzolito et al., 2012). S. cerevisiae foi descrita em
remover 95% da FB; em solucdo com concentracdo de 1x10° UFC.mL™ (Pizzolito et al.,
2012).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da micotoxina de milho in natura
naturalmente contaminado com fumonisina B; sobre a producdo cumulativa de gases, pH,
acidos graxos volateis (AGVs), N-NHgz, perfil microbiano e a capacidade adsorvente da
levedura de S. cerevisiae.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia Alimentar
(LCTA) da Universidade do Minho, em Braga e no Centro de Ciéncia Animal e Veterinaria
(CECAV) da Universidade Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD), Vila Real, Portugal.

2.2 Cepa de levedura

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no presente estudo foi determinada
através de ensaio prévio de adsorcdo in vitro de fumonisina B; em condi¢des que simularam
as condicdes organicas de pH e temperatura dos equinos (pH 2,0 e 6,8, & 39 °C) com quatro
cepas: Cepa 1: Procreatin 7®, Lesaffre Feed Aditivies, Lille, Franca; Cepa 2: cepa LLO8,
isolada do ramen de bovino; Cepa 3: Levucell® cepa CNCM 1-1077, Lallemand Animal
Nutrition, Goiania, Brasil; Cepa 4: Biosaf® cepa SC-47, Lesaffre Feed Aditivies, Lille,
Franca. Uma aliquota de cada cultivo de levedura foi ressuspenso em solucdo tampdo com 5
ng.mL™* de FB; a pH 2 (50 mL de cloreto de potéassio 0.2 mol.L™ e 13 mL de &cido cloridrico
0.2 mol.L™* em 250 mL de agua destilada) (Pereyra et al., 2012) e pH 6.8 (51 mL de fosfato de
s6dio dihidrogénio 0.2 mol.L™ e 49 mL de fosfato de sédio bibasico heptahidratado 0.2
mol.L™ em 200 mL de &gua destilada) (Stoll & Blanchard, 1990) de forma a obter
concentracdes de 1x107, 5x10°, 1x10%, 5x10° e 1x10° UFC.mL™ . Procedeu-se o ensaio de
adsorcado in vitro segundo metodologia descrita Bueno et al. (2007) e Pereyra et al. (2012). A
cepa Saccharomyces cerevisiae SC-47 na concentracdo de 1x10° UFC.mL™* em ambas
condigdes de pH &cido e neutro foi capaz de adsorver cerca de 38% da FB; em solucéo,
superior as demais cepas avaliadas (Capitulo 1), sendo selecionada para ser utilizada no
presente estudo.

2.3 Delineamento Experimental

O delineamento foi em blocos casualizados com dois tratamentos e cinco repetigdes.
Os tratamentos foram: milho e milho com S. cerevisiae (milho+S. cerevisiae). Utilizou-se
milho naturalmente contaminado com FB; na concentracdo de 29,01 pg.g>. Os blocos foram
representados pelo nimero de vezes que foram realizadas as fermentacdes in vitro, totalizando
cinco ensaios, em funcdo de limitacdo do equipamento que continha 12 frascos para

incubacdo. Foi utilizado Saccharomyces cerevisiae SC-47 na concentracdo de 1x10° UFC.mL"
1

2.4 Procedimento Experimental

A fermentacdo in vitro foi realizada de acordo com Cone et al. (1996). Em cada frasco
foi adicionado 0,45 g de amostra e no tratamento com a presenca de levedura foi adicionada a
quantidade em peso equivalente de 0,015 g & concentragdo de 1x10° células.mL™. Foi
preparada solugdo tampdo nutritiva segundo Menke et al. (1979) modificada por Steingass
(1983). A solucéo consistiu de 10,0 g/L NaHCOs3; 1,43 g/L de Na;HPO,; 1,55 g/L KH;POy;
0,15 g/L MgS0,4.7H,0; 0,52 g/L Na,S; 0,017 g/L CaCl,.2H,0; 0,015 g/L MnCl,.4H,0;
0,002 g/L COCl3.6H,0; 0,012 g/L FeCl3.6H,0 e 0,125 mg/L de resazurina.

Foi utilizado como inoculo fezes de pelo menos dois equinos alimentados com
volumoso:concentrado na proporcdo de 50:50. As fezes foram coletadas 2 horas apds a
refeicdo da manha em recipiente estéril e pré-aquecido a 39 °C, em anaerobiose. Em seguida
foi realizada a homogeneizacdo das fezes com a solucgdo nutritiva na relacdo peso:peso (75%
de solucéo: 25% de fezes) em liquidificador durante um minuto com constante borrifagdo de
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CO; e 0 material ficou em repouso durante 1h a 39 °C, em anaerobiose e agitacdo. Apos esse
periodo, o material foi filtrado em oito camadas de gases.

As incubacbes foram realizadas em frascos de 250 mL (Schott, Mainz, Alemanha)
utilizando 60 mL da solugdo com in6culo fecal. Foi feita a desoxigenacdo do frasco por meio
da insercdo de CO, e, imediatamente, os mesmos foram lacrados com tampas. Os frascos
foram colocados em banho-Maria e mantidos a temperatura de 39 °C. As tampas foram
conectadas a transdutor de coleta automatica de pressdo e o tempo zero foi marcado até 48
horas. As amostras foram incubadas em quadruplicata, sendo realizadas incubagdes apenas
com inoculo (branco) para fins de célculo.

Os resultados armazenados através do Software Gasintv.exe foram transferidos para
um computador e os valores fixos de quantidade de pressdo foram calculados em volume de
gases produzidos, de acordo a seguinte formula: P1*V1 = P2*V2, sendo P1: Pressdo da
valvula aberta; V1: Volume de gas produzido; P2: Pressdo da valvula fechada; e V2: Volume
da garrafa de 250mL.

2.5 Mensuracéo de pH

As mensuracdes de pH da solucdo final de cada frasco apos 48 horas de fermentacdo in
vitro foram realizadas através de medidor digital (Wissenschaftlich-Technische Werkstatten,
pH 530, Weilheim, Alemanha).

2.6 Acidos Graxos Volateis (AGVs)

Os contetdos de cada frasco ap6s 48 horas de fermentacdo in vitro foram submetidos a
centrifugacdo a 500 rpm por 5 min a 4°C. Apos esse processo foi retirada uma aliquota de 5
mL do sobrenadante a foi adicionado 0,5 mL de solugdo de acido pivalico (4 g de acido para
100 mL de agua destilada, pH 7) e homogeinizado. Retirou-se 4 mL da mistura anterior e
adicionou-se 1 mL de solucédo de acido fosférico 25% a 1M (28,82 g H3PO, em 1L de agua
destilada) e submeteu-se a centrifugacdo a 20000 rpm por 20 min a 4 °C. No final do
processo, foi retirada uma aliquota do sobrenadante e armazenado a -20 °C para posterior
analise por cromatografia gasosa. As concentracbes de AGVs foram analisadas por
cromatografia gasosa (Shimadzu GC-141 B, Kyoto, Japdo) equipado com um detector de
ionizacdo de chama e coluna capilar (SUPELCO Nukol 30 m x 0.25 milimetros ID, 0.25 m de
pelicula, Bellefonte, EUA), usando é&cido pivalico (0,4 M) como o padrdo interno
(Czerkawski, 1976). A é&rea para cada AGV (acetato, proprionato, butirato, isovalerato e
valerato) foram comparados com padrao interno.

2.7 Nitrogénio Amoniacal (NHs-N)

Os contetdos de cada frasco ap6s 48 horas de fermentacdo in vitro foram submetidos a
centrifugacdo a 500 rpm por 5 min a 4 °C. Em seguida, submeteu-se uma aliquota de 5 mL a
centrifugagdo a 20000 rpm por 20 min a 4 °C. No final do processo, uma amostra do
sobrenadante foi retirada e armazenada a -20 °C para posterior analise através da metodologia
descrita por Conway (1950).

Foi utilizada placa de Conway, onde na célula central adicionou-se 2 mL de &cido
borico 1% (10 g H3BO3, 200 mL de alcool etilico 95%, 10 mL de indicador: 0,033 g bromo
cresol verde + 0,066 g de vermelho de metilo em 100 mL etanol 95%; completou-se para 100
mL de agua destilada), no compartimento exterior adicionou-se 1 mL da amostra e 1 mL de
solucdo de carbonato de potassio 50% em posicdo oposta. A célula de Conway foi coberta
com placa de vidro, rodando suavemente para garantir aderéncia. Em seguida agitou-se
suavemente de modo a misturar a amostra com a solucdo de carbonato de célcio. Foi realizado
em cada série, trés ensaios brancos utilizando 1 mL de solucdo padrdo de oxalato de aménio
1% (507,6 mg de oxalato de amonio, 5 mL de acido sulfarico em 500 mL de agua destilada),
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1 mL de solucdo carbonato de potassio e na regido central 2 mL de &cido borico a 1%. As
placas foram colocadas em estufa a 30 °C durante 2,5h e apds esse processo foi titulado a
ceélula central com &cido sulfurico a 0,02N.

O célculo para quantidade de N-NHj3 (mg/100mL) foi realizado de acordo com a
formula: NH3-N = Vo/Vt x 20, sendo Vo = Volume de acido sulfarico 0,02N gasto no ensaio
em branco (mL) e Vt = Volume de &cido sulfarico 0,02N gasto na amostra em estudo (mL).

2.8 Andlise Microbiana

Ao término de cada ensaio de fermentacéo in vitro, foi realizada contagem microbiana
para cada amostra obtida. Foram utilizados roll tubes e placas de Petri em triplicatas sob
condicdo de anaerobiose com nove diluicbes sequenciais para cada tratamento. Bactérias
anaerobias totais, celuloliticas e bactérias que utilizam &cido-latico foram cultivadas em roll
tubes. Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. foram cultivados em placas de Petri. Utilizou-
se 0 método de nimero mais provavel de MacGrady para estimar a populagdo microbiana.
Para as placas de Petri foi realizado a contagem do numero de unidades formadoras de
colonia ( logip UFC).

Bactérias anerobias totais foram incubadas em meio ndo-seletivo modificado livre de
O, e acrescido de CO, em cada tubo (Leedle; Hespell, 1980; Julliand et al., 1999) e a
contagem foi estimada ap6s 48h & 39 'C em diluicdes de 107, 108 e 10° mL de inéculo.

Bactérias que utilizam &cido-latico foram incubadas em meio seletivo descrito por
Mackie e Health (1979) em anaerobiose e 0 nimero de bacérias viaveis foram estimados apds
48h & 39 "C em diluicdes de 107, 10® e 10 mL de inéculo.

Bactérias celuloliticas foram cultivadas em meio de crescimento modificado, com
filtro de papel de celulose (6 x 1 cm) como substrato, por 15 dias & 39 C em diluicées de 107,
10 e 10" mL de in6culo (Julliand et al., 1999).

Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. foram cultivados em placas de bile esculina
azida agar e rogosa agar, respectivamente e incubados por 48h & 39 'C em condicdo de
anaerobiose utilizando o sistemas de jarros anaerébios (Don Witley Scientific Limited, United
Kingdom). Para Streptococcus spp. foram utilizadas diluicdes de 10°, 10* e 10®° mL de
indculo e para Lactobacillus spp. de 10, 10° e 10° mL de indculo.

2.9 Analise de Micotoxina FB;

Apobs processo de fermentacdo in vitro as amostras foram submetidas a limpeza em
coluna de troca anionica SAX (HyperSep™ SAX Cartridges, Thermo Scientific™), de acordo
Sanchis et al. (1995). As amostras primeiramente foram submetidas a centrifugacdo a 5000
rpm por 15 min. Em seguida, foram filtrados 20 mL de solugdo em papel filtro de 0,45 um e
foi adicionado metanol na razéo de 3:1 de volume de amostra. O valor de pH das solucdes foi
ajustado acima de 5,8 com solugdo de NaOH 1M. Cada coluna SAX foi previamente
acondicionada com 5 mL de metanol e 5 mL de metanol:H,O (3:1, v/v) com caudal de
1mL/min. Em seguida, foram inseridos pelo menos 10 mL de amostra. Posteriormente, lavou-
se com 8 mL de metanol/H,O (3:1, v/v) e 3 mL de metanol. Elui-se as FB; retidas na coluna
com 10 mL de solucdo metanol/acido acético (99:1, v/v), evaporou-se o solvente com
nitrogénio a 40 °C e ressuspendeu-se em 0,5 mL de metanol. Acondicionou-se em freezer -20
°C para posterior analise em HPLC.

As fumonisinas foram submetidas a processo de derivatizacdo, que foi realizado com
orto-ftaldialdeido (OPA) (40 mg de OPA em 1 mL de metanol, 5 mL de sodio tetraborato a
0,1 M e 50 uL de 2-mercaptoethanol) (Sanchis et al., 1995). Misturou-se 150 uL de amostra
com 150 uL de solucdo de OPA, agitou-se e manteve-se em repouso a temperatura ambiente
durante 2 min, em seguida injectou-se no HPLC.
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Para a deteccdo e quantificacdo em HPLC, foi utilizada solucdo de fase movel de
metanol e fosfato de sddio dihidrogénio 0,1 M (77: 23, v/v) com pH corrigido para 3,35 com
acido orto-fosforico. Foi utilizada uma coluna C18 YMC-Pack ODS-AQ (25 cm x 4,6 mm, 5
pm) e detector de fluorescéncia a Ex: 335 nm e Em: 440 nm. Foram elaboradas curvas de
calibracéo utilizando padrdes para FB1, de modo que o sinal lido pelo detector seja transposto
para unidades de concentragcdo na amostra.

2.10 Analises Estatisticas

Os valores de pH e populacdo microbiana foram transformados em Log e verificados
de acordo o teste de normalidade de Lilliefors e teste de homogeneidade das variancias de
Cochran e Bartlet. Os resultados de producdo cumulativa de gases, AGVs, NHs-N, pH,
populacdo microbiana e FB; em solucdo foram submetidos a anélise variancia (ANOVA) e
comparados pelo teste de SNK, a 5% de probabilidade. s valores de pH foram transformados
em Log e verificados de acordo o teste de normalidade de Lilliefors e teste de homogeneidade
das variancias de Cochran e Bartlet. Foi utilizado o programa Sistema de Andlises Estatisticas
e Genéticas - SAEG (2003).

3 RESULTADOS

Em relacdo a leitura de volume de gases produzidos em 12, 24 e 48 horas, observou-se
efeito da adicdo da levedura nos tempos de 12 e 24 horas de incubacdo, sendo os valores de
82,65 e 147,05 mL.g™" MO, respectivamente, superiores ao substrato milho (Tabela 1). No
tempo de 48 horas, ndo houve diferenca na producdo cumulativa de gases, com valor de
146,61 mL.g™ MO para o milho e 150,65 mL.g™* MO para milho com S. cerevisiae. Além
disso, observou-se perfil similar das curvas para ambos os tratamentos utilizados, onde o
inicio da curva apresentou menor producdo de gases, seguido de crescente producdo até
aproximadamente 24 horas e formacao de platd até atingir as 48 horas da fermentacdo (Figura
1).

Tabela 1. Producdo cumulativa de gases (mL.g™* MO) ap6s 12, 24 e 48 horas de fermentacio
in vitro do milho e milho+S. cerevisiae?, naturalmente contaminados com FB;.

Tempo Milho Milho+ S. cerevisiae EPM Valor de P~
12 h 75,9£27,6 82,7+29,3 2,374 0,004
24 h 144,9+555 147,0£55,7 3,219 0,035
48 h 146,6+54,0 150,7+53,9 2,249 ns

* Nivel de significancia P <0.05; ns = ndo significativo
1 Saccharomyces cerevisiae, cepa SC-47 (1x10° UFC.mL™).
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Figura 1. Curvas de producdo de gases in vitro do substrato milho e milho acrescido de S.
cerevisiae por 48 horas.

N&o foram observadas diferencas na concentracdo de acido acético, propidnico e a
relacdo acetato:propionato (Tabela 2). Houve efeito na producéo de acido butirico (P<0,001),
sendo os valores de 0,40 e 0,47 mmol/mL na solugcdo de milho e milho+S. cerevisiae,
respectivamente. Foi observado efeito na producdo de acido isovalérico+valérico (P=0,029),
com valores de 0,17 mmol/mL no milho e de 0,19 mmol/mL com adigéo de S. cerevisiae. Em
relacdo a producdo de N-NHj; foi observado efeito (P=0,004) da inclusdo de S.cerevisiae, com
valor de 15,29 mg/100mL em relacdo ao tratamento sem levedura de 14,19 mg/100mL. N&o
ocorreu diferenca no valor de pH entre a solucdo de milho e milho+S. cerevisiae, com valor
médio de 6,55.

Tabela 2. Valores medios de &cidos graxos volateis (mmol/ml), nitrogénio amoniacal
(mg/100mL) e valores médios de pH apds 48h de fermentacdo in vitro do milho e milho+S.
cerevisiae , naturalmente contaminados com FB;.

AGV?2 (mmol/ml) Milho Milho+ S. cerevisiae EPM Valor de P
Ac. acético 4,14+1,06 4,11+0,72 0,129 ns

Ac. propibnico 1,99+0,35 1,95+0,35 0,050 ns

Ac. butirico 0,40+0,13 0,47+0,15 0,020 <0,001
Ac. Isovalérico + 0,174£0,11 0,19+0,12 0,016 0,029
Ac. valérico

Acetato:Propionato 2,17+0,85 2,23+0,85 0,122 ns
N-NH,3 (mg/100mL) 14,19+2,43 15,29+2,69 0,395 0,004
pH 6,55+0,08 6,55+0,07 0,11 ns

“Significancia P <0,05; ns = nao significativo

1 Saccharomyces cerevisiae, cepa SC-47 (1x10° UFC.mL™).
2 AGV = Acidos Graxos Volateis.

3 N-NH; = Nitrogénio amoniacal.

Em relacdo a contagem de microrganismos, ndo foram observados efeitos sobre as
populacbes de bactérias que utilizam é&cido latico, anaerobias totais, Streptococci e
Lactobacilli (Tabela 3). Houve efeito da adigdo de S. cerevisiae no aumento da populagédo
celulolitica (P=0,017), com valor de 5,25 Log;p UFC/mL, quando comparado ao tratamento
milho na concentragdo de 4,77 Logio UFC/mL.
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Tabela 3. Perfil microbiano apés 48h de fermentacéo in vitro do milho e milho+S. cerevisiae,
naturalmente contaminados com FB;.

Logio UFC mL™

EPM  Valor de P

Milho Milho+S. cerevisiae
Bactérias celuloliticas 4,77+0,22 5,25+0,49 0,054 0,017
Bactérias que utilizam ac. 7,73+£0,93 7,67+£1,00 0,192 ns
latico
Bactérias anaerdbias totais 7,72+0,23 7,77+£0,31 0,091 ns
Streptococci 6,08+0,28 6,06+0,46 0,076 ns
Lactobacilli 7,58+0,22 7,69+0,25 0,048 ns

* Nivel de significancia P <0,05; ns = ndo significativo
1 Saccharomyces cerevisiae, cepa SC-47 (1x10° UFC.mL™).

N&o foi observada diferenca com a inclusdo de S. cerevisiae na quantidade de FB;
apo6s fermentacdo in vitro, com valor de 0,60 pg semelhante aos tratamentos, sendo a
recuperacdo final em solucéo de 5% (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios de FB1 (ug) em solugdo ap6s 48h de fermentagdo in vitro do milho
e milho+S. cerevisiae!, naturalmente contaminados com FB;.

FB2 (ug) Milho Milho+ S. cerevisiae Valor de P*
(ng) % (ng) %
13 0,60+0,58 5 0,60+0,50 5 ns

* Nivel de significancia P <0.05; ns = ndo significativo
1 Saccharomyces cerevisiae, cepa SC-47 (1x10° UFC.mL™)
2 Valor de FB; referente a 450mg de substrato de milho/frasco, concentragio de 29,10 pg.g™

4 DISCUSSAO

Os equinos apresentam uma estrutura anatbmica do intestino grosso que resulta em
prolongado tempo de permanéncia da digesta para acdo de microrganismos, representando
cerca de 80% de todo tempo médio de retencdo, variando entre 15h e 56h (Julliand et al.,
2008). A populagdo microbiana é constituida principalmente de bactérias anaerdbias totais,
bactérias fibroliticas, microrganismos amiloliticos e proteoliticos (ex: Streptococci,
Lactobacilli) e bactérias que utilizam &cido latico (Julliand et al., 2001; Medina et al., 2002;
de Fombelle et al., 2003; Julliand et al., 2008). S&o responsaveis pela producdo de &cidos
graxos volateis através da fermentacdo de nutrientes que escapam da digestdo pre-cecal e
material fibroso, englobando a principal fonte de energia para esses animais (Julliand et al.,
2008). Produtos adicionais da acdo microbiana incluem lactato (bactérias acido laticas),
producdo de gases (CO, e metano), além da sintese de amino&cidos e vitaminas do complexo
B e K (NRC, 2007).

Na fermentacdo in vitro realizada foi utilizado in6culo fecal descrito por apresentar
maior propor¢do de bactérias acido laticas em relacdo ao conteudo cecal, o qual apresenta
maior proporcao de bactérias fibroliticas (de Fombelle et al., 2003; Santos et al., 2011). Os
efeitos observados estdo associados a fermentacéo proteolitica com aumento na producgéo de
acidos graxos de cadeia ramificada (&cido isovalérico+valérico) e N-NH3, com suplementagéo
de S. cerevisiae. Nesse aspecto, a producdo de acido isovalérico e valérico estd associada a
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fermentacao da proteina, assim como a producéo de N-NH3z em funcédo da proteina oriunda do
milho in natura.

Em estudo realizado por Srichana et al. (2009) em cultura in vitro para ruminantes,
observaram que 0 aumento da concentracdo de fumonisina (0, 100 e 200 pg.g™) reduziu a
concentracdo N-NH3; e producdo de AGV de cadeia ramificada, sem haver efeito nos AGV de
cadeia curta (acetato, butirato e propionato), sugerindo inibi¢cdo de bactérias proteoliticas.
Nesse aspecto, 0 presente estudo demonstrou que a adicdo de S. cerevisiae contribuiu para o
aumento nas respostas relacionadas a fermentacdo proteolitica quando comparado ao milho
isento de levedura. Embora os resultados de FB; em solu¢do ndo demonstram associagcao com
o efeito adsorvente de toxina pela levedura, a S. cerevisiae foi capaz de melhorar a agéo de
bactérias que degradam proteina.

Houve desenvolvimento da populacdo celulolitica com o tratamento milho acrescido
de S. cerevisiae. Esse fato estd relacionado com bactérias fibroliticas utilizarem a amonia
como principal fonte de nitrogénio e AGV de cadeias ramificadas serem necessarios ao seu
desenvolvimento (Walker & Drouillard, 2012), contribuindo para o aumento da populacéo.
Além disso, esse efeito pode estar associado ao aumento da producdo de gases até 24h de
incubacdo para o milho com S. cerevisiae, embora fossem necessarias analises do perfil
microbiano para outros pontos da curva para confirmar essa informagdo. A diminuicdo na
producdo de gases ap6s o periodo de 24 a 48 horas € devido a reducdo de substrato disponivel
para fermentagdo microbiana, ndo havendo diferenca entre os tratamentos, uma vez que o
milho foi a Unica fonte de alimento utilizado.

A suplementacdo com Saccharomyces cerevisiae em equinos € descrita por ter
capacidade de sobreviver através do trato digestivo e alcancar o ceco e célon, estimulando a
atividade de bactérias celuloliticas, melhorando a digestdo da fibra e sintese de proteina
microbiana (Medina et al, 2002;. Jouany et al. , 2008, 2009). Nesse sentido, a S. cerevisiae
exerceu efeito probidtico relacionado ao aumento da degradacdo de proteina por bactérias
proteoliticas beneficiando o desenvolvimento de bacteérias celuloliticas. Daly et al. (2012)
verificaram que a populacdo de Lachnospinaceae, um dos maiores grupos de bactérias do
intestino grosso de equinos, composto por microrganismos fibroliticos e sacaroliticos
(Clostridium spp., Butyrivibrio spp., Ruminococcus spp. e Eubacterium spp.) foi
significantemente maior em equinos alimentados com dieta concentrada. O aumento da
concentracdo de acido butirico esta relacionado com o aumento da fermentacdo por grupos de
bactérias fibroliticas e proteoliticas, tais como Clostridium spp. e Butyrivibrio spp.

Contudo, ndo ocorreu diferenca em relacdo a quantidade recuperada de FB; em
solugédo de milho sem e com incluséo de S. cerevisiae, 0 que ndo permite associar os efeitos
observados a capacidade da S. cerevisiae em adsorver toxina. Aproximadamente 95% da
fumonisina B; em solucdo apds fermentacdo ndo foi detectada via quantificacdo em CLAE, o
que levanta hipdtese de ter ocorrido biotransformagdo (detoxificacdo) através dos
microrganismos fermentadores.

O metabolismo de compostos xenobioticos envolve duas fases distintas, sendo a fase |
processo de transformacdo enzimatica (reducdo, oxidacéo e hidrdlises) e fase Il processo de
conjugacéo (glicosidacao, glicuronidagéo e sulfatacdo) (Coleman et al., 1997; Zinedine et al.,
2007; Berthiler et al., 2009; He et al., 2010). Ambos 0s processos visam detoxificar 0s
compostos toxicos, contudo, na fase | pode ocorrer a ativagdo e consequentemente formacéao
de metabdlitos tdo toxicos ou mais que a forma original da molécula (Coleman et al., 1997).
Na fase Il ocorre a formacdo de compostos soltveis em agua (hidrofilicos), facilitando a
eliminacdo da micotoxina através da urina, bile, fezes e/ou leite, reduzindo a toxidez
(Yiannikouris; Jouany, 2002; Berthiler et al., 2013). Microrganismos usados em processos de
fermentagdo podem transformar micotoxinas em derivados que ndo séo detectaveis por
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métodos analiticos convencionais, subestimando os teores reocuperados na anélise (Berthiler
etal., 2013).

No presente estudo, os metabolitos derivados da FB; ndo foram mensurados, porém de
acordo as informagdes da literatura, uma vez que a fermentacdo ocorreu em sistema in vitro e
a maior parte da toxina intacta ndo foi recuperada em solucdo, pode-se inferir que os
microrganismos fermentadores de equinos sdo capazes de metabolizar fumonisina B;.

Fodor et al. (2007) através de modelo in vitro em simulacdo a microbiota cecal de
suinos, verificou ap6s 48h de incubagdo que a quantidade de FB; intacta decresceu, enquanto
FB; hidrolizada aumentou inversamente em cerca de 46%, sem haver conversdo em
aminopentol. Esses autores sugeriram que no intestino grosso de mamiferos o processo
metabolico envolvido é referente a remocgédo de acido propano-1,2,3-tricarboxililico por acéo
de esterase. Shephard et al. (1995) trabalharam com macacos, observaram que o principal
produto formado nas fezes foi a forma parcialmente hidrolizada, ocorrendo metaboliza¢do no
intestino grosso, visto que esse composto ndo é detectado através da excrecdo biliar. Em
ruminantes, as informacgdes relacionadas com a biodegradacdo ruminal sdo contraditérias,
descritas em maioria como sendo eliminada sem metabolizagdo nas fezes (Smith; Thakur
1996; Caloni et al., 2000) observaram reducdo de 12 a 18% da fumonisina em solu¢do sem
ocorrer a formacdo de metabdlitos hidrolizados ap6s 24h de fermentacdo in vitro, ndo
relacionando com efetivo processo de biodegradacdo. Por outro lado, em analises in vivo de
ovelhas e bovinos, Rice e Ross (1994) observaram de 60 a 90% de desaparecimento de FBy,
sendo excretada como aminopolidis e aminopentol (compostos altamente toxicos) atraves das
fezes. Devido a auséncia de informacBes em equinos, analises devem ser realizadas a fim de
avaliar quais possiveis produtos derivados da FB; podem ser formados e se esses compostos
sdo capazes de influenciar na microbiota, devido a possivel toxicidade.

Outra hipotese sugerida em relacdo ao desaparecimento da fumonisina B; em solucéo
seria relacionada a adsorcdo da toxina por bactérias acido laticas. Esses microrganismos
apresentam habilidade em remover diversas micoxinas em solugdo (EI-Nezami et al., 1998;
Haskard et al., 2000, 2001; Lee et al., 2003; Niderkon et al. 2006; Shetty; Jespersen, 2006,
2007; Bueno et al., 2007; Hernandez-Mendoza et al., 2009; Pizzolitto et al., 2011, 2012). Em
relacdo a fumonisina By, Niderkon et al. (2006) avaliaram a capacidade em adsorver a toxina
através de bactérias fermentativas viaveis encontradas em bovinos (10"° UFC.mL™), tais
como: bactérias acido laticas (Lactobacillus, Streptococcus e Leuconostoc mesenteroides) e
bactérias acido propidnicas (Propionibacterium) sob pH 4 e verificaram remocao de até 82%
da solucdo, sem haver formacdo de produtos de degradacdo como a fumonisina-hidrolisada.
Porém, esses mesmos autores observaram que a elevacdo do pH para 6, 7.4 e 7.8, decresceu
drasticamente a adsorcdo pelas bactérias, variando entre 0 e 18% o valor de remocéo.
Pizzolitto et al. (2012) obtiveram remocdo de FB; em solucgdo por Lactobacillus acidophillus,
sob pH 7.2 em torno de 20% de FB;. A elevacdo do pH em neutro ou alcalino demonstra
afetar a capacidade de bacterias acido laticas em adsorver FB;. Neste aspecto, o processo de
fermentagdo in vitro iniciou-se sob pH 6.8 e apds 48 horas o valor foi de 6,55, o que favorece
a hipotese de ocorrer processo metabolico por micorganismos fermentadores ao invés de
adsorcéo.

No presente estudo, ndo é possivel esclarecer o mecanismo envolvido no
desaparecimento da toxina em meio liquido, contudo os resultados sugerem que ha acdo de
bacterias sobre a presenca de fumonisina B; na cadmara fermentativa.
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5 CONCLUSOES

A inclusdo de S. cerevisiae promoveu aumento da fermentacdo proteolitica,
contribuindo para o desenvolvimento de bactérias celuloliticas. A fumonisina B; apds o
processo de fermentacdo in vitro foi de baixa recuperacdo, ndo conferindo a redugdo em
solucdo ao efeito adsorvente da S. cerevisiae. O desaparecimento da fumonisina B; esta
associado com processo de detoxificacdo por microrganismos fermentadores. Anélises sobre a
ocorréncia de produtos derivados da fumonisina B; ap0s processo de fermentacdo devem ser
realizadas. Estudos devem ser elaborados para elucidar os efeitos da fumonisina B; na
microbiota do ceco e colon de equinos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A habilidade da Saccharomyces cerevisiae em adsorver fumonisina B; em sistema in
vitro demonstrou ser cepa-dependente, ressaltando a importancia em se avaliar a estrutura da
parede celular e relacionar com o mecanismo de adsorc¢éo pela levedura.

A elevacdo do pH 2 para 6.8 através do ensaio de adsor¢do in vitro reduziu a
quantidade de FB, adsorvida para a cepa Procreatin 7®, confirmando que a estabilidade da
ligacdo entre FB; e S. cerevisiae varia de acordo a cepa, podendo a ligagédo ser influenciada
pelo pH neutro.

Em simulacdo in vitro da digestdo proximal de equinos, a presenca de fumonisina B1
ndo afetou a digestdo dos nutrientes do milho. Porém, a composicdo quimica e moagem das
amostras de milho parecem influenciar na biodisponibilidade da FB1 em solucéo, visto que a
guantidade da micotoxina detectada para o milho moido a 1 mm foi de 57% e dos milhos
moidos a 0,5 mm foi superior a 80% apds digestdo acida e neutra.

A Saccharomyces cerevisiae SC-47 exerceu adsor¢do similar nas diferentes condicdes
de pH em ensaio in vitro em torno de 38%. Contudo, na digestdo in vitro acida e neutra com
presenca de enzimas, embora a S. cerevisiae tenha adsorvido FB; da solucdo, o teor de
remocdo foi em média 65% inferior quando realizada apenas em solucdo tampdo. Pode
ocorrer influencia da acdo enzimatica no processo de adsorcao da levedura, sendo necessarias
avaliagdes nesse sentido.

A fumonisina B; foi de baixa recuperacdo através do residuo do milho, o que
caracteriza alta solubilidade no meio. Além disso, o tempo permanecido em processo de
digestdo contribui para o aumento de FB; biodisponivel em solucdo, uma vez que apds 6
horas do processo de digestédo in vitro, a quantidade da micotoxina quantificada foi superior
em amostras de milho naturalmente contaminado, em relacdo ao periodo de 2 horas de
digestdo.

De acordo os valores de FB; quantificados apo6s digestdo in vitro, onde parte da
micotoxina ndo foi detectada em solucdo ou no residuo na forma intacta da molécula,
observou-se que pode ocorrer biotransformacdo em produtos derivados de FB;, através das
reacOes enzimaticas. Estudos devem ser realizados para verificar quais compostos podem ser
formados e se esses produtos sao tdo toxicos ou mais que a molécula original.

Na fermentacao in vitro, a maior parte da micotoxina inicial proveniente do milho ndo
foi recuperada em solucdo. Além disso, o desaparecimento ndo foi associado & capacidade
adsorvente da S. cerevisaie, uma vez que os valores de FB; quantificados foram similares
entre 0 milho com e sem adicdo da levedura. Em funcdo da presenca de bactérias
fermentadoras e a baixa resuperacdo da micotoxina em solucéo, observou-se a possibilade de
haver detoxificagdo de FB1 por microrganismos. Analises relacionadas aos produtos
derivados da biotransformacdo da FB1 devem ser realizadas a fim de avaliar o mecanismo
envolvido no desaparecimento da molécula intacta de FB1.

A ndo ocorréncia de adosorcdo de FB; pela S. cerevisiae no processo de fermentacéo
in vitro foi descrita em fungdo da baixa recuperacdo de FB; em solucdo e auséncia de
diferenga entre os tratamentos com milho contaminado. Porém, a adi¢cdo da S. cerevisiae
contribuiu para a fermentacéo proteolitica, o qual promoveu o desenvolvimento da populacao
celulolitica.

Dessa forma mais pesquisas devem ser desenvolvidas a fim de avaliar o impacto da
FB1 na microbiota e os beneficios da S. cerevisiae em melhorar os processos fermentativos na
ocorréncia da micotoxina na solucao.
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