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RESUMO

KELLER, Kelly MouralLeveduras com potencial agcdo descontaminante de ¢oioxinas e
como probidtico para aplicacdo na producdo animal2012. 168p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). InstitdéoVeterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Micotoxinas sd@o metabdlitos secundarios produzigms certas espécies de fungos
filamentosos, principalmente dos génerAspergillus Penicillum e Fusarium e que
demonstram propriedades toxicas em humanos e aninda aflatoxinas (AFs) sao
micotoxinas produzidas principalmente pAspergillus flavuse A. parasiticus que se
desenvolvem sobre diversos géneros alimenticios. tedo o mundo,Sacharomyces
cerevisiaevirou foco de inimeros estudas,vitro e in vivo, devido a capacidade adsorvente
exibida pela parede celular desta levedura. Susdpagelular j4 era usada como prebiotico
para melhorar o desempenho animal, e atualmenéessajue um dos constituintes principais
de sua parede - os glucomananos - também séo sag@zadsorver diversas micotoxinas
como as AFs. Assim, os objetivos gerais deste ltrab@ram: I) demonstrar a eficacia
vitro de produtos comerciais, a base de parede celeldewkdura (PCL) para adsorver
aflatoxina B (AFB31), sob diferentes condi¢cfes; Il) demonstnarvitro o potencial de
leveduras vivas (enfoque e® cerevisiagpara exercer acao probiotica e descontaminante de
AFB; e Ill) demonstrar a eficacim vivo de produto a base de PCL como aditivos anti
micotoxinas (AAM) em frangos de corte intoxicadasmc AFB,. Estes objetivos foram
desenvolvidos em trés capitulos, por separado. Amim AAM testados no capitulo |
aderiram eficientemente a ALBsendo recomendada a realizacdo de ensgaiogivo
confirmatdrios. As cepas d& cerevisiagsoladas no capitulo Il toleraram a passagem pelas
condicbesn vitro gastrointestinais, apresentaram uma ou mais eaistatas probidticas, e
foram moderadamente capazes de adsorver altasntagées de AFB e no capitulo lll, a
inclusdo do AAM 0,2% na dieta dos frangos de coée produziu nenhum efeito deletério
significativo sobre os animais, pelo contrario, moebu significativamente o desempenho
animal em relacdo ao grupo de animais intoxicadas grupo controle. Existe a clara
necessidade de uma metodoldgiaitro de referéncia, que possa ser utilizada mundialmente
possibilitando a comparacao interlaboratorial driltados. Os resultados em geral indicam
gue novos estudos devem ser desenvolvidos acer@ssdmto, e que ha uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de novos aditieas acao probidtica e descontaminante
de micotoxinas.

Palavras chave:Saccharomyces cerevisjdearedes Celulares de Leveduras; Aflatoxina B



ABSTRACT

KELLER, Kelly Moura. Yeasts with mycotoxin decontaminating and probiotigpotential
for use in animal production. 2012. 168p. Thesis (Doctor’'s Degree in Veterinacijences,
Animal Health). Veterinary Institute, Federal Rukaliversity of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2012.

Mycotoxins are secondary metabolites produced btaice species of filamentous fungi,
mainly amongAspergillus Penicillium andFusariumgenera, which show toxic properties in
humans and animals. Aflatoxins (AFs) are mycotoxireduced mainly byAspergillus flavus
andA. parasiticus which grow on several foodstuffs. Worldwidgaccharomyces cerevisiae
has become the focus of numeransvitro andin vivo studies due to the adsorbent ability
displayed by its yeast cell wall. The cell wall Heen already used as prebiotics to improve
animal performance, and now it is known that onéhefmain components of the cell wall -
the glucomannans - are also capable of adsorbiweyaemycotoxins such as AFs. Thus, the
general objectives of this study were: i) to denti@ts thein vitro efficacy of commercial
products, source of yeast cell wall (YCW), to atlsaflatoxin B (AFB;) under different
conditions; 1) to show the potential of live yeg$bcus onS. cerevisiaeto carry out
probiotics and decontamination action of ARB vitro and 1ll) to demonstrate tha vivo
efficacy of YCW product as anti mycotoxins addisM@&AM) in broiler chickens intoxicated
with AFB;. These objectives were developed in three seghchtgpters. Both AAM tested in
Chapter | adhered efficiently to AkRBandin vivo tests were recommended to confirmatory
results. TheS. cerevisiaestrains isolated in Chapter Il tolerate passag®eutfh the
gastrointestinal conditions vitro, had one or more benefic characteristics, and abke to
adsorb high AFB concentrations. In Chapter Ill, the inclusion oAM 0.2% in the diet of
broiler chickens produced no significant deletesieffect on animals, however, significantly
improved animal performance in relation to the xntated animals group and the control
group. There is a clear need for emnvitro reference methodology, which can be used
worldwide, allowing the intercomparison of resufBenerally, the results indicate that further
studies should be developed on the subject, aridtibee is a promising alternative for the
development of new additives with probiotic and otpxins decontamination potencial.

Key words: Saccharomyces cerevisjagast cell walls, adsorption
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INTRODUCAO GERAL

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzjlwms certas espécies de fungos
filamentosos, principalmente dos génerAspergillus Penicillum e Fusarium e que
demonstram propriedades téxicas em humanos e ani@anstituem um grupo diverso de
substancias quimicas, de baixo peso molecularpqdem afetar muitos 6rgaos e sistemas,
principalmente o figado, rins e sistemas nervasdoerino e imune. Mais de 400 metabdlitos
secundarios fungicos foram identificados, no ewotamtnimero de micotoxinas que tém sido
detectadas com freqiiéncia em alimentos é reduzada gerca de 30. A principal via de
exposicdo dos animais é através da ingestdo deerdtisn contaminados. As culturas
agricolas, especialmente os cereais, sdo susdeptiveataque de fungos, no campo ou
durante o armazenamento e os niveis de micotorioasalimentos podem flutuar de acordo
com as condi¢des para o crescimento dos fungoutmed. Quando presentes em niveis
elevados na dieta alimentar, estas toxinas podean & problemas agudos de saude e até a
morte; jA a exposicdo prolongada a niveis baixodeplevar a manifestacbes ocultas
(imunidade debilitada, atrasos no crescimento, epigxlidade a doencas), e a problemas
cronicos de saude, 0 que gera preocupacao pordmgovernos em todo o mundo.

As estratégias de prevencdo precisam ter comaopailvario minimizar a formacao de
micotoxinas no campo e durante armazenamento, tamten quando as acbes empregadas
nao forem possiveis ou eficientes devem ser emfcadas medidas poés-colheita para a
detoxificacdo. Cria-se entdo um novo grupo fundia®aaditivos alimentares, os Aditivos
Anti-Micotoxinas (AAM), que inclui os produtos qugyando adicionados em alimentos para
animais, sdo capazes de adsorver, inativar, neatrabu biotransformar as micotoxinas.
Dependendo do seu modo de acdo, esses aditivosnpade através da reducédo da
biodisponibilidade das micotoxinas ou através da dagradacdo ou transformacdo em
metabdlitos menos téxicos.

Os agentes de adsorcdao ou adsorventes sdo compest® peso molecular, que
devem ser capazes de se ligar as micotoxinas pesseos alimentos contaminados, sem se
dissociar no trato gastrointestinal (TGI) do aniniaésta forma, o complexo micotoxina-
adsorvente atravessa o trato digestivo do aninéadleninado através das fezes. Isso evita ou
minimiza a exposi¢do dos animais as micotoxinasstémx dois tipos de adsorventes, 0s
agentes inorganicos e 0s agentes organicos.

Os adsorventes inorganicos sao polimeros a bassilida, tais como: zedlitas,

bentonitas, argilas diversas, aluminossilicatossddio e calcio hidratados (HSCAS), terra
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diatoméacea, etc. Tais materiais sdo geralmentead® ltusto e de facil manuseio, mas
exigem altas taxas de inclusdo, além de serem esyukz se ligar a um ndmero pequeno de
micotoxinas e realizarem ligacfes ndo-especifadsprvendo minerais e vitaminas presentes
na dieta, causando outras complicacfes de saude.

Estes argumentos estimulam os pesquisadores avdeagem novas estratégias de
descontaminacao que evitem o uso de agentes gasimicfisicos e que reduzam as perdas de
valor nutritivo e de palatabilidade de alimentosad@mtaminados, entretanto, sem diminuir os
niveis produtivos. Assim, uma das alternativas [gearas é a detoxificacao bioldgica.

Os extratos da parede celular de leveduras coastituma das ferramentas mais
importantes desta biotecnologia. A eficacia dos dptos de leveduras contendo
glucomananos para uso como adsorventes de micatxem racdes tem sido investigada
globalmente e os beneficios do seu uso sdo assbi@xas de inclusdo na dieta, grande area
superficial para adsor¢cdo de um grande numero detoxinas e, certamente, ndo envolve
risco de contaminagdo por materiais toxicos; eenesintexto, as paredes celulares de
Saccharomyces cerevisia&o as mais utilizadas.

Ainda que os resultados obtidos mundialmente rtestatica sejam promissores, no
Brasil é necessario um maior desenvolvimento destafratégias bioldgicas de

descontaminac¢éo de micotoxinas aplicadas pararaiac@ animal.

Hipotese Geral

“Leveduras sdo capazes de descontaminar micotoxpuaendo ser aplicadas em

alimentos destinados a producao animal.”



Objetivos Gerais

a) Demonstrar a eficacia vitro de produtos comerciais, a base de parede celalar d

leveduras, para adsorver aflatoxina(BFB;) sob diferentes condicdes.

b) Demonstrarin vitro o potencial de leveduras vivas para exercer agabigiica e

descontaminante de ARB

c) Demonstrar a eficacia vivo de produto a base de parede celular de levedoras ¢

AAM em frangos de corte intoxicados com Al-B

Estrutura da Tese

Para demonstrar cada um dos objetivos gerais papas tese foi dividida em trés

capitulos com abordagem mais aprofundada sobreuradalas tematicas especificadas.



CAPITULO |

AVALIACAO in vitro DE PRODUTOS COMERCIAIS A BASE DE

PAREDE CELULAR DE LEVEDURAS NA CAPACIDADE

DE ADSORVER AFLATOXINA B ;



RESUMO

Micotoxinas sd@o metabdlitos secundarios produzigms certas espécies de fungos
filamentosos, principalmente dos génerAspergillus Penicillum e Fusarium e que
demonstram propriedades téxicas em humanos e anima aflatoxinas (AFs) séo
micotoxinas produzidas principalmente paspergillus flavuse A. parasiticus que sob
condicOes favoraveis de temperatura e de umidadeesenvolvem sobre diversos géneros
alimenticios. Particularmente a aflatoxina @\FB;) tém despertado um grande interesse
devido a existéncia de suficientes dados experagemue indicam sua atividade toxica,
carcinogénica, teratogénica e mutagénica. Podeardsroar o problema das micotoxinas em
alimentos por métodos de prevencdao, fisicos, conusmde adsorventes inorganicos, ou
biologicos, através de paredes celulares de leasd(PCL), que além de efeito pro e
prebidtico, apresentam poder de adsorcdo sobreiagomxinas. Porém, ha diferencas na
capacidade adsortiva das PCL oriundas de cepassaé/ee a analisa vitro do processo de
adsorcdo é uma ferramenta poderosa para a trisglegde de potenciais agentes
descontaminantes de micotoxinas. Tendo isto emaca# objetivos do presente estudo
foram: 1) verificarin vitro a capacidade de produtos comerciais a base deepestular de
leveduras para adsorver AER) estudar o efeito da composicéo dos produtoseogais, do
pH e da solugéo de reagéo sobre o processo decadste AFB e, 3) realizar isotermas de
adsorcédo em solucédo tampéo para os diferentestpsodamerciais, em condi¢cdes de pH e
temperatura que simulem as condicbes fisiologiaas ahimais monogastricos. Os dois
aditivos anti micotoxinas (AAM) testados aderentiefitemente a AFB sendo recomendada
a realizacdo de ensaigs vivo confirmatorios. A composi¢cao quimica dos produtogH
relativamente &cido, maior concentracdo de iongatfmps e auséncia dos simuladores
gastrointestinais influenciam na capacidade maxtteaadsor¢cdo nas condi¢cOms vitro.
Existe a clara necessidade de uma metodologia f@e€meia, que possa ser utilizada
mundialmente, possibilitando a comparacdo interktboal de resultados de diferentes
produtos; além disso, o estudo através de isotedmamdsorcédo pode ser considerado bem
completo, visto que oferece informacdes a respaat@finidade e eficiéncia do processo,
tanto em altas como baixas concentracdes de mioatox através do formato da isoterma é

possivel sugerir o0 tipo de mecanismo de adsorgéa\edo.



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced btaice species of filamentous fungi,
mainly of the generdspergillus Penicillium and Fusarium which show toxic properties in
humans and animals. Aflatoxins (AFs) are mycotoxireluced mainly byAspergillus flavus
and A. parasiticus which under favorable conditions of temperaturel daumidity are
developed on several foodstuffs. Especially thatafin B (AFB;) has attracted great
interest due to the existence of sufficient expental data indicating their toxic activity,
carcinogenic, teratogenic and mutagenic. We cardlaawith the mycotoxins problem in
foods by prevention methods, physicals, such asiskeof inorganic adsorbents, or biological
with yeast cell wall (YCW), which in addition to ehprebiotic effect, have the power to
adsorb mycotoxins. However, there are differencethé adsorptive capacity of the YCW
from different strains anch vitro analysis of the adsorption process is a powedal tor
screening / selection of potential mycotoxin deaarihating agents. With this in mind, the
objectives of this study were: 1) assessitheitro ability of commercial products based on
yeast cell wall to adsorb ARB2) study the effect of commercial products conitpms pH
and reaction solution on the adsorption of ARBd 3) carry out adsorption isotherms in a
buffer solution for different commercial productsider conditions of pH and temperature
that simulate physiological conditions of monogasanimals. The two anti mycotoxins
additives (AAM) tested adhere efficiently AEBand in vivo test are recommended to
confirmatory results. The chemical compositionked products, the slightly acidic pH, higher
concentration of phosphate ions, and the absengastfointestinal simulators influence the
maximum adsorption capacity undervitro conditions. There is a clear need for a reference
methodology that can be used worldwide, allowirgititercomparison of results of different
products, in addition, the study of adsorption hgots can be considered fairly complete,
since it provides information about affinity andi@éncy of the process, both at high and low
concentrations of mycotoxins, and by the shapé@igdotherm is possible to suggest the type

of adsorption mechanism involved.



1 INTRODUCAO

Micotoxinas (do gregomykes= fungo) sdo compostos policetdnicos resultantes d
reacdes de condensacao que ocorrem quando senmpera reducao dos grupos cetdnicos na
biossintese dos acidos graxos realizada por algwspscies fungicas (SMITH; MOSS,
1985). Estes metabdlitos secundarios induzem redé&eas em vertebrados mesmo quando
ingeridos em baixa concentracdo. Sao substanciaspmpocupam os governos de todo o
mundo devido ao fato de serem estaveis e resisteBtm atividade tdxica persiste por um
longo tempo nos alimentos, mesmo apos o desapanemindos fungos que as originaram.
S&o0 compostos com estruturas quimicas complexasagas, de baixo peso molecular e que
nao séo detectados como antigenos pelo sistema idauinospedeiro.

Micotoxicoses é o nome dado as doencas e afecgg@sadas no homem e animais,
ocasionadas por estas substancias. As mais freglieoe podem ser encontradas como
contaminantes naturais em alimentos para animdisineanos sdo as aflatoxinas (AFs),
ocratoxina A (OTA), fumonisinasBe B, zearalenona (ZEA) e os tricotecenos, com énfase
as AFs. E importante ressaltar que uma Unica espiéciungo é capaz de produzir uma ou
varias micotoxinas, € uma mesma micotoxina poderxtuzida por diferentes espécies de
fungos (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

A ingestdo de micotoxinas pode causar quadros tdgitacdo aguda, subaguda ou
cronica, com efeitos carcinogénicos, teratogénécositagénicos, entre outros (CAST, 2003).
O impacto das toxinas fungicas na saude humaneralaé muito importante e estima-se que
possam causar perdas econémicas de milhdes deslélartodo o mundo (VAN EGMOND,
1995). A Organizacgao das Nacdes Unidas para a#lggnma e Alimentacéo (FAO) estima que
25% da producéo anual de graos € afetada por mina® A reducdo no valor nutricional e
no rendimento dos grédos aumenta em muito os cdatpsoducdo. As criagbes comerciais de
animais também séo afetadas devido a reducédo dagédo de carne, leite e ovos, problemas
reprodutivos no plantel, aumento da incidéncia dendas e de despesas com assisténcia
veterinaria, além dos custos com processos de messmacao e desvalorizacdo no mercado.

Estes custos sdo ainda mais elevados quando amximoses envolvem mortes.



1.1 Aflatoxinas: Generalidades

De acordo com Blount (1961), a aflatoxicose fommiramente detectada em 1960,
sendo denominada de “Doenca X dos perus”. O uséaddo de amendoim de origem
brasileira contaminado com esta micotoxina em qiga perus determinou a morte de
aproximadamente 100.000 dessas aves na Inglaéaia.tarde foi descoberto que a causa
dessa misteriosa doenca ocorreu devido a preseac@&orhpostos que apresentavam
fluorescéncia sob luz ultravioleta (UV) e cuja prod@lo foi atribuida a espécie fungica
contaminante denominadaspergillus flavus dando lugar ao nome aflatoxinas (ASPLIN;
CARNAGHAN, 1961).

As AFs sao substancias quimicas altamente toxprasiuzidas principalmente por
fungos das espécids flavuse A. parasiticus que sob condi¢des favoraveis de temperatura e
de umidade se desenvolvem sobre os alimentos erppdeduzir as toxinas, sendo sua
incidéncia relativamente maior em paises de climpidal ou subtropical (MOSS, 1998). A
facilidade e frequéncia com que issO aconteceat@rsua presenca comum em muitos
alimentos.

Ha mais de 20 tipos de moléculas de AFs e seusades isolados, porém o0s
principais tipos estudados continuam sendo,aB G; e G (Figura 1), que possuem uma
estrutura quimica muito semelhante, bi-furanéide. s da série B apresentam um anel
ciclopentanona na molécula, enquanto que as da Géapresentam um anel lactona. Assim
como outros compostos heterociclicos, sdo subskrfiorescentes com caracteristicas
préprias. Tanto a AFBcomo a aflatoxina B(AFB,) apresentam uma fluorescéncia azul,
enquanto que a {JAFG;) e a aflatoxina & (AFG,) apresentam uma fluorescéncia verde
amarelada sob luz UV (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Apesar das semelhancas estruturais, as AFs ameséiferentes graus de atividade
biolégica. A AFB, além de ser a mais freqientemente encontradaeeeais, € a que
apresenta maior poder toxigeno, seguida da  AREB, e AFG (COULOMBE, 1991).
Terao e Ueno (1978) demonstraram que a magnitudexidez da AFG AFB, e AFG
correspondem a 10%, 20% e 50% da ARBspectivamente.



Aflatoxina G Aflatoxina G

Figura 1: Estruturas quimicas das aflatoxinas By, G, e G.

Fonte: Hussein e Brasel (2001).

Pode-se classificar as AFs como compostos de zatwréstalina, termoestaveis até
temperaturas muito elevadas e soliveis em solveolases, como o cloroformio e metanol.
Sao reativas a valores de pH menores que 3 e majoeel0, e quando expostas a luz UV em
presenca de oxigénio. Sdo destruidas totalmenpeesanca de solugdes fortemente alcalinas,
como a amonia e o hipoclorito (OPS, 1983).

Apesar das maiores concentracfes serem encongadgsios mal armazenados, em
ambientes quentes e umidos, também € possiveltaletencentracdes significantes de AFs
no campo, antes da colheita (PITTET, 1998). O mého amendoim continuam sendo as
maiores fontes de contaminacg&o, principalmentenda ie América do Sul, porém outros
cereais produzidos em clima tropical bem como sabprodutos também s&o susceptiveis a
contaminacgao por estas micotoxinas (MOSS, 1998)Bidsil, a ocorréncia de AFs tem sido
observada com frequiéncia, e em altos niveis, ameatos utilizados para consumo humano e
animal, como milho, amendoim e derivados. Resuffadbtidos no Laboratdrio de
Micotoxinas da Universidade Federal de Santa M@#eMIC) demonstraram que entre 0s
anos de 1986 e 2010, cerca de 30-35% dos aliman@lsados estavam contaminados por
AFs (LAMIC, 2010).



1.2 Toxicidade das Aflatoxinas

A presenca de AFs nos alimentos e racdes tem bjgtoade grande preocupacdo no
mundo cientifico, desde a sua descoberta. Panticalde a AFB, tém despertado um grande
interesse devido a existéncia de suficientes dadpsrimentais que indicam sua atividade
toxica, carcinogénica, teratogénica e mutagénicaasimais de experimentacdo, além de
diversos estudos epidemiologicos que indicam gA&By esta envolvida na ocorréncia de
neoplasias gastrointestinais e hepaticas em pdisédrica e China, entre outros (KEEHN;
FRANK-STROMBORG, 1991). O carcinoma hepatocelu@C) é, mundialmente, um dos
tipos mais comuns de cancer e diversos autoreseg@ontado a presenca de AFs no soro e em
bidpsias de figado de pacientes com cancer hed&d8TOM, 1997).

Com base nos estudos disponiveis, a Agéncia Iriema para a Pesquisa do Cancer
- International Agency for Research on Can¢BkRC) concluiu que existem evidéncias
suficientes para considerar a AF&mo fator etiologico do cancer hepatico em papiida
humanas, sendo entéo classificada no grupo 1 (IARE3), além de ser considerada o mais
potente carcindgeno de origem biologica conhedENNETT; KLICH, 2003).

A absorgéo das AFs ocorre no trato gastrointesénalsua biotransformag&o ocorre
primariamente no figado, por enzimas microssomaisidtema de funcdo mista oxidase,
associadas ao citocromo P-450 (BIEHL; BUCK, 198X)AFB; é considerada uma das
substancias mais toxicas para o figado, sendooegtancipal érgao atingido (OSWEILER,
1990).

Embora o figado seja o alvo primario, em muitososasesdes cancerigenas foram
observadas nos rins, coélon, pulméo e glandulasrai de varios animais alimentados com
racdes contaminadas por AFs (STOLOFF, 1977). QOsosfenetabdlicos das AFs incluem
inibicdo da sintese de acido desoxirribonucléicdNA acido ribonucléico (RNA) e
proteinas, reducdo na atividade enzimatica, defovess metabolismo das glicoses, inibi¢cao
da sintese de lipidios (incluindo fosfolipidiosidés graxos livres, trigliceridios e colesterol)
e depressao da sintese de fatores de coagulac&BBWOGAN, 1984).

1.3 Biotransformagé&o das Aflatoxinas

Existe atualmente um consenso entre grande nuneegspcialistas de que a AFRB
na realidade, um prd carcinégeno, o qual requeagib metabdlica para manifestar seus

efeitos toxicos. A forma ativada da AF8 o composto identificado como 8,9-6xido de AFB
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ou AFB;-epdxido, originado através da epoxidacdo da digdado do éter vinilico, presente
na estrutura bi-furandide da molécula. Este congpéstltamente eletrofilico e capaz de
reagir rapidamente, através de ligacbes covalentasn sitios nucleofilicos de
macromoléculas, como o DNA, RNA e proteinas. Ekgagdes determinam a formacao de
adutos, os quais representam a lesdo bioquimiocgpa produzida pelas AFs. A ligacao da
AFB;-epoxido com o DNA modifica a sua estrutura e, egisntemente, a sua atividade
bioldgica, originando assim 0s mecanismos basiogsteitos mutagénicos e carcinogénicos
(BIEHL; BUCK, 1987; HSIEH; ATKINSON, 1991; WOGAN,9P2).

Os mecanismos de toxidez aguda das AFs estdo $igaa® adutos formados pela
ligacdo entre RNA e proteinas a AF€poxido, o que acaba provocando a morte celular pe
inativacdo de macromoléculas essenciais as cdldBk-H; ATKINSON, 1991). A inibicédo
da sintese protéica no figado e a diminuicdo dateipas plasmaticas durante a aflatoxicose
sao amplamente descritas na literatura (KUBENA Igt1®91; QUEZADA et al., 2000;
TUNG et al., 1975).

A biotransformacéo da ARBnNclui, além da epoxidacéo, as reacdes de hicokd e
de o-demetilacdo (Figura 2). Na reacdo de hidro&kdasédo formadas as aflatoxinag M
(AFM,), aflatoxina Q (AFQ,) e a aflatoxina Ba (AFB,;), enquanto que a aflatoxina P
(AFP;) é formada na reacdo de o-demetilagdo. Essesoquattos compostos possuem o
grupo hidroxila em sua molécula, permitindo a somjugacdo com o acido glicurénico ou
sulfatos, tornando-as substancias bastante soléueidgua. Essas substancias podem entao
ser excretadas atraves da urina, bile e fezes (BIBHCK, 1987). A capacidade mutagénica
desses produtos de biotransformacdo € menor da gaeAFB (COULOMBE, 1991). As
vias de biotransformacédo da AFBariam entre as espécies animais, tal fato poglesidicar
os diferentes graus de susceptibilidade a Aétdre os individuos (WOGAN, 1992).

Um outro tipo de AF € o aflatoxicol, também um intpate metabdlito da ARB
porgue espécies animais sintetizam-na pela reddeddFB, pela enzima citoplasmatica
NADPH dependente, localizada na fracdo soluvel répgracbes hepéticas. O aflatoxicol é
considerado tdo carcinogénico quanto a ARBas menos mutagénico, e pode também
formar adutos de DNA da mesma forma que a AlHATON; RAMSDELL; NEAL, 1994).
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Figura 2: Reacfes de biotransformacgéo da aflatoxinarB aves e mamiferos. Nem todas as

reacdes ocorrem em uma Unica especie.
Fonte: Diaz e Murcia (2011).

1.4 Fungos Produtores de Aflatoxinas

Conforme ja foi dito, as AFs sao produzidas priaiiente pelos fungos. flavuse A.
parasiticus Estas espécies sdo bem definidasflavusproduz apenas aflatoxinas B e, por
vezes a micotoxina acido ciclopiazonico (CPA), erqaA. parasiticusproduz aflatoxinas B
e G, mas nunca produz CPA (DORNER; COLE; DIENERBAIKLICH; PITT, 1988; PITT,
1993; SCHROEDER; BOLLER, 1973).

Esta situacdo simples, de apenas duas espéciegqexdde AFs, foi complicada por

descobertas taxondmicas. Kurtzman et al. (1987kreesu A. nomius uma especie
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intimamente relacionada com flavus mas que produz esclerécios em forma de pequenas
balas de revélver, distintos dos esclerécios gmmdesféricos produzidos pela maioria dos
isolados deA. flavus Esta espécie é também distintaAddlavuspela producéo de ambas as
AFs B e AFs G (PITT, 1993; SAITO et al., 1989).

A segunda nova espécie, intimamente relacionada Aomomius foi descrita por
Peterson et al. (2001) e nomeaslobombycisDiferencas no DNA e também na velocidade
de crescimento a 37°C sao o que distinguem estas @ipécies. Assim Cordo nomiusA.
bombycisgproduz AFs B e AFs G.

A espécieA. ochraceoroseyslescrita por Bartoli e Maggi (1978), foi demoadt ser
um outro produtor de AFs. Ela também produz a roiint esterigmatocistina (FRISVAD,
1997; KLICH et al., 2000). Saito e Tsuruta (1993gsateveramA. flavus var.
parvisclerotigenus que produz esclerécios esféricos pequenos, par@msolado (NRRL
3251) reportado como sendo um representante davamedade foi considerado tanto por
Christensen (1981) e Pitt (1993) como sendo unedipi flavus Este mesmo isolado foi
relatado por Stubblefield; Shannon; Shotwell (19%)o produtor de AFs B, mas ndo G, em
concordancia com a idéia de que se tratava depioo &. flavus Além disso, Geiser et al.
(2000) mostraram que a producdo de pequenos oraddgs esclerdcios ndo tem importancia
taxonOomica enA\. flavus

Dois produtores de AFs isolados no Japao, queaimeinte foram classificados como
A. tamariiatipicos (GOTO et al., 1996), foram descritos c@mpseudotamariiAssim como
A. flavus esta espécie produz AFs B e CPA, mas difereAd#avus pela producdo de
conidios marrom alaranjados (ITO et al., 2001).

Em estudos genéticos de populacded digavus Geiser et al. (1998) mostraram que
A. flavusisolados de campos de amendoim na Australia eoastituidos por dois subgrupos
distintos, que foram denominados Grupo | e Grupe Isugeriram que o Grupo Il diferiu
suficientemente do Grupo A( flavus stricto sen3upara ser elevado ao nivel de uma nova
espécie. Outros estudos por Geiser et al. (200i)servacdes independentes confirmaram
queA. flavusGrupo Il compreende uma espécie distinta, queldscrita coma\. australis
Diferentemente de quaisquer das outras espéciéecdasA. australisproduz AFs Be G e
também CPA. Parece que ocorre quase que exclusitame hemisfério sul, onde tem sido
encontrada na Argentina, Austrélia, Indonésia écAfdo Sul.

Estas novas informacdes, embora sejam complexas, de&em obscurecer a
importancia das espécies mais antigas. As evidg€muoiacam queéA. flavuse A. parasiticus

(Figura 3) séo responséaveis pela esmagadora maerRFs encontradas nos alimentos em
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todo o mundo. Das outras espécies, apénaaustralis que parece ser generalizado no
hemisfério sul e € comum em solos australianos rdendoim, também pode ser uma

importante fonte de AFs em alguns paises.

Figura 3: Macroscopia de (é)spergillus flavue (b)Aspergillus parasiticus

Fonte: Arquivo pessoal

1.5 Estratégias de Prevencéo e Controle

O crescimento fungico e a formagéo de micotoxirggmeddem de uma série de fatores
como umidade, temperatura, presenca de oxigémopdepara o crescimento do fungo,
estabelecimento no substrato, perda da integride@degrdos causada por insetos, danos
mecanicos, tamanho do inéculo e as caracteristic@#teracdo / competicao genética.

Desta forma, a estratégia mais efetiva para camteotontaminacéo por micotoxinas é
a prevencao tanto da infec¢do fungica, como daugémd de suas toxinas no campo e
armazenamento, tarefa que pode se tornar muitl @iffi condicdes tropicais.

Uma reducao significativa na formacédo de micotoxipade ser alcancada com boas
praticas agrondmicas. Particularmente AFs, ZEA&ptecenos e alcaldides do ergot podem
ser formados durante o crescimento das plantaampa Para evitar essa contaminacao, é
necessario melhorar as praticas agricolas, entrespuwitilizando sementes de qualidade e
livre de fungos; selecionando variedades de cdtgue sejam mais resistentes as doencas
fungicas foliares (engenharia genética); impedindataque de insetos, porque o dano
mecanico esta, invariavelmente, associado a umdarapvasdo de fungos, realizando a

aragem de residuos de colheita.
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Além disso, para evitar a contaminacdo por fungogpértante a implantacéo de boas
praticas de armazenagem e boas condicbes ambigu&impecam o ataque de fungos. Para
evitar a formacao de micotoxinas é preciso estt@ataos seguintes pontos: teor de umidade
abaixo de 12%; umidade relativa abaixo de 60%; &atpra de armazenamento abaixo de
20°C; limpeza dos grados evitando os quebrados;raentle insetos e roedores; evitar
condicdes de estresse (geada, calor, alteracOpbl)dédlém disso, o uso de fungiostéaticos
quimicos (acido propibnico, acético, formico, baoade sorbico), atmosfera modificada,
irradiacdo gamma e controle biolégico podem aumeaitela mais a estabilidade da ragéo e
dos ingredientes durante o armazenamento.

Quando a contaminagdo nao puder ser evitada, &/odemais agcdes ndo forem
possiveis, existe entdo a possibilidade de redogirniveis de micotoxinas com a
implementacéo de estratégias de descontaminacao.

Devido ao impacto das micotoxinas sobre toda aigalienentar e 0s sérios riscos a
saude humana e animal, qualquer abordagem parairedatuacdo toxica destas moléculas,
bem como as perdas econdmicas ocasionadas, devesponder tanto quanto possivel aos
seguintes requisitos (DIAZ et al., 2004; HUWIG ket 2001; PIVA et al., 1995):

- ser aceito pelas agéncias reguladoras;

- prevenir, destruir, remover ou inativar as migatas de alimentos ou ragoes;

- ndo produzir ou deixar residuos toxicos no prodingl;

- ndo alterar significativamente as propriedadesdi®gicas e nutricionais do alimento ou
racao;

- ser técnica e economicamente viavel,

- demonstrar afinidade pelas micotoxinas, com baia nenhuma afinidade para os
pigmentos, promotores de crescimento, vitaminagrena micronutrientes e aminoacidos
sintéticos;

- ndo produzir alteragcdes no ambiente.

Embora existam varios métodos de descontaminaégioo, quimicos, biologicos e
fisico-quimicos), até a presente data ndo se centthum método que atenda a todas essas
caracteristicas. Estes argumentos estimulam osligasigres a desenvolver novas estratégias
para a descontaminacdo, que evitem o uso de aggritegcos e que reduzam as perdas no
valor nutritivo e palatabilidade dos alimentos desaminado, sem reduzir 0s niveis de

producao.
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1.6 Métodos Fisicos: com o Uso de Adsorventes In@rgcos

Um dos métodos fisicos mais utilizados na descantagg@io de AFBse da mediante
0 uso de substancias adsorventes. Este métodsionaiaplicacdo de aditivos ndo nutrientes
na alimentacéo animal para a prevencao da intcdicapr AFs. Estes aditivos adsorvem
firmemente estas substancias téxicas no trato tiigedos animais, reduzindo de modo
significativo sua biodisponibilidade e toxicidadesaciada.

Os adsorventes sequestram as toxinas no TGI folmmasmdplexos insolaveis que séo
eliminados nas fezes. Assim, ao reduzir a biodigpladade das micotoxinas, diminuem seus
efeitos toxicos. Dentro dos adsorventes mais attiz com esta finalidade encontram-se os
aluminossilicatos, maior classe de agentes seqnéssr de micotoxinas e a que apresenta
mais estudos (EFSA, 2009). Dentro deste grupoulaé dubclasses importantes: a subclasse
dos filossilicatos e a subclasse dos tectossibcatéilossilicatos incluem bentonitas,

montmorillonitas, esmectitas, caulinitas, etc.seattosilicatos incluem as zedlitas.

1.6.1 Zedlitas: clinoptilolita

As zedlitas foram reconhecidas pela primeira vezl@B6 pelo mineralogista sueco
Baron Axel Frederick Consted. O termo zedlita (ed@ihos) vem do grego e significa pedra
que ferve. Em 1845, Way descobriu que determintidos de solos tinham a propriedade de
reter sais de amonia, e Breck constatou que e@ateid hidratados de aluminio no solo eram
0S responsaveis pela troca iénica. Em 1925, Weitkinholf foram os primeiros a constatar
que a zedlita chabazita absorvia seletivamente qulalg organicas menores e rejeitava as
maiores. Em 1932, McBain denominou esse fendbmengedeiramento molecular, e ja nas
décadas de 40 e 50, as pesquisas sobre as prdesedas zeolitas tomaram um impulso
muito grande. A partir de entdo, ficou claro o potal de utilizacdo das zedlitas em
processos industriais (CLIFTON, 1987).

As zedlitas englobam um grande numero de mineratsrais e sintéticos que
apresentam caracteristicas comuns. Sao alumimassgi hidratados de metais alcalinos ou
alcalinos terrosos (principalmente sédio, potassiagnésio e calcio), estruturados em redes
cristalinas tri-dimensionais, compostas de teti@edio tipo TQ (T = Si, Al, B, Ge, Fe, P,
Co...) unidos nos vértices através de atomo detoig A Figura 4 ilustra a estrutura basica
das zedlitas (LUZ, 1995). Nos casos (a) e (b) tantdtomo de Si quanto o de Al, se
encontram no centro do tetraedro formado pelos@aie oxigénio. Devido a valéncia do Si,
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O e Al, o tetraedro Sif£é neutro enquanto o Alpossui uma carga negativa. Por essa razéo,
encontra-se fora da rede cristalina do sélido utioc&ompensador de carga quando a rede
possui um atomo de Al (Figura 4 (b) e 4 (c) ). Estétions podem serLiNa", K*, C&*,
Mg**, B&*, H", NH*, entre outros. Estando situados fora da redealiniat esses cations
podem ser trocados por outros cétions em soluc&iJ(AR; NOVAES; GUARINO, 2002).
Esta caracteristica confere a zedlita a propriedadieocadora idnica (MONTE; RESENDE,

2005). Sdo conhecidos 48 tipos de zedlitas nataraiais de 150 artificiais.

(a)

onde:

O Si @0
® Al O cation

Figura 4: Unidades estruturais basicas das zedlitas. (apddro com um atomo de Si no
centro e atomos de O nos vértices. (b) Tetraedno &mmo de Al no centro ligado a um
cation monovalente para compensar a diferenca ogaentre o Si e o Al. (c) Atomo
divalente para balancear as cargas de dois atoendksteparados por um atomo de Si.

Fonte: Luz (1995)

A estrutura das zedlitas apresenta canais e casddiaterconectadas de dimensfes
moleculares, nas quais se encontram 0s ions deersiagho, moléculas de agua ou outros
adsorbatos e sais. Esse tipo de estrutura micrspoctonfere as zedlitas uma superficie
interna muito grande, quando comparada a sua $tipegixterna. A estrutura da zedlita
permite a transferéncia de matéria entre os espagoacristalinos, no entanto, essa
transferéncia é limitada pelo diametro dos poros zedlitas. Dessa forma, s6 podem
ingressar ou sair do espaco intracristalino agualaléculas cujas dimensdes sao inferiores a
um certo valor critico, que varia de uma zeolisutra (GIANNETO, 1989). E devido a esta
caracteristica que as zeolitas recebem o nomerag@raenolecular, ou seja, a capacidade de
reter ou ndo moléculas por adsorcao.
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Basicamente, sdo minerais que possuem uma estaltera que pode acomodar uma
grande variedade de fons positivos, como &, M4, C&*, Mg?*, entre outros. Estes fons
positivos estdo fracamente ligados a estrutura mumleser prontamente substituidos por
outros da solugcdo em contato. Desse modo as zet@itacapacidade de adsorver certos ions
presentes em solugcdes aquosas, liberando os quamspresentes em sua estrutura. Segundo
Correia et al. (2000), as zedlitas apresentam lapacidade de adsor¢cdo e dessor¢do de
nutrientes devido a sua alta capacidade de tra@niza (CTC). E devido a sua alta CTC que
as zeolitas podem ser usadas na nutricdo animad egentes carreadores de micotoxinas e
de ions que poderiam causar problemas de intoxigagdexcesso nos animais.

Dentre as zedlitas naturais, a mais abundante élin@ptilolita (Figura 5)
(ARMBRUSTER, 2001; SANTURIO et al., 1999). Sua estra é formada por sélidos
cristalinos, através da combinacéo tridimensioraltatraedros a base de oOxido de silicio
(Si03) e 6xido de aluminio (ADs) e possui uma rede de cavidades e canais intataolos
que lhe garante uma ampla superficie interna, 8en8@™.

Clinoptilolita (CLI)
{NE,K,CB)Q.}A'E,{N,SHQSH3035.1 EHEO

Figura 5: Representacao estrutural da clinoptilolita e ssae&ctiva formula quimica.
Fonte: Oliveira (2006)

A estrutura apresentada pela clinoptilolita Inenptr apresentar alta capacidade de
troca catibnica (LUZ, 1995), alta superficie esfiesj alta porosidade, resisténcia a
temperaturas extremas, neutralidade quimica e acitdgde de aumentar de volume na
presenca de agua (ARMBRUSTER, 2001; SANTURIO et 99). Apresenta também,
ainda em decorréncia de sua estrutura, a funcéadsierver gases e vapores, micotoxinas,
amonia, dgua, metais pesados e elementos radiasisocomo o chumbo, estréncio, césio,
litio, mercurio e bario (LUZ, 1995; SANTURIO et,al999). A adsorcdo de enterotoxinas e
fitotoxinas também pode ocorrer (NISTIAR et al.0ap
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A clinoptilolita € uma das zedlitas com maior numele referéncias bibliograficas
(HARVEY et al., 1993; @GUZ; KURTOGLU, 2000; @GUZ; KURTOGLU; COSKUN, 2000;
OGUZ et al., 2000; OLVER, 1997; ORTATATLIA; GUZ, 2001; PARLAT; YILDIZ;
OGUZ, 1999). Hipoteticamente, devido a sua elewtddade quimica, a captacdo de AFs
por esta zeolita poderia ser sua aplicacdo maisriammte. Estudom vitro sobre a capacidade
das zedlitas em adsorver AFs apresentam resultamsaditérios. Ensaios vivo indicam
melhoria nos parametros produtivos especialmentieatgos, e reducdo dos efeitos toxicos
(PAPAIOANNOUA et al., 2005). No entanto, traballretatam que o emprego das zedlitas
por si s6 ndo é suficiente para proteger o figaoedeitos das AFs (HARVEY et al., 1993).
Além disso, os adsorventes fisicos, em geral, sf@zes de se ligar a um grupo muito
pequeno de micotoxinas, e quando adicionados ra, ddguns deles podem sequestrar
importantes micronutrientes, constituindo uma desgem potencial deste método (DIAZ et
al., 2004; HUWIG et al., 2001).

Estes argumentos estimulam os pesquisadores avdbsarm novos métodos e uma
das alternativas promissoras mais recentes é ardasunacao através da utilizacdo de bio-

produtos, que sao adicionados aos alimentos dupgmtecessamento.

1.7 Métodos Bioldgicos: através do Uso de Paredesl@ar de Leveduras

Entre os agentes biolégicos que podem ser utilzgoira a reducdo dos danos
ocasionados pela ingestdo de dietas contaminaddsyeduras tém sido alvo de diversas
investigacoes (ARMANDO et al., 2011; BAPTISTA et, &001; 2004; CELIK et al., 2001;
2003; DEVEGOWDA et al., 1996; DOGI et al., 2011; KBSE et al.,1989; PARLAT et al.,
2001; STANLEY et al., 1993).

As leveduras tém sido utilizadas ha mais de umad#como aditivos naturais na
alimentac&o de animais de producao. Este tipo plersentacdo tem gerado incremento nos
parametros produtivos e na saude dos animais (HQQGH; PETTIGREW, 2000; SHETY;
JEPERSEN, 2006). Recentemente, os estudos témadofas fracdes de polissacarideos das
paredes celulares de leveduras (PCL) com@-ghicanos e 0s manano-oligossacarideos
(MOS), as quais demonstram efeitos benéficos tanitwe a salde de animais de producao
como do homem.

As vantagens destes produtos, a base de PCL, dsv@or sua grande capacidade de
suportar as altas temperaturas que ocorrem nosga@g de peletizacéo e extruséo de racoes,

capacidade de resistir as condi¢des quimicascagisio TGl (PERRY, 1995), baixas taxas de
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inclusdo na dieta, grande area superficial e, wenée, ndo envolve risco de contaminacao
por materiais toéxicos. Estudas vitro chegaram a demonstrar até 85% de adsorcdo de AFs
por PCL de forma dose-dependente (DEVEGOWDA etl@94 apud DAWSON; EVANS;
KUDUPOJE, 2006).

O mecanismo envolvido na capacidade de levedurggevenir os danos promovidos
por AFs ainda é incerto e ha varias hipéteses eptarn explicar tal habilidade. Um modelo
proposto por Yiannikouris et al. (2003), através atesaiosin vitro concluiram que a
habilidade das leveduras em reduzir os efeitos d@mtaxinas esta relacionada com a
capacidade de adsorver essas moléculas nas pacetlidares e com isso limitar a
biodisponibilidade ao organismo. A estrutura tridimional dos polisacarideos que
constituem a PCL permite a adsorcdo de diferentéotoxinas ou seus derivados
metabolicos (JOUANY; YIANNIKOURIS; BERTIN, 2005; RIGOT et al., 2005). OB-D-
glucanos da parede das leveduras sdo capazes daeveadsliversas micotoxinas
(SROBAROVA; KOGAN, EGED, 2005; YIANNIKOURIS et al2003, 2004a,b) enquanto
gue osa-D-mananos inibem a atividade toxica das micotaxipaovavelmente por interagir
com os radicais destes compostos (MADRIGAL-BUJAID&Rl., 2002).

1.8 Mecanismo de Agaan vitro dos Agentes Descontaminantes de Micotoxinas

Os agentes adsorventes podem ser classificados,oentos, com base em:
- Origem: mineral, bioldgicos, sintéticos, etc.
- Mecanismo e tipo de interacfes envolvidas: habigo, eletrostatico, reconhecimento
molecular, etc.

Além dessas diferencas qualitativas, aspectoditptanos, tais como a capacidade de
afinidade e seletividade sdo muito importantes.nidadida do possivel, estes parametros
devem ser medidos e expressos de uma forma quégaroomparacao de diferentes agentes
de adsorc¢ao e previsdo do seu comportamento saemtés circunstancias.

Infelizmente, ao analisarmos a literatura mund@re esta tematica chegamos a
conclusao de que nem sempre isso é possivel. Exisieenorme variedade de metodologias
(desde mensuragBes com uma concentracdo Unicdahtiraelos modelos de simuladores
gastrointestinais dindmicos) que tém sido aplicadestes estudos vitro, o que tem
dificultado bastante a reprodutibilidade e compananqterlaboratorial de resultados.

A andlisein vitro do processo de adsor¢céao das micotoxinas € unaarfenta poderosa

para a triagem/selecéo de potenciais agentes dasgaantes de micotoxinas. Se um agente
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sequestrante ndo consegue adsorver uma micotoxindro, ele tem pouca ou nenhuma
chance de fazé-lm vivo, representando uma economia real de tempo e dnl@$ ensaios

in vitro sdo muito Uteis para a identificacdo e classifioage potenciais produtos AAM,
ajudando a determinar os mecanismos e condicdesaiais para a ocorréncia da adsorcao
(DIAZ; SMITH, 2005).

1.8.1 Estudos de concentracao Unica

Um grande numero de técnicas tém sido utilizades peedirin vitro a adsor¢cédo de
micotoxinas. O método de concentracdo Unica é & iaiples de executar, com menor
desperdicio de toxina e o métadovitro mais utilizado, sendo recomendado pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) apaegistro de AAM no Brasil
(BRASIL, 2006). Ele mede a adsor¢cdo em solu¢gbede aima quantidade conhecida de
micotoxina purificada reage com uma quantidade ecdi do produto teste. Os resultados
sdo geralmente relatados como “% adsorcao”, ist féacdo de toxina que foi ligada ao
agente adsorvente. Este parametro é fortementendiepte da concentracdo do agente de
adsorcdo (g £). A capacidade do sistema de andlise para metirgrecisdo a adsorcéo é
restrita pelos limites de deteccdo da técnica, aamento da sensibilidade através do uso
cromatografia liquida de alta performance.

1.8.2 Isotermas de adsorc¢ao

Uma das formas de analisar os aspectos tedricosistesnas de adsorcdo € mediante
o estudo das isotermas de adsorcéo, que sado equaafEmaticas usadas para descrever, em
termos quantitativos, a adsorcdo de solutos padas)l a temperaturas constantes. Esta
metodologia tém sido utilizada de forma eficiente warios estudos (GRANT; PHILLIPS,
1998; RAMOS; HERNANDEZ, 1996).

A gquantidade de micotoxina adsorvida por unidadepdso € plotada contra a
concentracdo da micotoxina em solucdo em uma textypar constante e em condicfes
estaveis. Admite-se que a diferenca entre a quatdichdicionada e a remanescente na
solucdo encontra-se adsorvida na superficie donaelge. Esse sistema leva em conta que o
sequestro de micotoxinas € um processo revergvglie pode ser caracterizado como um
equilibrio quimico. Os resultados dos estudos diligias sdo geralmente interpretados por

ajuste de curvas usando um ou mais modelos matamaimo Langmuir, Hill, Freundlich,
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etc. e fornecem informagdes importantes sobre anigcanismo do processo de adsorcgéo.
Grant e Phillips (1998) usaram diferentes equadédsotermas para determinar ndo apenas a
capacidade de adsorcdo maxima e afinidade, combétanforam capazes de mensurar a
afinidade média, entalpia da ligacdo, coeficiergendterogenicidade, multiplos coeficientes
de distribuicdo, entre outros para HSCAS e AFB

A selecdo do modelo matematico, de acordo com it&rios propostos por Giles
(1974), implica na classificacdo da isoterma entdionda sua forma, a qual esta determinada
pelo mecanismo de adsorcao.

A equacédo de Langmuir (isotermas do tipo L) basei@m trés suposicoes: (a) a
superficie de adsor¢cdo é homogénea, isto €, acdds@ constante e independente da
extensdo da cobertura da superficie; (b) a adsaeg@oe em sitios especificos, sem interacéo
com as moléculas do soluto; (c) a adsorcdo tornmségima quando uma camada
monomolecular cobre totalmente a superficie doradsate (Figura 6).

A equacdo matematica de Langmuir é:

M =Thax-B-X./(Q+B.X)

em qud” é a massa de soluto por unidade de massa do aadiggfl/é a constante relacionada
a energia de ligacdo soluto-superficie adsorvenéea concentracdo de equilibrio do soluto e
max € a quantidade maxima de soluto que pode ser adaposque ocorre apos a formacéo

de uma camada monomolecular completa.

“ ®e o @ Toxina
o @
® e %o
() Y ) () Adsorvente

Figura 6: Representacdo esquematica do mecanismo envolwidés@ermas do tipo L

(formagao de monocamada).

A equacao de Hill (isotermas do tipo S) foi origmante formulada por Archibald
Hill em 1910 para descrever a curva sigmoidal deor@do entre ©e a hemoglobina. Em
bioquimica, a ligagdo de um ligante a uma macrooutdée frequentemente reforcada quando
ja existem outros ligantes presentes ha mesma matéoula (isto € conhecido como ligacéo
cooperativa) (Figura 7). O coeficiente de Hill fece uma maneira de quantificar esse efeito.

Ele descreve a fracdo da macromolécula saturadaigahte em funcéo da concentracéo do
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ligante, que é utilizado na determinacdo do gracaiperativismo da ligagdo do ligante ao
receptor. Um coeficiente igual a 1 indica adsorgé@ampletamente independente,
independentemente do numero de ligantes adicighaigados. NUmeros maiores que 1
indicam cooperativismo positivo, enquanto niumer@snaones que 1 indicam cooperativismo
negativo.

A equacdo matematica de Hill é:
r — (rmax .Xn)/kd+xn

ondeky é a constante de dissociac@oé a concentracdo de equilibrio do soluta) é o
coeficiente de Hill ou indice de cooperatividade ganal podemos ter as seguintes situagdes:

n > 1- reacdo cooperativa positiva: uma vez que unmiegasta ligado ao receptor, a
sua afinidade por outras moléculas ligantes aumenta

n < 1-reacdo cooperativa negativa: uma vez que umtkgesta ligado ao receptor, a
sua afinidade por outras moléculas ligantes diminui

n = 1-reacao ndo cooperativa: a afinidade do recg@iouma molécula ligante ndo &

dependente de outras moléculas ligantes ja estauerfio ligadas.

Figura 7: Representacdo esquematica do mecanismo envolwidés@ermas do tipo S

@ Toxina

Adsorvente

(cooperativismo).

1.8.3 Simuladores gastrointestinais estaticos e dimicos

Ensaiosin vitro para a avaliacdo da eficiéncia dos AAM podem ealizados com
modelos simuladores gastrointestinais, Uteis natiftacao das condicdes fisioldgicas que
sdo importantes para o0 processo de adsorcdo. Vésaslos chamados simuladores
gastrointestinais “estaticos” e “dindmicos” tém csidealizados. Vekiru et al. (2007)
demonstraram que as bentonitas se tornam menogenedie quando as condicdes
gastrointestinais sao simuladas. Isto significa gueficacia dos agentes de adsorcado pode
depender das condi¢cBes reais durante a passagarésatto TGIl. No entanto, tais modelos
gastrointestinais estaticos estdo muito longe dadi¢cdesn vivoreais, pois ndo sao capazes
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de mimetizar as condicoes fisiologicas cinéticag @b dos animais, incluindo a secrecéo de
saliva, sucos gastrico, biliar e pancreatico, eso@acdo com o transito intestinal, contracdes
peristalticas e absorcao do alimento ingerido.

Uma outra opcao sdo os simuladaresitro gastrointestinais dinamicos (TIM), multi-
compartimentais, controlados por computador, rétstgor Avantaggiato et al. (2003, 2004,
2007). O sistema TIM, que compreende quatro comnpantos ligados por valvulas
peristalticas, simula os processos de cinética stige respectivamente, do estébmago,
duodeno, jejuno e ileo de seres humanos e anin@isgastricos. Os parametros incluem a
secrec¢do de saliva, suco gastrico, suco pancregitide para a simulagdo dos valores de pH
realistas, as concentracdes de eletrolitos e atieiddas enzimas digestivas, bem como, a
temperatura do corpo e 0s movimentos peristaltipasa o transito gastrointestinal.
Membranas semipermedaveis sdo conectados aos congrdds de jejuno e ileo para dialise
continua dos compostos digeridos e liberados @rag@acessivel) e absorcdo de agua. Como
as micotoxinas sdo provavelmente absorvidas posdtif passiva, o sistema de didlise € uma
forma adequada de se estudar a biodisponibilidasi@nicotoxinas e a eficacia dos agentes de
adsorcédo (AVANTAGGIATO et al., 2007). Em contrastan os modelof vitro estaticos,
os estudos com a TIM sobre a biodisponibilidadendeotoxinas, com simulagédo das
condi¢cbes gastrointestinais, tém uma elevada qddighreditiva: resultados semelhantes aos
obtidos em estudan vivo (AVANTAGGIATO et al., 2004; AVANTAGGIATO et al., @07;
BLANQUET et al., 2004). A grande desvantagem dooah@idinamico esta no alto custo para

aquisicao de todo o sistema que € patenteado gmesaestrangeira.

1.9 Legislacao Brasileira sobre Aditivos

O MAPA define pela Instrucdo Normativa n° 13, de &9 novembro de 2004 o
Regulamento técnico sobre aditivos para produtssndelos a alimentacdo animal (BRASIL,
2004). O texto da Instrucdo Normativa defif&ditivo para produtos destinados a
alimentacdo animal: substancia, microorganismo aodyio formulado, adicionado
intencionalmente aos produtos, que nado € utilizemtenalmente como ingrediente, tenha ou
ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristibas produtos destinados a alimentagéo
animal ou dos produtos animais, melhore o desengpeols animais sadios e atenda as

necessidades nutricionais ou tenha efeito antid@ow”.
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O MAPA através da Portaria n° 13, de 24 de maip0f$ (BRASIL, 2006) instituiu o
Grupo de Trabalho sobre Micotoxinas em produtosirdetos a alimentacdo animal, com as

atribuicoes de:

l. Avaliar a situacdo brasileira quanto aos nivdgsmicotoxinas nos produtos destinados a

alimentag&o animal com foco na seguranca de alosgent

[I. Definir critérios para o controle de micotoxgae interesse em produtos destinados a

alimentag&o animal;

I1l. Reavaliar o uso de adsorventes de micotoxinacomo aditivo autorizado na

alimentac&o animal.

O Grupo de Trabalho elaborou entdo uma propostan@nhada ao MAPA, para o
registro de aditivos anti-micotoxinas, a qual teitlo sutilizada como referéncia para a
conducao dos ensaiosvitro ein vivono Pais (ANEXO A).

1.10 Hipdtese

“As paredes celulares de leveduras, isoladas ou @wmbinacdo com

aluminossilicatos, sado capazes de descontaminatoxiha B.”

1.11 Objetivos Especificos

a) Verificar in vitro a capacidade de produtos comerciais a base ddepaetular de

leveduras para adsorver AEB

b) Estudar o efeito da composicao dos produtos comigycio pH e da solucdo de reacao

sobre o processo de adsorcao de AFB
c) Realizar isotermas de adsor¢do em solugao tampéo gm diferentes produtos

comerciais, em condi¢des de pH e temperatura guélesin as condicdes fisioldgicas

dos animais monogastricos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aflatoxina B;

Foi utilizado padrdo Biopufecom pureza 99,5 + 0,5%, comercializado por Romer
Labs do Brasil Imp. e Exp. Ltda. A toxina foi dilai em metanol e sua concentracdo foi
padronizada em espectrofotdmetro  Shim&dzmodelo 2001 X=350nm, £=21500,
PM=312,3). A concentracdo dos extratos durantenssiesin vitro foi determinada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)imindo padronizacéo externa.

2.2 Produtos Comerciais Utilizados

O enfoque maior de nosso trabalho € a utilizacagmdelutos bioldgicos, mais
especificamente leveduras e seus derivados, cotraiégga de descontaminacdo de AFB
No entanto, como visto na literatura, os adsorgeimerganicos tém alta capacidade de
adsorgcdo desta micotoxina. Por isso, foram utibzadois produtos de origem comercial,
potenciais AAM (AFB), sendo aqui genericamente denominados de AAMMAM-2.

O AAM-1 é um concentrado de MOS, obtido da purgia da parede celular da
leveduraS. cerevisiagde origem cervejeira. O AAM-2 é uma mistura hoéraa (1:1) do
AAM-1 e de uma zedlita (clinoptilolita). A compoéig do concentrado MOS e da zedlita esta

apresentada nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Composicéo quimicg%) do concentrado de manano-oligossacarideos.

Composicéao AAM-1 (100%) e AAM-2 (50%)
B glucanos 23 % Min.
Mananos 21 % Min.
Proteinas 28 % Max.
Fosforo 1 % Min.
Gordura 20 % Min.
Cinzas 4 % Max.
Matéria Seca 95 % Min.

: Dados do fabricante AAM = Aditivo Anti-Micotoxinas
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Tabela 2: Composicéo quimicastimada (%) da zedlita (clinoptilolita).

Composicéao AAM-2 (50%)
SiO, 63,00
TiO, 0,45

Al,Os 11,57
FeOs 1,87
FeO 0,81
MgO 0,92
CaO 5,78
NaO 2,39
K20 1,49
P.Os 0,09
H>O 3,44

: Dados do fabricante AAM = Aditivo Anti-Micotoxinas

2.3 Ensaiodn vitro de Adsorcéo
2.3.1 Ensaiosn vitro de concentracdo Unica

A metodologia utilizada nestes ensaios procuro@resm concordancia com a
proposta para registro de AAM do Grupo de Trababbre Micotoxinas em produtos
destinados a alimentacdo animal (BRASIL, 2006),luindo estudos adicionais que
fornecessem informacgdes extras sobre o0 processosdecao.

Assim, foram realizados ensaios de concentracdcaufioncentracdo fixa de
micotoxina) sob diferentes condi¢bes, sendo avaleadapacidade dos AAM-1 e AAM-2 de
adsorver a micotoxina ARBonforme o protocolo apresentado na Tabela 3. Asardracbes
dos AAM utilizadas correspondem a 0%, 25%, 50%, 76%400% da dose maxima

recomendada pelo fabricante, que é de 2 kd.ton
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Tabela 3: Protocolo utilizado para os ensaios de adsarg&tiro de concentragdo Unica por

cada pH.
Tubo AAM (mg mL") Concentracdo de AFB (ug mLY)
1 0 (1,0
2 0,5 (1,0
3 1,0 (1,0
4 15 (1,0
5 2,0 (11,0

Os ensaios foram testados nos valores de pH 3 mor6friplicata, avaliando-se
diferentes tipos de solucdes de reacdo, conformgades a seguir. Todas as solucdes de
reacao foram preparadas no momento de uso, e séogbibi aferido em aparelho pHmetro
digital de bancada microprocessado Gefiakadelo PG 1800; quando necessario, era feita a

correcdo com solugdes de HCI 0,2 M ou NaOH 0,1 M.

Sistema Tampéao 1: Fosfato-salino

pH KCI 0,2 M HCI 0,2 M KH.,PO40,1M NaOHO0,1 M
3 50 mL 13 mL " -
6 --- --- 100 mL 11,2 mL

Fonte: Robinson e Stokes (1968

Sistema Tampao 2: Fosfato-acido citrico

pH NazHPO4 0,2M C6H307 0,1 M
3 4,11 mL 15,89 mL
6 12,63 mL 7,37 mL

Fonte: Morita e Assump¢ao98P

Simulador Gastrico Atrtificial: NaCl 125 mM; KCI 7 mM; NaHC@45 mM, pepsina 3 gL
(de mucosa gastrica de suinos, 800-2500 U)puH 3.

Simulador Intestinal Artificial: bile 0,5 % (w/v); tripsina tipo I1X-S 1 mg niL(13000-
20000 BAEE U mg), a-quimiotripsina tipo Il 1 mg mt: (de pancreas; 40 U mg'), pH 6.
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O percentual de adsorcao foi calculado segundomauté:

Adsorcéo % =[1- (area do sobrenadante / area da toxina naatergositivo)] X 100.

2.3.2 Ensaiosn vitro através de isotermas de adsorcéo

Além dos ensaios de concentracdo Unica nas dieremiucbes de reacdo, tambéem
foram realizados estudos através de isotermas stw¢@e. Para determinar a capacidade de
adsorgcédo dos produtos foram realizadas previamsotermas de saturagdo da micotoxina
com distintas massas dos AAM (250, 200, 100, 5051@, 1 e 0,1 mg mt). A partir dai,
foram realizadas isotermas de adsorcdo dos AAMg i) com distintas concentracdes de
AFB; (15,346; 10,33; 7,34; 4,83 e 2,08 ug MLOs ensaios foram testados nos valores de
pH igual a 3 e 6, por triplicata, em solucao tampé&o

Os dados obtidos foram ajustados com as equacOtmmatacas propostas nos
modelos tedricos de Langmuir ou de Hill, selecimsasegundo a forma da isoterma (tipo L
ou tipo S, respectivamente). O ajuste foi feito @aprograma Origihvers&o 8.0.

Em cada um dos ensaios (concentracdo Unica ensgate adsor¢ao) foram incluidos
controles de adsorbato (micotoxina em solucdo deéd® e de adsorvente (produtos
testados). Os AAM em solucéo foram incubados conicatoxina durante 1 hora a 37°C sob
agitacdo de 150 rpm em centrifuga refrigerada Sigmedelo 3K-30. Imediatamente apés
este tempo, os extratos foram precipitados solgiptde 13000rpm durante 10 min a 37°C.
O sobrenadante contendo a micotoxina néo ligadeofetado e quantificado por CLAE.

2.4 Condicdes Cromatograficas dos Ensaios

Para quantificacdo da toxina ndo ligada foi utdzaim cromatégrafo liquido (HPLC
Shimadz® modelo LC-20AT) com detector UV-Vis (modelo UV SPDOA) em
comprimento de onda de 360 nm e coluna de fases@®@i18 (Betasil, Thermo Scientffic
250 mm x 10 mm x 5um). Como fase movel utilizousistema isocratico 65%
metanol:acetonitrila (90:10) e 35% &agua com flugalgD mL mift. O volume de injecao foi
de 20 pL.

! OriginLab Corporation, MA, USA
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2.5 Anélises Estatisticas

Os dados de cada um dos ensaositro de concentracdo Unica sob as diferentes
solucdes de reacdo foram submetidos, por sepagadmalise de variancia (ANOVA)
utilizando-se o delineamento experimental blocoaaso composto de dois tratamentos (pH
3 e pH 6) quatro blocos (concentragcdes 25%, 50%, 39.00%) e trés repeticdes. O teste de
Tukey (1%) foi utilizado para comparacao das medias

Os resultados dos percentuais de adsorgcdo dos AAMcada uma das solugdes de
reacdo, também foram submetidos a ANOVA sendazatb o teste de Tukey (5%) para a
comparacdo das médias. Todas as analises foramuzidasl usando 0 programa
computacional PROC GLM em SAS

2 SAS Institute, NC, USA
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaiosn vitro de Concentracéo Unica sob Diferentes Solugdes dedg&o

3.1.1 Sistema tampao 1: fosfato-salino

Os resultados obtidos para os ensaios analiticestro do AAM-1, em pH 3 e 6,
utilizando-se tampéo fosfato-salino como solucacedeédo estdo apresentados nas tabelas 4 e
5, respectivamente.

Para o AAM-1 utilizando-se o tampé&o fosfato salmauantidade de ARBadsorvida
foi significativamente maior em pH 6X(= 0,366 pg) do que em pH 3X(= 0,290 pg)
(p<0,001). Desta forma, o percentual de adsorcétafebém maior em pH 6%2 28,9 %)

do que em pH 3X= 23,0 %). As diferentes concentragbes do aditiso produziram
nenhuma diferenca significativa (p=0,4617), o gqgeiica dizer que o incremento de AAM
nao foi acompanhado por significativo aumento gecalade de adsorcéo; pelo contrario, se
observarmos a relagdo pg Aflisorvida / pg AAM utilizado, verificamos que estastrou-

se economicamente mais eficiente na dose de 0,8lfig O aumento para a dose de 2 mg
mL™ ndo produziu um aumento linear da capacidade siergiib. O nivel efetivo de inclusdo
do AAM a dieta depende do espectro de capacida@delstecdo de diferentes micotoxinas e
do grau de contaminacdo da racdo em questdo. Uno asypectro de adsor¢cdo minimiza o
nivel necessario de inclusdo do aditivo e atemealacdo da densidade nutricional decorrente
de sua adicdo. Altos niveis de inclusdo de aditpadem alterar as propriedades fisicas da

racdo, além de alterar as especificacées da dieta.

Tabela 4: Resultados obtidos para os ensamogitro do AAM-1, em pH 3 e sistema tampéo
fosfato-salino.

Ensaid AFB; AAM-1 AFB; AFB; Adsorcédo g AFBY/
(n°) (Mg mLY)  (mgmL?Y adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mgAAM-1

E3

1 1,261 0,00 --- - - -

2 1,261 0,50 0,280 0,981 22,2 0,56

3 1,261 1,00 0,297 0,964 23,5 0,30

4 1,261 1,50 0,296 0,965 23,4 0,20

5 1,261 2,00 0,288 0,973 22,9 0,14
?resultados da média de trés repeticdes * Tuba®mdwole positivo
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Tabela 5: Resultados obtidos para os ensamogitro do AAM-1, em pH 6 e sistema tampao
fosfato-salino.

Ensaid AFB; AAM-1 AFB; AFB; Adsorcédo pg AFBY/
(n°) (tg mLY)  (mgmLY) adsorvida (ng) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-1
1 1,266 0,00

2 1,266 0,50 0,362 0,904 28,7 0,72

3 1,266 1,00 0,367 0,899 29,0 0,37

4 1,266 1,50 0,355 0,911 28,1 0,24

5 1,266 2,00 0,379 0,887 29,9 0,19
% resultados da média de trés repeticdes * Tubaodwole positivo

Os resultados obtidos para os ensaios analitice#tro do AAM-2, em pH 3 e 6,

utilizando-se tampéo fosfato-salino como solucacedeédo estdo apresentados nas tabelas 6 e
7, respectivamente.

Para o AAM-2 utilizando-se o tamp&o fosfato salimé@y houve efeito significativo do
pH (p=0,1472), ou seja, a quantidade de A&&sorvida em pH BX: 0,429 pg) foi similar
ao pH 6 &: 0,472 ng), assim como houve semelhanca nos peaienle adsorcdo em pH 3
(Y= 34,0 %) e pH 6 K= 37,3 %). Também nao houve efeito significativos da
concentragcdes de aditivo (p=0,1938), e da mesmmaafaue o AAM-1 a relagdo toxina /

aditivo mais eficiente demonstrou ser na dose Hem@ mL*, chegando bem préximo a 1,0
(um) em pH 3.

Tabela 6: Resultados obtidos para os ensaogitro do AAM-2, em pH 3 e sistema tampéao
fosfato-salino.

Ensaid AFB; AAM-2 AFB1 AFB; livre  Adsorcdo g AFBY/
(n°%  (ugmLhH (mgmL') adsorvida (ug) (1O) AFB; (%) mg AAM-2

1 1,261 0,00

2 1,261 0,50 0,475 0,786 37,7 0,95

3 1,261 1,00 0,440 0,821 34,9 0,44

4 1,261 1,50 0,507 0,754 40,2 0,34

S 1,261 2,00 0,293 0,968 23,3 0,15
?resultados da média de trés repeticdes * Tuba®mdwole positivo
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Tabela 7: Resultados obtidos para os ensamogitro do AAM-2, em pH 6 e sistema tampéao
fosfato-salino.

Ensaid AFB; AAM-2 AFB; AFB; Adsorcdo  pg AFBY/
(n°  (ugmth  (mgmLh adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-2

*

1 1,266 0,00

2 1,266 0,50 0,270 0,996 21,3 0,54

3 1,266 1,00 0,396 0,870 31,3 0,40

4 1,266 1,50 0,547 0,719 43,2 0,37

5 1,266 2,00 0,674 0,592 53,2 0,34
% resultados da média de trés repeticdes * Tubaodwole positivo

3.1.2 Sistema tampao 2: fosfato-acido citrico

Os resultados obtidos para os ensaios analiticetro do AAM-1, em pH 3 e 6,
utilizando-se tampéo fosfato-acido citrico comougab de reacdo estdo apresentados nas
tabelas 8 e 9, respectivamente.

Para o AAM-1 utilizando-se o tampao fosfato-acidimian, a quantidade de ARB
adsorvida foi significativamente maior em pH 8 £ 0,332 ug) do que em pH &(= 0,128
Hg) (p<0,001), o que resultou em melhores percentigaadsorcao em pH §(= 26,3 %) do

gue em pH 6?2 10,1 %). Também houve diferenca estatistica,(j861) nas diferentes
doses de aditivo, onde a concentracdo de 100%gfufisativamente mais eficiente do que a
de 25%, 50% e 75%, em pH 3. Em pH 6, as diferenteaxentracoes do aditivo nao
produziram efeito significativo. Apesar de 100%dtse maxima (2,0 mg ) ter sido a
concentracdo mais eficiente em pH 3, mais uma Wsergamos que em ambos os pH, a
melhor relacdo custo-beneficio demonstrou ser ree dte 0,5 mg mt, especialmente
marcada em pH 6.
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Tabela 8: Resultados obtidos para os ensamogitro do AAM-1, em pH 3 e sistema tampéo
fosfato-acido citrico.

Ensaid AFB; AAM-1 AFB; AFB; Adsorcédo g AFBY/
(n°) (ng mLY)  (mgmLh) adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-1
1 1,261 0,00
2 1,261 0,50 0,252 1,009 20,0 0,50
3 1,261 1,00 0,270 0,991 21,4 0,27
4 1,261 1,50 0,293 0,968 23,2 0,20
5 1,261 2,00 0,514 0,747 40,7 0,26
& resultados da média de trés repeticdes * Tuba®mdwole positivo

Tabela 9: Resultados obtidos para os ensamogitro do AAM-1, em pH 6 e sistema tampéao
fosfato-acido citrico.

Ensaid AFB; AAM-1 AFB; AFB; Adsorcédo pg AFBY/
(n°) (Mg mLY)  (mgmL?Y) adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-1

E3

1 1,266 0,00 --- --- - -

2 1,266 0,50 0,217 1,049 17,2 0,43

3 1,266 1,00 0,096 1,170 7,5 0,07

4 1,266 1,50 0,078 1,188 6,2 0,05

5 1,266 2,00 0,119 1,147 9,4 0,06
% resultados da média de trés repeticdes * Tubaodwole positivo

Os resultados obtidos para os ensaios analiticetro do AAM-2, em pH 3 e 6,

utilizando-se tampéao fosfato-acido citrico comousab de reacdo estdo apresentados nas
tabelas 10 e 11, respectivamente.

Para o AAM-2 utilizando-se o tampdo fosfato-acidwian, a quantidade de ARB
adsorvida foi significativamente maior em pH%# 0,345 pg) do que em pH &(= 0,225
Kg) (p=0,005). Desta forma, o percentual de adsdi@éd&ambém maior em pH 3>_(: 27,3
%) do que em pH 6X= 17,8 %). Houve diferenca estatistica (p=0,0028 diferentes

concentracdes de aditivo, onde a concentragéo @ 160 significativamente mais eficiente

do que a de 50% e a de 25%, em pH 3 e pH 6, resp@ente. A melhor relacdo custo-
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beneficio em pH 3 demonstrou ser na dose de 0y e em pH 6, a dose de 0,5 mg L

e a de 1,0 mg nmit. demonstraram resultados similares, ndo havendeedifa significativa.

Tabela 10:Resultados obtidos para os ensaiogtro do AAM-2, em pH 3 e sistema tampéo
fosfato-acido citrico.

Ensaid AFB; AAM-2 AFB; AFB; Adsorcédo pg AFBY/
(n°) (tg mLY)  (mgmL?Y) adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-2
1 1,261 0,00
2 1,261 0,50 0,322 0,939 25,5 0,64
3 1,261 1,00 0,307 0,954 24,3 0,31
4 1,261 1,50 0,327 0,934 26,0 0,22
5 1,261 2,00 0,422 0,839 33,5 0,21
& resultados da média de trés repeti¢cdes * Tuba®mdwole positivo

Tabela 11:Resultados obtidos para os ensaiogtro do AAM-2, em pH 6 e sistema tampéo
fosfato-acido citrico.

Ensaid AFB; AAM-2 AFB; AFB; Adsorcdo ug AFBY/
(n°) (Mg mLY)  (mgmLY  adsorvida (pg) livre (ug) AFB1 (%) mg AAM-2

E3

1 1,266 0,00

2 1,266 0,50 0,110 1,156 8,7 0,22

3 1,266 1,00 0,278 0,988 21,9 0,28

4 1,266 1,50 0,187 1,079 14,8 0,12

S 1,266 2,00 0,325 0,941 25,7 0,16
®resultados da média de trés repeticdes * Tubamdwole positivo

3.1.3 Simuladores artificiais: gastrico e intestinia

Os resultados obtidos para os ensaios analiticegro do AAM-1, utilizando-se os

simuladores artificiais gastrico (pH 3) e intestif@H 6) como solucdo de reagdo estdo
apresentados nas tabelas 12 e 13, respectivamente.
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Para o AAM-1 utilizando-se os simuladores gastesitihais, a quantidade de AFB
adsorvida foi significativamente maior em pH%# 0,355 pg) do que em pH &(= 0,055
1g) (p=0,003), o que resultou em melhores percentigaadsorcdo em pH §(= 28,2 %) do

que em pH 6 Y: 4,4 %). Também houve diferenca estatistica (B31LP nas diferentes
doses de aditivo, onde a concentracdo de 100%gfufisativamente mais eficiente do que a
de 25%, 50% e 75%, em pH 6. Em pH 3, as diferentgxentracdes do aditivo nao
produziram nenhuma diferenca significativa (p=02)3%e observarmos a relacédo pg AFB
ng AAM, verificamos que esta se mostrou economicaenmais eficiente na dose de 0,5 mg

mL™* em pH 3. Em pH 6, independente da dose, a relagéde toxina adsorvida / mg de
aditivo foi muito baixa.

Tabela 12: Resultados obtidos para os ensaiowitro do AAM-1, em simulador gastrico
artificial (pH 3).

Ensaid AFB; AAM-1 AFB; AFB; Adsorcdo g AFBY/
(n°) (tgmLY)  (mgmL?Y) adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-1

*

1 1,261 0,00

2 1,261 0,50 0,256 1,005 20,3 0,51

3 1,261 1,00 0,326 0,935 25,9 0,33

4 1,261 1,50 0,390 0,871 30,9 0,26

5 1,261 2,00 0,448 0,813 35,5 0,22
? resultados da média de trés repeticdes * Tubamdwole positivo

Tabela 13: Resultados obtidos para os ensaiositro do AAM-1, em simulador intestinal
artificial (pH 6).

Ensaid AFB; AAM-1 AFB1 AFB; Adsorcdo ug AFBY/
(n°) (g mLY)  (mgmL?h) adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-1

1 1,266 0,00 --- --- - -

2 1,266 0,50 0,023 1,243 1,8 0,05

3 1,266 1,00 0,040 1,226 3,2 0,04

4 1,266 1,50 0,036 1,230 2,8 0,02

5 1,266 2,00 0,122 1,144 9,7 0,06
?resultados da média de trés repeticdes * Tuba®mdwole positivo
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Os resultados obtidos para os ensaios analiticogro do AAM-2, utilizando-se os

simuladores artificiais gastrico (pH 3) e intestif@H 6) como solucdo de reagdo estdo
apresentados nas tabelas 14 e 15, respectivamente.

Para o AAM-2 utilizando-se os simuladores gastesitihais, igualmente a quantidade
de AFB, adsorvida foi significativamente maior em pHi# 0,491 pg) do que em pH 6
(Y: 0,211 pg) (p=0,0046). Da mesma forma, o percédwadsorcao foi também maior em
pH 3 (X = 38,9 %) do que em pH 6X(= 16,7 %). N&o houve diferenca significativa ertse
diferentes concentragbes de aditivo (p=0,1958)relacdo toxina / aditivo mais eficiente

demonstrou ser na dose de 0,5 mg'mthegando préximo a 1 (um) em pH 3.

Tabela 14: Resultados obtidos para os ensaiowitro do AAM-2, em simulador gastrico
artificial (pH 3).

Ensaid AFB; AAM-2 AFB; AFB; Adsorcdo  pg AFBY/
(n°  (ugmLhH (mgmLh) adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mg AAM-2

*

1 1,261 0,00

2 1,261 0,50 0,427 0,834 33,8 0,85

3 1,261 1,00 0,450 0,811 35,7 0,45

4 1,261 1,50 0,505 0,756 40,0 0,34

5 1,261 2,00 0,582 0,679 46,2 0,29
% resultados da média de trés repeticdes * Tubaodwole positivo

Tabela 15: Resultados obtidos para os ensaiositro do AAM-2, em simulador intestinal
artificial (pH 6).

Ensaid AFB; AAM-2 AFB; AFB1 Adsorcdo ug AFBY/
(n°  (ugmLY) (mgmLY adsorvida (ug) livre (ug) AFB; (%) mgAAM-2

*

1 1,266 0,00

2 1,266 0,50 0,206 1,060 16,3 0,41

3 1,266 1,00 0,165 1,101 13,0 0,17

4 1,266 1,50 0,173 1,093 13,7 0,12

5 1,266 2,00 0,300 0,966 23,7 0,15
% resultados da média de trés repeticdes * Tuba@odwole positivo
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Na comparacdo entre produtos, atraveés dos perceokeiadsor¢cdo em cada uma das
solucdes de reacdo, temos que:

O AAM-2 conseguiu adsorver mais ArBo que o AAM-1, tanto em pH 3 (p<0,001)
guanto em pH 6 (p=0,0035), quando em tampéao fostdino.

Quando em tampao fosfato-acido citrico, 0 AAM-2dsetatisticamente mais eficiente
que o AAM-1 apenas em pH 6 (p=0,004).

Ja na avaliacdo utilizando-se os simuladores gasstinais, o AAM-2 foi
novamente o mais eficaz tanto em suco gastricbcati(p=0,0324), quanto em simulador
intestinal artificial (p=0,004).

Assim, evidenciamos que na maioria das situac@eslatlas o AAM-2 mostrou ser
mais eficiente em relacdo ao AAM-1 na adsorcao &8;Aprovavelmente por efeito da
composicao dos produtos, ja que o AAM-2 € uma mashowmogénea (1:1) de uma PCL e
uma zeodlita (clinoptilolita). As aflatoxinas sao lémulas pequenas e polares sendo fortemente
atraidas pela clinoptilolita devido a sua alta cagmde de troca catibnica, alta superficie
especifica, alta porosidade, entre outros. GraRhi#ips (1998) estudaram a adsorcao de
AFB; pela montmorilonita, que também é um aluminosgilic e concluiram que parte
significativa da adsorgéo ocorre dentro das amgaslaminares da argila. Reportaram que a
interacdo da AFBcom os ions CA presentes nesta regido sdo os maiores responpél@is
processo adsortivo. Como o principal cation emgémsde troca na clinoptilolita também € o
calcio sugere-se 0 mesmo tipo de interacdo semspomseavel pela adsorcdo de AFBr esta
zedlita.

N&o existe um adsorvente 100% eficaz contra as dea#)0 micotoxinas existentes.
A tendéncia mundial reflete a busca por produt@ssfio mesclas de varios constituintes, sdo
os chamados aditivos multifuncionais, onde micatagi polares podem ser rapidamente
adsorvidas por produtos com alta CTC; ja as mido&sx apolares podem ser
biotransformadas, de modo a torna-las menos tdxacasnais polares; os radicais livres
resultantes do processo de estresse oxidativo pedermnulados (uso de antioxidantes) e os
orgaos que sofreram danos, como o figado, por deerppdem ser reparados (uso de
hepatoprotetores naturais). No caso da PCL, oemde adsorvente através d@bglucanos,
em especial, com ligacdo 1,3 e 1,6, além de a¢é@outante do sistema imunoldgico, através
dos MOS, justamente porque as micotoxinas atuamndiepo este sistema.

Os estudo vitro ajudam a caracterizar as interacdes entre os AAlImicotoxinas

especificas. Nossos resultados entdo de acordadderatura que relata que a adsorgdo da
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aflatoxina € influenciada pelo pH (acidez relatigg)ela concentracdo de fosfato no ambiente
aquoso (DAWSON; EVANS; KUDUPOJE, 2006). Os autome®rmaram uma ligacao
maxima ocorrendo em um pH de aproximadamente 4menesso estudo os melhores
resultados se deram em pH 3 (acido). Aléem disses ebservaram uma ligacdo maxima
ocorrendo em tampao fosfato contendo 0,5 M de timsEam nosso estudo, o Unico caso em
que a adsor¢cdo mostrou-se mais eficiente em pH uando em tampé&o fosfato salino,
indicando que neste caso, a composi¢cao do tampaesi@ pH, com a inclusdo de 100mL de
KH,PO, 0,1M foi 0 elemento crucial para esta modificagégadréo de resultados.

As primeiras metodologias descritas para estudesdro de avaliagéo de eficiéncia de
AAM comecaram a ser desenvolvidas ha mais de 28 angilizavam como veiculo para a
aflatoxina, uma solucdo hidroalcodlica. Apesar alesbndicdo ser ainda amplamente
utilizada, quando no organismo animal, o adsorvefitesubmetido a situacdes que,
obviamente, ndo sdo reproduzidas apenas com ensaiossolucdo hidroalcoodlica
(MALLMANN et al., 2009). E foi exatamente isso qaenseguimos comprovar em Nnosso
trabalho. Houve uma grande variacado nos percentieagsisorcdo em funcao dos sistemas de
reacao ensaiados; e € por iSso que ndo conseguimasorreta comparacao de resultados a
luz da literatura, ja que as mais diversas metaimdovém sendo testadas. Lemke et al.
(2001) testaram quatro diferentes AAM sob difererdendi¢cdesn vitro e concluiram que
tanto a participacdo dos simuladores gastroingastincomo a presengca da matriz
contaminada (alimento) podem causar grandes maddes dos resultados em relacdo aos
ensaios em meios aquosos.

Em nosso estudo, a maior capacidade de adsor¢capresentada pelo AAM-2, em
pH 3 utilizando o simulador gastrico artificial consolucdo de reagdo. Mallmann et al.
(2009) relataram terem ensaiado mais de 500 predwm capacidade de adsorcdo superior a
90% em ensaio vitro de concentracdo uUnica, no periodo de 1998 a O&m, esse
indice ndo correspondeu ao desempenho apresemiadgpodutos nos ensaiosvivo.

Desta forma, fica evidente que mesmo produtos guaastraram pouco eficazes em
situacbes menos realisticas como as encontradaansaiosin vitro, podem muitas vezes
apresentar desempenho satisfatorio em ensaiosigmc& o contrario também pode ocorrer,
onde testes que demonstram ser eficdmesitro ndo terdo necessariamente a mesma
efetividadein vivo (HUFF et al., 1992; PLANK et al.,, 1990). Mallmamt al. (2009),
submetendo seus resultados a uma analise de @wmtessar, verificou ndo haver correlacao
significativa entre os tesia vivo e in vitro, independente das condicbes empregadas nestes

altimos (P< 0,05 e R< 0,45). Portanto, é extremamente necessario qudassh vivo sejam
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realizados na tentativa de verificar a efetividadal dos produtos, utilizando-se a espécie
para o qual o produto sera designado, e tambéndptgeminar a estabilidade dos complexos
formados no TGI e estabelecer a natureza inOcuseslaompostos. Em nosso estudo, os

resultados dos ensaimsvivo em frangos de corte serdo detalhados no capltulo |
3.2 Ensaiodn vitro através de Isotermas de Adsorcao

Para determinar a capacidade de adsorcao dos psoduam realizadas previamente
isotermas de saturacdo da micotoxina com distmizssas dos AAM. As Figuras 8 (a) e (b)
mostram a adsorcdo de uma certa quantidade de @RBy mLY) para diferentes massas dos
AAM (250, 200, 100, 50, 10, 5, 2, 1 e 0,1 mg HL
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Figura 8: Isotermas de saturacéo: efeito da massa dos AAlvke so adsorcdo de AkBa)
AAM-1 e b) AAM-2 em pH 3 a 37°C.
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Em ambos os gréaficos observa-se que a partir dzeotacdo de 2 mg riilde AAM,

a adsorcao permanece constante, indicando qusezstaa melhor dose a ser utilizada para as
isotermas de adsorcdo (condicdo de equilibrio ormixistem sitios livres com sitios
ocupados no adsorvente e a toxina no sobrenad&atey.o AAM-1, percebe-se claramente
pelo grafico que o excesso de aditivo inclusivegmprocesso adsortivo.

A partir dai, foram realizadas isotermas de adsod@s AAM (2 mg mr*) com
distintas concentracdes de AF@5,346; 10,33; 7,34; 4,83 e 2,08 pg WLAs isotermas de
adsorcéao geradas para os AAM 1 e 2 foram do tigop8dem, portanto, ser ajustadas pelo
modelo matematico de Hill. Os parametros de ajoistielos com base no modelo matematico
estdo apresentados na Tabela 16. Nas Figuras 9 pod®m ser observados os graficos

relativos as isotermas de adsorcao de ABBb diferentes pH, para os AAM testados.

Tabela 16: Parametros de ajuste obtidos a partir do modeltem@ico de Hill para as

isotermas de adsorcao de AFBos AAM-1 e AAM-2, nos diferentes pH analisados.

rmax

Adsorvente pH kg (UM) 108 (MY n N R?
(Hg/mg)
3 4,291+0,189 0,233+0,044 0,918+0,058,829+0,453 5 0,996
AAM-1
6 4,806+0,303 0,208+0,063 1,002+0,089,619+0,459 5 0,996
3 30,596+0,230 0,033+0,008 1,558+0,0235,517+0,137 3 1,000
AAM-2

6 6,253+2,633 0,160+0,421 1,950+1,103,582+0,680 5 0,988

ks= Constante de dissocia¢@os Constante de associaclgex= Capacidade maxima de adsorgdo,
= numero de sitios para o cooperativismo, N = ndnderpontos na curva. Cada ponto é a média das

triplicatas.
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Todas as isotermas de adsorcao foram sigmoiddisamdo que a adsor¢édo se da por
mecanismo cooperativo; e 0s ajustes matematicasnfdeitos pelo modelo de Hill, o qual
tem sido recomendado pela literatura para expls@atermas de adsorcédo de PCL e PCL
modificadas (YIANNIKOURIS et al., 2003, 2004).

Para o AAM-1 ndo observam-se grandes variacoe®moato da isoterma entre os
diferentes pH; tanto os valores para a capacidadeinma de adsor¢cdo, como para as
constantes de associacdo e dissociacdo permanecerpecjuenas variacdes, indicando alta
eficiéncia (adsor¢cdo menos desorgcéo) no processo.

Para o AAM-2 j& se nota ligeira alteracdo no foordd isoterma em funcdo do pH;
apesar do valor para a capacidade maxima de adssofi@r pequena variacdo, observa-se
que o produto em pH 3 apresentou menor eficiénoiapmcesso (baixa constante de
associacao e alta constante de dissociacdo). ldatenbbserva-se que o produto restabelece
0 padrao esperado em pH 6, o que é um fato imgertgnque é no intestino delgado que
predomina a absor¢ao, sendo recomendado que fteste @mplexo micotoxina-adsorvente
apresente baixa dessorc¢ao.

Em relacdo a capacidade maxima de adsorcdo, assimo oS ensaios de
concentracdo Unica, nota-se ligeira vantagem p&AM-2. Além disso, 0s maiores valores
foram demonstrados em pH 6 indicando mais umaac@#orme dito anteriormente, que o
efeito da concentracao de fosfato pode ser solreposefeito do pH.

Os ensaios de concentracdo Unica apesar de ser&msim@les e cursarem com
menor gasto de micotoxina-padrdo, podem fornecettomuesultados falso- positivos,
especialmente se o resultado informado for em&elag percentual de adsorcdo. Ja o método
por isotermas de adsorcdo tem a vantagem de forneflmacbes sobre o tipo de
mecanismo envolvido e permitir a comparacao ao sidndormato das isotermas com dados
da literatura (LEMKE et al., 2001)
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4 CONCLUSOES

A AFB; aderiu eficientemente aos AAM-1 e AAM-2, demonsti@ a potencialidade
dos produtos em prevenir os efeitos toxicos prodosapela ingestdo desta

micotoxina, sendo recomendada a realizacdo deomisaiivo confirmatorios.

A composicao quimica dos produtos influenciou naacalade maxima de adsorcéo
de AFB. A adicdo da zedlita (AAM-2) demonstrou ser efitée para aumentar a

captacao de AFBquando em comparacao com a PCL isolada (AAM-1).

Existiu efeito do pH da solucdo de reacdo sobreocgsso de adsorcdo da AFB

sendo favorecido em valores de pH relativamentio&ci

A composicéo da solucéo de reacéo influenciou nogzso de adsorcao da AFB
adsorcdo foi negativamente afetada quando na measefos simuladores
gastrointestinais em relacdo as demais solucogsotaadas, apesar de estes serem as

solugdes que mais se assemelham as condi¢cdesisdIEG| dos monogastricos.

Existiu efeito da concentracdo de ions fosfato esabradsor¢cdo de AkRBsendo

favorecido em condi¢cbes de maior concentracaajsna superando o efeito de pH.

Vérias condigBes experimentais podem ser utilizgzaa testain vitro potenciais
AAM e micotoxinas. Existe a clara necessidade da umetodologia de referéncia,
que possa ser utilizada mundialmente, possibildandomparacao interlaboratorial de

resultados de diferentes produtos, visando claadlifis para futuros testasvivo.

O estudo através de isotermas de adsorcao podersgderado bem completo, visto
que oferece informacdes a respeito da afinidadéc&recia do processo, tanto em
altas como baixas concentracdes de micotoxinaragémt do formato da isoterma é

possivel sugerir o0 tipo de mecanismo de adsorgéua\edo.
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ANEXO A: Transcricdo da Proposta para Registro de Aitivos Anti-Micotoxinas
Elaborada pelo Grupo de Trabalho sobre MicotoxinagBRASIL, 2006).

4. PROPOSTA PARA REGISTRO DE ADITIVOS ANTI-MICOTOXI NAS

4.1 Linhas gerais :

O GT faz as seguintes proposicoes referentes adsitps incluidos neste item:

Alteragdo da denominaga®Aditivo Adsorvente” para ‘Aditivo Anti-Micotoxinas
(AAM)” definindo-se como tal os produtos que, adicionasalimentos para animais,

sejam capazes de adsorver, inativar, neutralizdiaitansformar as micotoxinas;

A empresa deve garantir a inocuidade dos produtds! Ajue fabrica e/ou embala e

distribui para comercializacéo, seguindo os cogdefinidos no item 4.2.5;

A empresa deve demonstrar a eficiéncia do prodwgdiante testeifi vitro”, que € o
controle de qualidade na elaboracdo dos AAM, padigdo da capacidade de adsorgcao

das micotoxinas, sempre especificando a técnicaguiilizou para a quantificacéao;

A empresa deve demonstrar a eficiéncia do prodwgdiante testeifi vivo”, que é a

Unica opcéo que demonstra a eficiéncia do adsavent

Portanto, para conceder o registro de um produtverd ser apresentada toda a
documentacdo técnica que garante que o produtdécéianpara o animal e tenha sido
avaliado para cada micotoxina em cada espécie hmjugase quer obter registro. O
estudo fn vivo” devera ser integralmente conduzido no Brasil selyuios protocolos

definidos no paragrafo 4.2.4.
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4.2 Documentacgéo exigida no primeiro registro ou neenovacao de registro:

4.2.1 Descricdo detalhada do produto, incluindomeo origem, composicdo quali-

quantitativa e outras informacdes que o MAPA casrsidpertinentes.

4.2.2 Relatério de ensaiin“vitro”, demonstrando a capacidade anti micotoxina, catérior
de controle de qualidade do produto, para cadatoxio@, em pH 3 e 6,,seguindo o protocolo

a seguir (Tabela 7)

Tabela 7. Avaliacdo de aditivos anti-Micotoxinas: EKigéncias minimas para 0s ensaios

analiticos “in vitro”, por cada pH:

Tubo* AAM - Concentragédo de micotoxinas
AFLA, ZEA, OTA FB, DON
1 0 1,0 ppm 2,5 ppm
2 25 1,0 ppm 2,5 ppm
3 50 1,0 ppm 2,5 ppm
4 75 1,0 ppm 2,5 ppm
5 100 1,0 ppm 2,5 ppm

9% da dose maxima recomendada pelo fabricante/impoatlor

* Minimo de 3 repeti¢des/tubo

4.2.3 Relatério de ensaio vivo, demonstrando eficiéncia para cada micotoxina adac
espécie animal pleiteada para o uso do produtojrssi o protocolo minimo anexo (Tabelas
8,9 e 10);

Tabela 8. Avaliacdo de aditivos anti-Micotoxinas: Kigéncias minimas para 0s ensaios

vivo: Modelo de dietas experimentais para avaliar a eficda de um adsorventen vivo.

Dietas AAM Micotoxina
1* 0 0
2 100%" 0
3 0 (X) mg/kg
4 100% (X) mg/kg

9% da dose maxima recomendada pelo fabricante

* Minimo de X repeti¢cdes/dieta por espécie, toxina tempo
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Tabela 9. Avaliacdo de aditivos anti-Micotoxinas: Eeitos tdxicos de micotoxinas

selecionados para avaliagamivivao:

Micotoxina Nivel na dieta (mg/kg)

Efeitos

Aflatoxinas 1-3
Aflatoxina B; o5*
Zearalenona 0,25-2
Ocratoxina A 2-4
Desoxinivalenol 5-15
Fumonisina B 50-200

Alteracbes do desempenho (ganho de peso,
consumo de alimento e converséo alimentar).
Alteracdes de proteinas séricas e/ ou alteracdes
em enzimas hepaticas Alteracdes peso relativo
do figado e/ou rins

Alteragdes de AFVIno leite

Alteracbes na vulvometria. Alteracbes do
comprimento e peso do trato reprodutivo de
fémeas.

Alteragcbes do desempenho Alteragbes de
proteinas séricas e/ou alteracbes do acido urico
Alteracdes do peso do figado e rins

Alteragbes do desempenho Alteragbes de
proteinas séricas

Alteracbes do desempenho. Alteracbes de
proteinas séricas. Alteracbes da esfinganina/
esfingosina. Alteracdes no peso relativo do
figado e dos pulmdes (suinos)

* Nivel empregado no concentrado

Tabela 10. Avaliacdo de aditivos anti-Micotoxinas:Modelo para apresentacdo dos

resultados de eficacia de um aditivo anti-Micotoxiasin vivo;

Dietas Parametro avaliado
1 X.x+dp*
2 Y,y+dp*
3 Z,z+dp*
4 W,w +dp *

! Numero de unidades experimentais:

- Aves: 6 unidades/tratamento, com 10 aves em cadaidade.

- Demais espécies: 6 animais/tratamento

* Indicar a inferéncia e o método estatistico utitado no estudo

Dp: Desvio padrdo
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4.2.4 Laudo analitico evidenciando a inocuidade mtoduto quanto a presenca de

contaminantes quimicos e microbioldgicos estabdbscseguindo os limites a seguir:

Para aditivos contendo aluminosilicatos

Contaminantes Limite
Dioxinas e furanos 0,75 ng OMS-PCDD/F-TEQ/Kg
Pb 15 mg/kd
Cd 5 mg/kd®
Hg 0,1 mg/kg®
As 12 mg/kd’
Salmonellasp Auséncia em 25 g

! Diretiva 100/2003/ CE de 31/10/2003
2 Diretiva 57/2003/CE de 17/06/2003
% Diretiva 32/2002/CE de 07/05/2002

Para aditivos sem componentes a base de aluminasdlios

Salmonellasp Auséncia 25ng

4.3 Critérios para controle de qualidade do fabricate de AAM:

» Andlisein vitro por lote de produto, realizada de acordo comit&ricas do item 4.2.2

* Analise do produto para verificagdo da presenca cdataminantes quimicos e
microbiolbgicos, de acordo com o seu sistema daengjarda qualidade.

4.4 Critérios para fiscalizacao:

» Auvaliar o controle de qualidade do fabricante
* Inspecdo e monitoramento nas fabricas nacionaemacionais

* Coleta de amostra para analise fiscal, quandongett.
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CAPITULO I

LEVEDURAS PARA USO COMO PROBIOTICO E

DESCONTAMINANTE DE AFLATOXINAB ;

NA PRODUCAO ANIMAL
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RESUMO

Uma boa digestdo e absorcdo dos nutrientes s&dedaleterminantes para a manutencéo da
saude, e para isso € necessario uma mucosa ialtesiiegra e uma microbiota intestinal
saudavel e em equilibrio (eubiose). Nesse cengsisuplementos funcionais, utilizados tanto
em saude humana como animal, sdo alternativasnpaierar o desempenho nas criagdes.
Saccharomyces cerevisigeuma das espécies de levedura de maior valobeton, e que
atua favoravelmente sobre a microbiota intestin@la parede celular, constituida
principalmente porp-glucanos e mananoproteinas, tem se destacado sapiemento,
reconhecidos pela agdo probidtica e por sua eficéra adsorcdo de micotoxinas. Com base
nisto, os objetivos deste trabalho foram: 1) isldaeduras (enfoque e8\ cerevisiaga partir

de alimentos, intestino ou matéria fecal; 2) iderdtilas através de métodos morfoldgicos e
nutricionais; 3) estudar suas propriedades prataist{resisténcia a antibioticos; tolerancia as
condi¢cbes gastrointestinais; capacidade de autgagcfie; capacidade de coagregagcdo com
microorganismos patdgenos e capacidade de prodigcdisbstancias antimicrobianas frente a
patogenos) e 4) avaliar o potencial para adsol@iogina B, (AFB;) através de ensaios
vitro. No presente estudo, 70 amostras foram analis&scharomyces cerevisidei
isolada apenas de alimentos para humanos. Métodasaicos foram Gteis para garantir a
confiabilidade da identificacdo das leveduras, y& gpenas o método morfolégico esteve
associado com maior probabilidade de erros. As scef@sS. cerevisiaelL74 e LL83,
toleraram a passagem pelas condigfegtro gastrointestinais; apresentaram uma ou mais
caracteristicas probidticas; e foram moderadameajgazes de adsorver AEBEstes
resultados indicam uma alternativa promissora pat@senvolvimento de novos aditivos com

acao probiodtica e descontaminante de micotoxina.
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ABSTRACT

A good digestion and absorption of nutrients angciad for health maintainance, and this
requires an intact intestinal mucosa and a heatit@gtinal microbiota, in balance (eubiosis).
In this scenario, the functional additives, usedboth human and animal health, are an
alternative to improve the performance in animaldpiction.Saccharomyces cerevisigethe
yeast of great economic value that benefits thestimtal microbiota. Its cell wall, mainly gf
glucans and mannan-proteins, has emerged as ativaddue to the probiotic action and
efficiency in the adsorption of mycotoxins. On thisis, the objectives of this study were: 1)
to isolate yeasts (focused 8n cerevisiagfrom food, gut or feaces, 2) to identify themnggi
morphological and enzymatic methods, 3) to studyrtprobiotic properties (resistance to
antibiotics, tolerance to gastrointestinal condisip autoaggregation capacity, ability for
coaggregation with pathogenic microorganisms arel dbility to produce antimicrobial
substances against pathogens) and 4) to evaluatgotential to adsorb aflatoxin BAFB;)

on in vitro assays. In this study, 70 samples were analy@adcharomyces cerevisiaes
only isolated from human food. Enzymatic methodsreweiseful to ensure reliable
identification of yeasts, since only the morphobtadione was associated to greater errors. The
S. cerevisiaestrains, LL74 and LL83, tolerate passage throlnghgastrointestinal conditions
in vitro, had one or more probiotic characteristics, anceweoderately able to adsorb AFB
These results indicate a promising alternative tfr development of new additives with

probiotic and mycotoxin decontamination capacity.
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1 INTRODUCAO

Os conceitos “alimentacdo saudavel”, “conforto aiimm “salde intestinal”,
“suplementos funcionais” estdo cada vez mais ptesaro dia-a-dia dos animais, com base
no fato de que uma boa digestdo e absorcéo dasmiaf séo fatores determinantes para a
manutenc¢do da saude.

Uma boa digestdo e a absor¢cdo adequada de nurieéependem de uma mucosa
intestinal integra e de uma microbiota intestirmld@vel e em equilibrio (eubiose). Nesse
cenario surgem os suplementos funcionais, definictbeo sendo compostos a base de
nutrientes em certa combinagdo, que auxiliam nauteagdo de uma microbiota ativa e
saudavel. Um dos elementos de destaque, por adnarakelmente sobre a microbiota
intestinal, é a levedur@. cerevisiageque por ser rica em vitaminas e aminoacidos \ema

grande relevancia na manutencao da microbiotatima®enéfica.

1.1Saccharomyces cerevisiae

Existem pelo menos 80 géneros de leveduras conxiaadamente 600 espécies
conhecidas. Dentre todas essas espéckescarevisiagornou-se o organismo escolhido para
estudos de metabolismo, genética molecular, dekémemto de eucariontes e dos
cromossomos, sendo, portanto, 0 primeiro eucaridon 0 genoma completamente
sequenciado (RAVEN et al., 2007).

As leveduras sdo fungos unicelulares, apresentam-f@rma de células alongadas ou
ovaladas, abundantemente encontradas na naturefraitamcitricas, cereais e vegetais. As
células d&b. cerevisiasao elipticas, medem cerca de 6 a 8 mm de compuionper 5um de
largura, reproduzem-se assexuadamente por brotan{BELCZAR JR. et al.,, 1997) e
apresentam membrana celular bem definida. Bastspessa, com cerca de 70 nm de
espessura, a PCL desempenha um papel importamegulacédo do transporte de materiais
para o interior da célula, estando situada na fgpeexterna da célula (OSUMI, 1998).

A PCL desempenha quatro fungdes principais:

i) estabilizacdo das condi¢bes osmoticas internpara limitar a entrada de agua do meio
externo os fungos desenvolveram uma parede cetldasta e eléstica;

i) protecdo contra estresse fisico, funcionandoa@ama pelicula protetora — a combinacgao
de uma resisténcia mecanica consideravel e umadgeglasticidade permitem a parede

transmitir e redistribuir o estresse fisico oferelmeprotecdo contra danos mecanicos;
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iif) manutencdo da forma da célula; e

iv) servir de estrutura de sustentacdo de protethas polissacarideos da parede celular
funcionam como estrutura de suporte a uma camadenaxde glicoproteinas, que limitam a

permeabilidade celular a macromoléculas, protegemdcélula de ataques de proteinas
externas e limitando o escape de componentes $®lde@strutura da parede para o meio.

A composicdo em polissacarideos, a estrutura esss@e da PCL variam
consideravelmente com as condicbes ambientais (I€LI&., 2006). A parede celular 8a
cerevisiag assim como os fungos da classe Ascomycetes, meandupla camada (Figura 1)
(DE GROOT et al., 2005) e mede aproximadamente 700+ nm de espessura,
correspondendo a cerca de 25 % do peso seco dk,cébansistindo numa estrutura
multilaminar microfibrilar constituida por polissa@eos (90 %), sendo 0os mananos e 0s
glucanos os principais polimeros estruturais. A guaposicdo quimica geral, expressa em
percentagem de peso seco consiste em glucanos28rBananos (31 %), proteinas (13 %),
lipidios (8,5 %), quitina (1 %), quitosano (2 %@antpostos nitrogenados (2,1 %), fosfato
(0,31 %), e fons inorganicos como?Ca Mg (cerca de 3 %) (BRADY et al., 1994;
PATZAK et al., 1997; VOLESKY, 1987). Esta diversilgareflete-se com a presenca de uma
grande variedade de potenciais sitios para a calgfde de moléculas (ZOUBOULIS et al.,
2001).

Figura 1: Micrografia colorida de microscopia eletrbnicatcinsmissao da seccéo de corte
de Saccharomyces cerevisjaacluindo uma célula em brotamento. Legenda: flaema em
vermelho, vacuolos em amarelo, paredes celularesvenale e nucleo em azul escuro.

Ampliacdo: x 5000 no tamanho de 35 mm.
Fonte: Dr Gopal Murti / Science Photo Library (omel)
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Na levedurés. cerevisiaga parede celular € constituida principalmente3pgiticanos
e mananoproteinas, e uma pequena quantidade deagaitlipidios. Os glucanos estdo
entrelacados com as fibrilas de quitina na camadeutaral interna da parede celular,
enquanto que a camada externa consiste em manteiops) a maioria das quais esta ligada
a parede celular por ligacdes covalentes a heténopms de 1,§-glucano e 1,3-glucano
(Figura 2) (KAPTEYN et al., 1997).

Figura 2. Representacdo esquematica do arranjo estrutuperdde celular de leveduras.

Fonte: http://www.sbtthai.com/index.php?qg=Biotedbgg/education-resource

Os glucanos sdo um polimero de glicose com ligafé@ds3) e ramificacbes com
ligacoesp-(1,6). A sua localizacdo predomina do lado da nramd celular, tendo como
funcdo manter a rigidez da célula e impedir a tismoética. A camada exterior da parede
celular consiste em polimeros de mananos ligadpsoteinas. Esta matriz tem ligagbes
cruzadas com pontes de dissulfeto e ligacdes dedédio (Figura 2). Os mananos sao um
polimero de manose formando uma cadeia principal kgacdesa-(1,6) e cadeias laterais
com ligacdesi-(1,2) ea-(1,3) que se ligam a cadeia principal por ligagd€s-2). A cadeia
principal esta ligada as proteinas por dimeros dacetilglucosamina a residuos de
asparagina. Cadeias de mananos mais curtas, setesllda ramificacées da cadeia principal,
ligam-se diretamente a residuos de serina e treoNi@s leveduras, 0s mananos encontram-se
na forma de um complexo proteina-polissacaridemtigcovalentemente, de 25-500 kDa, no
qgual a fracdo protéica contribui com 5 a 10 %. Astginas encontram-se em toda a parede
celular, mas predominam na camada externa de mmnan@uitina € um polimero de
residuos de N-acetilglucosamina ligados por ligag&osidicag-(1,4), estando associada

as proteinas da parede celular por ligacbes a acidws ndo aromaticos. Encontra-se na
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forma de microfibrilas na camada interna da pacedidar na matriz de glucano. O quitosano
é produzido por deacetilagdo da quitina (BRADYIgt1®94).

Saccharomyces cerevisia® uma das espécies de maior valor econdmico, pois
algumas cepas séo utilizadas em muitos procesdastiiais para elaboracdo de produtos
fermentados. No Brasil, vem sendo utilizada pamadoracdo de diversos produtos; em
muitos destes, a sua participacdo é, apenas, conagente bioldgico de transformacao, uma
vez que ao término do processo produtivo é deslzarteste fato € notdrio na fabricacdo de
etanol, onde a massa celular deste microrganisenadg ao final da producéo, € considerada
um subproduto e o volume de células é tdo sigtiNicaque a producdo nacional de etanol
pode gerar, anualmente, mais de 300 mil toneladas btbmassa de levedura.
Consequentemente, vislumbra-se uma necessidadehissar novas aplicacdes deste agente
bioldgico apos sua utilizagdo em processos primafmtre as inUmeras possibilidades, seu
aproveitamento na alimentagcdo tem ganhado impoatapelos resultados que tem
demonstrado ndo somente como fonte proteica, maseta na forma de probidtico, que se
fundamenta na utilizacdo de células vivas, e nandorde prebiotico, através do

aproveitamento de componentes de sua parede celular

1.2 Probidticos

Desde a década de 90 foram intensificadas as agdés o0 uso de antibidticos como
promotores de crescimento. Baseando-se nesses powositos de seguranca alimentar,
produtos alternativos foram pesquisados e desedesly o que estimulou o avanco
biotecnoldgico dos aditivos para produtos destieadalimentacdo animal.

Nos ultimos anos tem-se observado um crescenteessee da comunidade cientifica
sobre a utilizagcdo de microrganismos como prolnéti© termo probiodtico deriva do grego
pro “a favor de” ebiotika “vida”, significando “para a vida ou em favor dala”, sendo
aplicado a todos os microorganismos que trabalhasitipamente para favorecer a
microbiota benéfica intestinal e melhorar a qualedde vida dos organismos superiores. A
FAO/WHO (2001) define o termo probiético como “Miorganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferegfidies para a salde do hospedeiro”.
Os probidticos atuam basicamente inibindo a pmalf@o de bactérias patogénicas por
exclusdo competitiva, ou seja, na competicdo pgasséle adesédo as células do epitélio do

intestino delgado, competicdo por nutrientes efodycdo de compostos antimicrobianos.
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Os microrganismos de maior aplicacdo como prolusétgdo as bactérias produtoras
de &cido latico, pertencentes aos génkeextobacilluse Bifidobacterium ainda que espécies
como Bacillus cereus Enterococcus faeciunEscherichia colie Streptococcussalivarius
subespthermophilugambém tenham sido utilizadas.

Dentre as leveduras, a espéSiecerevisiagem sido a mais utilizada para animais de
producdo (SIMON; JADAMUS; VAHJEN, 2001). Em relacéo conceito de probibtico, o
termo ndo se trata necessariamente de microrgasigoetenham a capacidade de colonizar
0 intestino; o fato mais importante é que possuégitoebenéfico no hospedeiro como
resultado da ingestdo de formas vidveis. Destadpentapacidade d& cerevisiaale atuar
como probidtico dependera do uso continuo e doetdmmento de quantidade suficiente de
células vivas (CUARON, 2000).

Os beneficios para saude do hospedeiro atribuidiogedtdo de culturas probioticas
sdo: controle da microbiota intestinal, estabil@@agla microbiota intestinal apés o uso de
antibiéticos, promocéo da resisténcia gastrointakth colonizagcdo por patégenos, aumento
da concentracdo dos acidos acético e latico, dder@tnas e outros compostos
antimicrobianos, estimulacdo do sistema imune eeatonda absor¢cdo de minerais e
vitaminas, entre outros (SAAD, 2006). A estimulagd@uoinoldgica parece estar relacionada
com a capacidade de interagir com as placas de Rege células epiteliais do intestino,
estimulando a secrecao de IgA e a migracao deaséluho intestino.

Na selecdo de microorganismos como potenciais @iobs se espera que possuam
certas propriedades para que exercam efeitos beséttntre estes requerimentos basicos
incluem-se:

1) que o microorganismo seja considerado segaemérally Recognised As Saf&RAS),
nao patdgeno, ndo cancerigeno e nao invasivo (BBEMINEN, 1995; REID, 1999);

2) devem ser tolerantes a acidez, sais biliareste® secrecdes digestivas particulares de
cada espécie animal;

3) devem ser capazes de aderir-se as célulasiapitatestinais do hospedeiro (LIN et al.,
2007);

4) devem ser capazes de reduzir ou excluir micesosgnos patdogenos;

5) devem persistir e multiplicar-se no hospedempds passagem pelo TGl devem manter
niveis de células viaveis com uma concentracice etfft a 16 unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC mLY), seja em cultivo puro ou formando parte de umactaede
espécies e/ou cepas;

6) devem ser capazes de coagregar-se (PERELMUTERGRA; ZUNINO, 2008);

69



7) devem apresentar estabilidade genética.

Além disso, podemos citar: capacidade de produgdsutdstancias antimicrobianas
(bacteriocinas, peroxido de hidrogénio, acidos miay#, etc.); autoagregacdo, coagregacao
com patdgenos intestinais e producédo de composiasvos (enzimas, peptideos, etc.).

Do ponto de vista tecnoldgico, os probidticos n@agm alterar as propriedades
organolépticas dos alimentos, e devem permanedareigi durante o processamento,
armazenamento e distribuicdo do produto.

Hoje em dia, células de leveduras vivas pertenseat@spéciesS. cerevisiaesdo
adicionadas em dietas para animais com a finalidedenelhorar a saude e produtividade
(CUARON, 2000; LESSON; SUMMER, 2001; VAN VUUREN, @B). Gracas as suas
significativas propriedades nutricionais e farmaic@s S. cerevisiadoi aprovado como um
microorganismo seguro para seu emprego na alin@ntagimal na Unido Européia (EEC
70/524). Saccharomyces cerevisiabborma parte da farmacopéia japonesa (NITTA;
KOBAYASHI, 1999) e dos Estados Unidos, onde o FIbAdd and Drug Administration

USA) |Ihe outorgou o grau de microorganismo segurgrau GRAS.

1.3 Prebidticos

Existe uma estreita relacdo entre probidticos eiptieos. Segundo Gibson e
Roberfroid (1995), prebidticos séo ingredientesricionais ndo digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro, estimulando seletiveememerescimento e a atividade de uma
ou mais espécies de microrganismos benéficos imaést melhorando a salude do seu
hospedeiro; reduzindo a atividade de organismos enp@lmente patogénicos
(ROBERFROID, 2002). Esta seletividade foi demomsragrincipalmente para cepas do
géneroBifidobacterium que podem ser estimuladas pelos fruto-oligosgsers (FOS) e a
inulina.

Para que uma substancia (ou grupo de substanoissd per definida como prebidtico,
deve cumprir 0os seguintes requisitos: ser de origegetal; formar parte de um conjunto
heterogéneo de moléculas complexas; ndo ser digepmt enzimas digestivas; ser
parcialmente fermentada por uma coldénia de bastéga ser osmoticamente ativa
(RODRIGUEZ, MEGIAS, BAENA, 2003).

Alguns efeitos atribuidos aos prebioticos sdo: alutagdo de funcdes fisiologicas

chaves, como a absorcéo de calcio, o metaboligpmido, a modulacdo da composicao da
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microbiota intestinal, a qual exerce um papel priar@d na fisiologia intestinal
(ROBERFROID, 2002).

Conforme dito anteriormente, a parede celularSdecerevisiaeapresenta em sua
composicao polimeros de D-manose, os MOS, um dogiais prebidticos de uso na
alimentagédo animal. Microorganismos Gram negatoa®so Salmonellae Escherichia coli
séo incapazes de fermentar os FOS e MOS, tenda orescimento diminuido quando em
presenca destes produtos (ORGANNACT, 2012). Estadonduzidos por Finucane; Spring e
Newman (1999) avaliaram o mecanismo de ades&sdeerichia colino trato intestinal. Das
cepas testadas, foi verificado que 66% manifestangmessao de fimbrias especificas para
manose, indicando que estas podem reconhecer @starae se aderir ao mesmo, sendo
utilizados como depressores do crescimento de rasct@atogénicas (Figura 3) como
Salmonella clostridios eCampylobacter(DAWSON; PIRVULESCU, 1999; FINUCANE;
SPRING; NEWMAN, 1999).

Acdo do Mos

Mananoligossacardeos

- @, w

X o
g—-n— ectina O Q

"~ Glicocalix
Enterécito Enterécito

Figura 3: Representacdo esquematica do mecanismo de acadV@& através do
reconhecimento de sitios de ligagdo de bactériag@aicas. Fonte: Organnact (2012)

A combinacdo de probidtico e prebidtico € denomande simbiotico e constitui um
novo conceito na utilizacdo de aditivos em diefasacdo simbidtica estabiliza o meio
intestinal e aumenta o numero de bactérias beséffeaorecendo a situacdo de eubiose
(FULLER, 1989). Segundo Menten (2002), o conce#osiinbidtico alia o fornecimento de
microorganismos probiodticos juntamente com subsi8n@rebidticas especificas que

estimulem seu desenvolvimento e atividade, potéraralo o efeito de ambos os produtos.
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1.4 Saccharomyces cerevisiam Alimentacdo Animal

Ha mais de uma década a levedGracerevisiagem sido utilizada como aditivo
natural na alimentacédo de animais de producdo.dtgti@mentacéo resulta em melhoria dos
parametros produtivos e de saude dos animais (HQQ®GHE; SHETY; JEPERSEN, 2006).

Como vimos, sua parede celular € rica em duas dsage grande interesse
biotecnoldgico, 0$- glucanos e os MOS. (s glucanos ligam-se a uma ampla variedade de
micotoxinas (SHETY; JEPERSEN, 2006), através dacbgs de hidrogénio e de Van der
Waals, principalmente. Em ensaiosvitro, foi demonstrada a capacidadeSiecerevisiaem
adsorver AFs, OTA e ZEA (ARMANDO et al., 2011; BEJMI et al.., 2004; DOGI et al.,
2011; RAJU; DEVEGOWDA, 2000; SHETTY; HALD; JESPERSE 2007,
YIANNIKOURIS et al., 2004a). Baptista et al. (200iQualmente relataram a utilizacdo $le
cerevisiae na forma de probidtico como promissor agente paraeducdo dos danos
promovidos por AFs.

Ja os MOS possuem sitios receptores de bactétiagépecas com&almonellaspp.,
Escherichia coliou Vibrio cholerae Agem estimulando as células B precursoras dedgA
células T colaboradoras das placas de Peyer pdesanvolvimento da imunidade geral e
inespecifica. Através do estimulo imunolégico decosa ocorre a producdo de anticorpos
tipo IgA que reduzem o numero de bactérias patogéma luz intestinal. O estimulo imune
produz ativacdo de macrofagos, proliferacdo delaslli e producdo de interferen entre
outros, determinando um aumento da imunidade dasosas (ROBERFROID, 2002).
Também tem demonstrado atividade antioxidante enatdgénica (KRIZKOVA et al.,
2001). E assim, ambas as moléculas podem modgti#osebenéficos sobre a salde de
animais e humanos.

A composicao quimica da parede celularSdecerevisiagpode apresentar variacoes,
desta forma dizemos que suas propriedades benéficasepa-dependentes e ndo podem ser
extrapoladas ao género nem a espécie, tornandesdeicea avaliacdo de cada nova cepa (ou
produto derivado). Yiannikouris et al. (2004b) caoyaramin vitro este fato, demonstrando
que a adsorcdo de ZEA foi correlacionada com atuglsate dep-D-glucanos contidos na
parede celular da levedura %(R= 0,889). Quatro cepas foram testadas, onde as que
apresentaram niveis mais elevadospde-glucanos, foram capazes de adsorver maiores
quantidades de ZEA, com maiores constantes deiasdoce taxas de afinidade. Enquanto

gue cepas com conteudos mais elevados de quitieaeappiaram menor flexibilidade de suas
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paredes celulares, o que restringiu 0 acesso daadEAitios de ligagdo com @-glucanos

envolvidos na formagao do complexo micotoxina-agksae.

1.5 Hipotese

“Cepas de Saccharomyces cerevisiae possuem pr@olésd probidticas e séo
capazes de descontaminar aflatoxing Bendo uma alternativa promissora para 0

desenvolvimento de novos aditivos para uso na gé@alanimal.”

1.6 Objetivos Especificos

a) lIsolar leveduras a partir de alimentos, intestinarmatéria fecal de animais.

b) Identificar as leveduras isoladas através de métouwfoldgicos e nutricionais.

c) Estudar as propriedades probidticas das cep8s ckrevisiaésoladas através de:
1. Ensaios de resisténcia a antibidticos.

Ensaios de tolerancia as condi¢des gastrointestinai

Capacidade de autoagregacao.

Capacidade de coagregacdo com microorganismosgueate.g

o b~ N

Capacidade de producéo de substancias antimicasbfeente a patdégenos.

d) Avaliar, através de ensaiosvitro, o potencial das cepas 8ecerevisiaésoladas para
adsorver AFB.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

Foram analisadas 70 amostras de diferentes origefis, elas encontram-se alimentos
destinados ao consumo humano e animal, além dedecabelhas, fezes e intestinos de
bovinos, suinos, equinos e ovinos. O periodo teatoletas foi compreendido entre Margo
de 2009 a Marco de 2010.

2.2 Isolamento de Leveduras a partir das AmostrasalDiferentes Origens
2.2.1 A partir de alimentos e fezes

O isolamento foi realizado segundo metodologia tigicdo decimal seriada com
semeadura por espalhamento em superficie, onde radthag da amostra foram
homogeneizadas com 90 mL de &gua peptonada 0,18fl dsiluicdo 10Y). Diluicdes
decimais seriadas foram realizadas colocando 1mB enL do mesmo diluente (£010° e
10% (GUSILS; BUJAZHA; GONZALEZ, 2002; PITT; HOCKING2009). Aliquotas de 0,1
mL foram semeadas nos meios de cultivo dicloraa desbengala cloranfenicol (DRBC) para
o isolamento da micoflora total e em agar extradestadura peptona dextrose (YPD) para o
isolamento seletivo de leveduras. Todas as placasmfincubadas a 25°C por até sete dias em
estufas microbioldgicas com controle eletronicaatheperatura. Com o objetivo de armazenar
isolados puros, cada uma das col6nias de levedsokslas foram repicadas em placas de
YPD pelo método de esgotamento em placas por &s#$sim, os isolados obtidos a partir de
uma unica UFC foram subcultivados em tubos inclisade agar extrato de malte (MEA)
para sua posterior identificacdo em espécies (KWRAX; FELL, 1998; PITT; HOCKING,
2009).

2.2.2 A partir de intestinos de animais
Foram seccionados fragmentos de 10 cm do duodgnapje ileo (intestino delgado)

de diferentes animais de producdo. Um corte lodgial foi realizado em cada fragmento,

expondo a mucosa da luz intestinal, e posterioculagdo em 150 mL de caldo YPD para
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enriguecimento da amostra por 48h em estufa a F8&eriormente, o isolamento seguiu a
metodologia descrita no item anterior a partir @eril. deste cultivo enriquecido.

2.3ldentificacdo de Leveduras

2.3.1 Identificag@o morfoldgica

Subcultivos de 3-7 dias em tubos de MEA foram redibs para cada isolado puro
antes da marcha para identificacdo morfolégica.aimpdai, recolhiam-se células de cada
cultivo até preenchimento doop (0 10uL) da alca de platina; realizava-se a dispells&tas
células em tubos contendo 5 mL de 4gua peptonaéa éstéril; recolhia-se uma algada desta
suspensao para inoculagdo pelo método de esgotamrnplacas por estrias. Os diferentes

meios de cultivo utilizados para a identificacae aveduras estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Meios de cultivo utilizados para a identificacé® ldveduras e suas respectivas

funcoes.

IDENTIFICACAO FUNCAO

Agar extrato de malte (MEA) a 25°C Estudar a moga da col6nia

Agar extrato de malte (MEA) a 37°C Determinar o gbosl crescimento em
temperatura corporal e/ou elevadas

Agar Czapek (Cz) a 25°C Determinar a capacidadeutdeacdo do
nitrato como Unica fonte de nitrogénio

Agar malte acético (MAA) a 25°C Estabelecer astéacia a conservantes

Agar extrato de malte, extrato de levedura, Determinar o0 crescimento em reduzida
glicose 50% (MY-50G) atividade de agua, na presenca de alta

concentracdo de carboidratos

Agar extrato de levedura, NaCl 10%, e Determinar o crescimento em baixa atividade
glicose 12% (MY10-12) de agua, na presenca de alta concentracdo de

cloreto de sodio

Fonte: Pitt e Hocking (2009)
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Todas as placas contendo os meios de cultivo fanantidas em estufa controlada, de
acordo com a temperatura descrita, por até sete Alnalisaram-se os resultados ao terceiro e
sétimo dias. Observou-se a presenca ou ausénaeesie@mento nos diferentes meios e as
caracteristicas morfolégicas coloniais, como: damanho, aspecto. Para cada colonia
efetuou-se um preparado de laminas a partir daapliec MEA a 25°C observando-se as
caracteristicas microscopicas como: tamanho e fodaacélula, modo de reproducéao,
disposicéo das células, seja aos pares, seja esraspdlém da presenca de pseudomicélio e

producao de ascosporos.

2.3.2 ldentificacéo nutricional

A partir dos resultados obtidos com a identificagiorfoldgica, todas as cepas
suspeitas de serel@. cerevisiaeforam submetidas aos testes de perfil nutriciqreaia
confirmacao da identidade.

Para isso foi utilizado o RaplDYeast Plus SysteinO RapID" Yeast Plus é um
sistema que utiliza um micrométodo qualitativo cdi@ substratos convencionais e
cromogénicos (Tabela 2). Como recomendado pelactatie, antes de serem utilizados no
sistema, cada microrganismo era subcultivado e iee@io para assegurar sua viabilidade e
pureza. Para realizacdo dos testes, as cep8s clrevisiadoram cultivadas em placas de
agar Sabouraud dextrose (SDA) a 30°C por 48 h. iirpdai, células da levedura foram
suspendidas em 2 mL do Fluido de Inoculacdo Ramf@atingir uma turbidez visual que
completamente ocultava as linhas negras do Cagdaatulacdo Raplb fornecido com o
kit. Cada suspenséo era entdo inoculada no PaamDR Yeast Plus, que eram incubados
em estufa por 4 h a 30°C. Imediatamente ap0s esiedp fazia-se a leitura do painel com o
auxilio dos RaplD Yeast Plus Reagentes A e B, e a coloracdo dadesa@ga observada e
avaliada seguindo as instrucdes do fabricante. éfjuida os resultados foram carregados no
Software ERIE (Electronic RaplD Compendium) que fazia a interpretacéo das infodesg

e informava os resultados como uma probabilidadeela identificacao.

% Innovative Diagnostic Systems, Georgia, USA
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Tabela 2: Principio e Componentes do produto RapMEAST PLUS System.

Cavidade Caddigo Reagentes Quantidade Principio
1 GLU  Glicose 1,0%
2 MAL  Maltose 1,0% A utilizagéo do acucar como
0 substrato libera produtos acidos
3 SUC  Sacaros: 1,0% que abaixam o pH e mudam a
4 TRE  Trealose 1,0% cor do indicador
5 RAF Rafinose 1,0%
Ester de 4cido Hidrélise de acido graxo libera
6 LIP raxo 1,0% produtos acidos que reduzem o
9 pH e mudam a cor do indicador
p-nitrofenil-N-
7 NAGA acetilf3,D- 0,05%
galactosaminida
p-nitrofenil-a,D- 0
8 aGLU glucoside 0,05%
9 BGLU p-nitrofenil3,D- 0.05%
glucosidec '
o-nitrofenil-B,D- Hidrdlise enzimatica do
10 ONPG lucosidec ’ 0,05% glucosideo ou fosfoéster libera
9 orto ou p-nitrofenil amarelo que
p-nitrofenil-a,D- 0 é detectado com o reagente A
11 aGAL galactoside: 0,05%
12 BFUC p-nltr(?fenll-B,D- 0.05%
fucosidec
13 PHS p-nitrofenil- 0.05%
fosfato
14 pcHo P-nitrofenil- 0,05%
fosforilcolina
Hidrolise da uréia libera
15 URE Uréia 0.3% produtos alcalinos que
’ aumentam o pH e mudam a cor
do indicador
16 PRO P“f’t'.ilnaﬁa 0,01%
nartiiamida Hidrélise ~ enzimatica  do
Histidina3- substrato arilamida liberaf3-
17 HIST naftilamida 0,01% naftilamina que é detectado com
—— a o reagente B
18 LGY Leucil-glicina{3- 0.01%

naftilamida

Fonte: Instru¢des de Uso do Sistema RapIlD™ Yeast Pl
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2.4 Estudo das Propriedades Probioticas das Cepas S8accharomyces cerevisidgoladas

Todas as cepas identificadas pelos testes moréa®g nutricionais como sendo

cerevisiagforam submetidas aos estudos das propriedadesiicab.

2.4.1 Resisténcia a antibiéticos de uso frequentmenimais de producao

Para o estudo da resisténcia aos antibioticostildado o teste da disco-difusdo em
agar descrito por Bauer e Kirby, em 1966, e queoatélias de hoje é a metodologia mais
empregada pelos laboratérios de microbiologia.

A metodologia baseou-se na descricdo de Mourad er-Badine (2006) com
modificacdes. Discos especiais de papel-filtro egpados com concentracdo padronizada
dos antimicrobianos foram colocados sobre uma pliecagar YPD, previamente semeada
com uma suspensdo de’1Elulas mL' de cada cepa d8. cerevisiaeem teste. Para se
determinar o nimero de células théla suspenséo preparada foi feita uma estimatismést
do uso da camara de Neubauer. Apés incubacao e B¥°C, o halo de inibicdo foi medido
em milimetros.

Os antibidticos utilizados neste ensaio foram saheclos por seu uso frequente em
medicina veterinaria para animais de producao, bersampicilina 10ug, estreptomicina
10pg, gentamicina 10pg, neomicina 30ug, norfloxacibOpg, penicilina G 10Ul,
sulfonamida 300ug e trimetoprim 5pg (Labor®)in Os ensaios foram realizados, por
triplicata, com quatro antibiéticos por placa, eigtantes entre si e em relagdo a borda da

placa.

2.4.2 Ensaios de tolerancias as condi¢des gastrestinais

Os ensaios foram realizados em duplicatas e basesrana técnica descrita por

Olejnik et al. (2005) com modificacdes.

a) Tolerancia ao pH acido

A partir de placas de agar YPD previamente semeamasada um dos isolados 8e
cerevisiaeforam realizadas suspensdes para cada cepa emiéesd células mL, sendo a
padronizacdo feita com o auxilio da camara de NexbdJm mililitro da suspensédo foi
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adicionado a nove mililitros de caldo YPD ajustapadoa pH 2 através da adi¢éo de solugéo de
acido cloridrico 1M, atingindo assim uma concerdtcafinal de 10células mr*. Os cultivos
foram incubados a 37°C sob agitacdo constante @eph®. Nos tempos 4, 8, 12 e 24h foram
recolhidas aliquotas de 1 mL para contagem deasthattais (por camara de Neubauer) e
contagem de células viaveis (através de diluicdointe seriada e semeadura por
espalhamento em superficie de agar YPD), além dismn feitas montagens a fresco para
observacdo de alteracbes nas caracteristicas nopioas das células. Controles negativos
foram realizados submetendo-se cada cepa ao mesyedpnento descrito, porém com
inoculagéo em caldo YPD sem ajuste de pH.

Interpretacdo dos resultadoariacbes na concentracao celular total e no rurmer

células viaveis ap0s o estresse, em relacdo at®lesmnegativos e aos tempos.
b) Tolerancia a bile 0,5%

A partir de placas de agar YPD previamente semeamasada um dos isolados 8e
cerevisiaeforam realizadas suspensées para cada cepa emtlée$f células mL, sendo a
padronizacdo feita com o auxilio da camara de NexbdJm mililitro da suspenséao foi
adicionado a nove mililitros de caldo YPD suplemadot com bile de boi a 0,5% ajustado
para pH 6 (através da adicdo de solucdo de hidréa@sddio 1M), atingindo assim uma
concentracdo final de i@élulas mr*. Os cultivos foram incubados a 37°C sob agitacdo
constante de 150 rpm. Nos tempos 4, 8, 12 e 24amfoecolhidas aliquotas de 1mL para
contagem de células totais (por camara de Neubauswhtagem de células viaveis (através
de diluicdo decimal seriada e semeadura por espaltita em superficie de agar YPD), além
disso eram feitas montagens a fresco para observé€adalteracbes nas caracteristicas
microscopicas das células. Controles negativosrfoealizados submetendo-se cada cepa ao
mesmo procedimento descrito, porém com inoculagéicado YPD sem ajuste de pH e sem
0 acréscimo da bile de boi.

Interpretacdo dos resultadosriacbes na concentracdo celular total e no nuimer

células viaveis ap0s o estresse, em relacdo at®lesmnegativos e aos tempos.

c) Tolerancia aos simuladores gastrointestinais

A partir de placas de agar YPD previamente semeamasada um dos isolados 8e

cerevisiaeforam realizadas suspensdes para cada cepa emiee$ células mL, sendo a
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padronizacdo feita com o auxilio da camara de Nearbe&Em seguida, foram realizadas
etapas em sequéncia conforme descrito:

Tempo 0 (TO): transferiu-se 1 mL de cada suspensao para micrasteril; depois
foi recolhida aliquota de 100 pL para contagem élel&s viaveis (através de diluicdo
decimal seriada e semeadura por espalhamento exfisigpde agar YPD); o microtubo foi
centrifugado a 2000 rpm por 15 min e o sobrenadantiescartado.

Tempo 1 (T1): o sedimento no microtubo foi ressupendido em 1 dalsecrecéo
salivar artificial e a suspensao foi incubada aC338b agitacdo de 150 rpm por 10 min,
simulando a passagem pela boca; ao final desteotefimiprecolhida aliquota de 100 pL para
contagem de células viaveis (através de diluicdoinde seriada e semeadura por
espalhamento em superficie de agar YPD); o micoofabcentrifugado a 2000 rpm por 15

min e o sobrenadante foir descartado.

Tempo 2 (T2): 0 sedimento no fundo do microtubo foi ressupenditidl mL de suco
géastrico artificial e a suspensdo foi incubada #C33ob agitacdo de 150 rpm por 1 h,
simulando a passagem pela estbmago; ao final teaf®, foi recolhida aliquota de 100 pL
para contagem de células viaveis (através de dduiecimal seriada e semeadura por
espalhamento em superficie de agar YPD); o micoofabcentrifugado a 2000 rpm por 15

min e o sobrenadante foir descartado.

Tempo 3 (T3): 0 sedimento no fundo do microtubo foi ressupendido 1l mL de
fluido intestinal artificial e a suspenséo foi ibagla a 37°C sob agitacdo de 150 rpm por 1 h,
simulando a passagem pelo intestino; ao final destgo, foi recolhida aliquota de 100 pL
para contagem de células vidveis (através de d#8duigecimal seriada e semeadura por
espalhamento em superficie de agar YPD); o micoofabcentrifugado a 2000 rpm por 15
min e o sobrenadante foir descartado.

Controles negativos foram realizados submetendeczada cepa ao mesmo
procedimento descrito, porém a ressuspensao ers tmloasos foi feita em tampé&o fosfato
salino pH 6,5, considerado uma solucdo isotonigg@ toxica em relagcdo as células de
humanos e animais. A composi¢céo quimica dos siratgadle secre¢do salivar, suco gastrico

e fluido intestinal foram:

Secrecdo Salivar Artificial: lisozima 2 mg mL* (grau |, de ovo de galinha,40000 U mg)
em tampéo fosfato salino pH 6,5.
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Suco Gastrico Artificial: NaCl 125 mM; KCI 7 mM; NaHC®45 mM, pepsina 3 gt (de
mucosa gastrica de sufnos, 800-2500 UyngH 3.

Fluido Intestinal Artificial: bile 0,5 % (w/v); tripsina tipo IX-S 1 mg riL(13000-20000
BAEE U mg"), a-quimiotripsina tipo Il 1 mg mt* (de pancreas; 40 U mg'), pH 6.

Interpretacdo dos resultadosriacdes no numero de células viaveis apos esssty

em relacdo aos controles negativos.
2.4.3 Capacidade de autoagregacao

Os ensaios para determinacao da capacidade dg@gagdo das leveduras seguiram
metodologia descrita por Kos et al. (2003) com ricatjdes. A partir de placas de agar YPD
previamente semeadas com cada um dos isoladosascélaS. cerevisiagforam sendo
transferidas para tubos com agua peptonada 0,186, lstomogeneizagcdo atraves de vortex,
até a suspensao inicial obter um valor constansbdervancia, medida em espectrofotémetro
UV-Vis a 600nm (FEMT® modelo 600S). Leituras foram realizadas nos tendpds, 30,

45 e 60 min de incubacao a temperatura ambiente.

Interpretacdo dos resultadoss cepas que se autoagreguem formardo aglomerados

celulares para dar lugar a um sobrenadante clam.céntrario, aquelas que nao se
autoagreguem manterdo a turbidez constante dupgelte menos uma hora (GOMEZ
ZAVAGLIA et al., 2002). O percentual de autoagreigafoi determinado através da seguinte
formula: 1-(A/Ag) X 100, onde Arepresenta a absorvancia medida em cada um dosdesmp
Ao representa a absorvancia inicial medida no temge Bdcubacdo. A Tabela 3 descreve os

critérios estabelecidos para a interpretacdo desiypas resultados.

Tabela 3: Interpretacdo dos resultados nos ensaios parandetgdo da capacidade de

autoagregacéao de leveduras.

Resultado  Observacao

() % Agregacas 60
(+) % Agregacao < 80 >60
(++) % Agregacde 80
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2.4.4 Capacidade de coagregacdo com microrganisnmuestdgenos

Os ensaios para determinacdo da capacidade deegaego entre cepas &
cerevisiaee cepas patdgenas foram realizados de acordo comtalologia proposta por
Boris et al. (1998) com modificacbes. Foram utdas sete diferentes cepas de bactérias
associadas com infeccbes intestinais, a ci&aphylococcus aureuCitrobacter spp.,
Serratia marcescen®roteusspp.,Shigellaspp.,Salmonellaspp. eEscherichia coli

A partir de placas de agar YPD previamente semeamasada um dos isolados 8e
cerevisiaeforam realizadas suspensdes para cada cepa emiee$ células mL, sendo a
padronizacao feita com o auxilio da camara de Nearbdgualmente, a partir de placas de
agar Casoy previamente semeadas com cada uma pias patdgenas foram realizadas
suspensdes de 1@élulas mr*. Em tubos tipo Falcon estéreis foram homogeneizado
(mistura) 3 mL da suspenséo da levedura com 3 mkudpensdo de cada cepa patdgena
(1:1), seguindo-se incubacao a 37°C sob agitacdb@depm durante 4 h. Transcorrido este
tempo, foram recolhidas aliquotas a partir de ¢talda de reacdo para o preparo de esfregacos
que foram submetidos a coloracdo de Gram e obsEneam microscopio 6ptico em objetiva
de imersao.

Nestes ensaios foram incluidos controles das celgadeveduras e das cepas
patogenas, ou seja, incubacdo de cada um por depae@m a mistura; sendo verificada a
viabilidade das suspensdes e manutencao de saasecesticas.

Interpretacdo dos resultaddsi considerada a existéncia de coagregados quasdo

células da levedura estiveram rodeadas por cepgmtdgenos (contato muito préximo) e
auséncia de coagregacao quando tanto levedurawqetgenos foram observadas livres. A

Tabela 4 descreve os critérios estabelecidos patararetacdo dos possiveis resultados.

Tabela 4: Interpretacdo dos resultados nos ensaios parandetgdo da capacidade de

coagregacao de leveduras com patégenos.

Resultado Observacao

0(-) Auséncia de coagregacdo em 5 campos obserzadazar
1(+) Presenca de coagregacdo em 1 campo de ivathse ao azar
2 (++) Presenca de coagregagédo em 2 ou 3 camposlzkervados ao azar

3 (+++) Presenca de coagregagédo em 4 ou 5 camposlakervados ao azar
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2.4.5 Capacidade de producgéo de substancias antimabianas frente a patégenos

Os ensaios para determinar a capacidade de prodecéigbstancias antimicrobianas
através da inibicdo do crescimento de patégenasraega metodologia proposta por Teo e
Tan (2005) com modifica¢des, baseada no métodstdascruzadas. Todos os tratamentos
foram realizados por duplicata.

As cepas des. cerevisiagepreviamente incubadas em caldo YPD a 37°C poh 24
(cultivos de 16 células mLY), foram inoculadas com estria central em placaagde YPD a
37°C durante 48 h. Posteriormente, cada cultivorfativado através de exposi¢do a vapores
de cloroférmio por 20 min. Dez mililitros de agaasoy foram adicionados a cada placa
cobrindo o crescimento da levedura. Em seguida&, &pps a solidificacdo do meio, as cepas
patdgenas dé&taphylococcus aureu€itrobacter spp., Serratia marcescend?roteus spp.,
Shigellaspp.,Salmonellaspp. eEscherichia colipreviamente incubadas em caldo Casoy a 37

°C durante 48 h (cultivos de 16élulas m[*) foram semeadas com estrias perpendiculares.

Interpretacdo dos resultadddepois de 24 h de incubacdo a 37°C, foi avaliada a
atividade antimicrobiana pelo surgimento de zorass ao redor do cruzamento das linhas
de estrias, que indica o efeito inibitério de uncnmdrganismo sobre outro.

2.5 Avaliacaoin vitro do Potencial das Cepas d8accharomyces cerevisidsoladas para

Adsorver Aflatoxina B,

A partir de placas de agar YPD previamente semeamasada um dos isolados 8e
cerevisiaeforam realizadas suspensées para cada cepa emtlée$f células mL, sendo a
padronizacao feita com o auxilio da camara de NexbaA viabilidade das células foi
confirmada através de diluicdo decimal seriadangeadura por espalhamento em superficie
de agar YPD.

Em seguida, transferiu-se 1 mL de cada suspens@onpiarotubo estéril que foi
centrifugado a 2000 rpm por 15 min e o sobrenadévitelescartado. O sedimento no
microtubo foi lavado duas vezes com agua peptofadd e finalmente ressuspendido em
simuladores artificiais gastrico - pH 3 e intedtinpH 6 (ver capitulo 1, item 2.3.1). A partir
dai, as solucées foram incubadas durante 1 h ar&¥{€esenca de 1 pg fhide AFB, (ver
capitulo I, item 2.1). Apds este tempo, 0s extréboam precipitados por centrifugacdo e o

sobrenadante, contendo a micotoxina néo ligadacdietado e quantificado por CLAE (ver
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capitulo I, item 2.4). Os ensaios foram testadognpicata. Em cada ensaio foram incluidos
controles de adsorbato (micotoxina) e de adsorétedura em teste).

2.6 Analises Estatisticas

Foi realizado estudo estatistico adequado para easaio em particular (QUINN;
KEOUGH, 2002).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e Identificacdo Morfoldgica das Leviras Isoladas

Segundo a origem, as 70 amostras avaliadas fo@ssifitadas em quatro categorias
para expressao dos resultados:
- Alimentos para humanos (n = 15), onde foram iidels amostras de mel, farelo de péo,
levedo de cerveja, pao de forma e queijo minas.
- Alimentos para animais (n = 47), onde foram ifdds amostras de silagem de cana e trigo,
silagem de capim, silagem de cevada, silagem deomdlilagem de capim + polpa citrica,
silagem de sorgo, bagaco de malte, residuo dejaBayeracdo para bovinos, racdo para
passaros, racao para peixes, cana de acucar picagem picado.
- Intestinos de animais (n = 5): provenientes deros, equino, ovino e suino.
- Fezes de animais (n = 3): provenientes de bovinos

Todas as 70 amostras apresentaram algum tipo danuoacédo fungica, seja por
fungos filamentosos, seja por leveduras. A Tabekidre-se ao numero de leveduras isoladas

segundo as diferentes origens.

Tabela 5: Numero de amostras e leveduras isoladas segurtifesentes origens.

Origem das amostras ~ Amostras (n) Leveduras isoladas (n)

Alimentos para humanos 15 16
Alimentos para animais a7 59
Intestinos de animais 5 6
Fezes de animais 3 3
TOTAL 70 84

Observamos que 0 maior niumero de amostras analjsaskim como o de leveduras
isoladas, foi proveniente de alimentos para aninegpecialmente dos diferentes tipos de
silagens utilizadas na alimentacdo animal (sorgthomncana de acucar e capim). De acordo

com a chave taxondmica de referéncia foi realizaddentificacdo morfolégica de todas as
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colonias de leveduras. A Figura 4 apresenta a iftagfio e frequéncia das leveduras

iIsoladas a partir das amostras de diferentes @igen

Sc/zizosacc/zaromyces pPombe
Pichiq Spp.
Brettanom yces bmxellenses

Z .
18osaccharomyces gpy, 7.2

Kloeckerg apiculatq 8.4

Debaryomyces hanseni;

10,8 11 cepas isoladas

13,3

Leveduras isoladas

Sa
ccharomyceg cerevisige

R/zodotorula sp.

30,1

0 10 20 30 40
Frequéncia (%)

Cdﬂdida Spp.

Figura 4: FreqUéncia das espécies de levedisalsdas a partir de amostras das diferentes

origens.

Espécies d€andidasp. foram as mais isoladas, seguidas por espi#eRisodotorula
sp. e poiS. cerevisia€l3,3 %). Desta ultima, foram isoladas ao todeddas, que estiveram
presentes em amostras de bagaco de malte, far@lédodéevedo de cerveja, pdo de forma e,
principalmente, nas silagens de milho e de sorgoFigura 5 demonstra os aspectos
macroscopicos da marcha de identificacdo fareerevisiaecom crescimento vigoroso em
MEA a 25 e 37°C, crescimento variavel (fraco a made) em MAA e Cz e sem crescimento
em MY50G e MY10-12. A Figura 6 apresenta a morf@agicroscopica caracteristica da
espécie, com células esféricas a subesferoidaasiomalmente elipsoidais a cilindricas,

reproduzindo por brotamentos irregulares (PITT; HONGS, 2009).
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o
MEA 25°C

MAA 25°C

Cz 25°C MY50G 25°C MY10-12 25°C
Figura 5: Crescimento deSaccharomyces cerevisiagos diferentes meios de cultivo
recomendados por Pitt e Hocking (2009).

Células em
brotamento

Figura 6: Caracteristicas microscopicas @&accharomyces cerevisiadipicas células
vegetativas e reproducao por brotamento. AumentDag.

Vale a pena destacar, que a chave taxondmica tlee Pibcking (2009) tem por
objetivo ser um sistema simples e rapido, que paranidentificacdo das principais espécies

de leveduras relacionadas a deterioracao de aliesspecialmente Gtil para laboratérios de
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microbiologia de alimentos. O sistema néo foi geaje para lidar com espécies que possam
aparecer como contaminantes ocasionais, e destaafoalguns isolados podem ser

erroneamente classificados.

3.3ldentificacdo Nutricional das cepas dé&accharomyces cerevisidsoladas

Por esta razado, todas as cepas isoladas, suspeitaeremsS. cerevisiae foram
submetidas a um segundo método de identificacGdayvést de uma série de reacdes
bioquimicas (testes de perfil enzimético-nutricipnaelevando consideravelmente a
confiabilidade do resultado informado. O sistemmeial utilizado é relatado na literatura
como sendo de alta precisdo (ESPINEL-INGROFF £1888).

Dentre as 11 cepas suspeitas de sefenterevisiae apenas duas tiveram sua
identidade confirmada pelos testes nutricionaigyudsas nove cepas foram caracterizadas ou
como espécies d€andidg ou como espécies deryptococcus(Tabela 6), que ndo eram
contempladas pela chave taxondmica da identificag@idologica, reforcando a idéia de que

Ssao necessarios metodos complementares para ustoodiagnostico.

Tabela 6: Comparac¢éo dos resultados obtidos pela ident#aagorfolégica e nutricional.

. Identificagéo Identificagéo N
Origem _ Cepa o Probabilidade
Morfoldgica Nutricional
_ S. cerevisiae LL57 Cryptococcus albidus 84,52%
Alimentos o
S. cerevisiae LL74 Saccharomyces cerevisiae 99,99%
para humanos
S. cerevisiae LL83 Saccharomyces cerevisiae 99,99%
S. cerevisiae LLO1 Candida zeylanoides 99,99%
S. cerevisiae LLO2 Candida zeylanoides 99,99%
S. cerevisiae LLO9 Candida lusitaniae 99,92%
Alimentos S. cerevisiae LL12 Cryptococcus albidus 99,99%
para animais S. cerevisiae LL19 Candida lusitaniae 86,37%
S. cerevisiae LL47 Cryptococcus albidus 99,99%
S. cerevisiae LL61 Candida famata 84,01%
S. cerevisiae LL77 Candida kefyr 99,99%
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Desta forma, apenas as cepas LL74 e LL83 prossegupara 0s ensaios de
propriedades probioticas e potencial descontanmendatAFB.

3.3 Estudo das Propriedades Probidticas das Cepas 8accharomyces cerevisidgoladas
3.3.1 Resisténcia a antibiéticos

A primeira propriedade a ser estudada nas cep&dés foi a resisténcia frente a
antibidticos de uso freqliente em animais de pragucansiderada uma das principais
caracteristicas a ser avaliada no momento da selag potenciais probioticos
(KLAENHAMMER; KULLEN, 1999).

Em nosso estudo, ambas as cepa$.deerevisiaeestudadas (LL74 e LL83) foram
resistentes a todos os antibioticos testados pefaca de disco difusdo em agar (ampicilina
10ug, estreptomicina 10pg, gentamicina 10ug, neéoenic30upg, norfloxacina 10ug,
penicilina G 10Ul, sulfonamida 300ug e trimetopibmg). A Figura 7 ilusta os resultados

obtidos, similares para ambas as cepas.

Figura 7: Cepas deSaccharomyces cerevisigesistentes aos oito antibidticos testados
(resultados em triplicata).
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Os animais de producdo podem ser acometidos persdiy doengas bacterianas
durante as fases de criacéo, e precisardo fazedausotibioticos para combaté-las. S6 que
estas drogas podem atuar tanto sobre os organatmgEnicos como também sobre as cepas
probidticas residentes. Entdo, a resisténcia atibi@ictos de uso mais freqliente € uma
caracteristica desejavel, sendo a resisténciaahatas leveduras um importante argumento
para a sua utilizagcdo como probiotico (CZERUCKACRE; RAMPAL, 2007).

Além disso, argumenta-se que a resisténcia bactepade ocorrer de forma vertical
(inerente ou natural da espécie ou género), e/dadmbal, através da transferéncia de genes
entre bactérias. O TGl dos mamiferos oferece copdidavoraveis para a transferéncia de
material genético entre muitas espécies de bastédRacentemente, muitos investigadores
tém especulado que bactérias comensais, incluiadtétas lacticas, podem atuar como
reservatorios de genes de resisténcia. Genes gofere@m resisténcia a tetraciclina,
eritromicina e vancomicina foram detectados e targ@dos emLactobacillus lactis
Enterococcuse, recentemente, em espécied.detobacillusisoladas de produtos carneos e
lacteos fermentados, e em cepas que estavam selmilas como probioticos (MATHUR,;
SINGH, 2005; TEMMERMAN et al., 2003). A principalm@aca associada com estas
bactérias é que elas podem transferir genes daémesia as bactérias patogénicas. Como néo
ha transferéncia de material genético entre bastée leveduras, o uso destas como

probioticos torna-se seguro e vantajoso.

3.3.2 Ensaios de tolerancia as condi¢cfes gastroistiaais

a) Tolerancia ao pH acido

Um probidtico deve ter a capacidade de sobreviveroéferar no local de destino,
resistindo a presenca das enzimas digestivas, do gastrico, pancreatico e biliar
(KLAENHAMMER; KULLEN, 1999). A sobrevivéncia das pas probioticas ingeridas nas
diferentes porcdes do TGl difere de um organisnta paoutro. Algumas séo rapidamente
inibidas no estdmago, enquanto outras podem atinigitestino com elevadas concentracoes.
Muitos modelosin vitro consistem em provas simples, que testam a sedadsl do
microrganismo a presenca de acido, bile e secretddrato digestivo (MARTEAU et al.,

1997).
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Em nosso estudo, primeiramente foram realizadessaio de resisténcia a condi¢gbes
acidas (pH 2) e a presenca de sais biliares (0,6m¥®)H 6. Logo em seguida, as cepas foram
submetidas aos ensaios que simularam a passagemT@d] mediante condi¢cdes de
secrecdes salivar, gastrica e intestinal.

Para a cepa LL74, os resultados indicam que tamtameio acido como no meio
controle, o tempo de exposicdo resultou em varg@agignificativas no numero de células
totais (Tabela 7), entretanto, ao final das 24 indebacé&o a cepa conseguiu manter niveis de
10" células mL* (log = 7). Em relacéo ao efeito do pH, ao finalZeh, ndo observamos
qualquer efeito significativo no numero de célut#ais (Tabela 7).

O mesmo nao ocorreu para as contagens de céldhasisyique também apresentou
variacdes significativas no numero de UFC (Tabglgp8rém sua viabilidade foi afetada ao
final de 24 h. Os resultados indicam que a cepasaptou-se em fase de crescimento
exponencial atingindo um pico de concentracdo c@rh.1Entre 12 e 24 h ocorreu declinio
deste crescimento. Pelos resultados, podemos afigua tanto o tempo como o pH
influenciaram significativamente no nimero de cghiaveis da cepa LL74 (Tabela 8).

Além disso, podemos perceber que existiu correlagdre os métodos de contagens
empregados, o de células totais através de caraddeubauer, e o de células viaveis através
de diluicBes seriadas e crescimento em placas.hidéwee diferenca estatistica significativa
dos resultados dos dois métodos. Este é um dadwtangpe, pois de acordo com Charteris et
al. (1998), para serem considerados de importdisapdogica, os probidticos devem alcancar

populacdes viaveis acima de’18 18 UFC mL* (log = 6 a 8).

Tabela 7: Interacdo entre os fatores pH e tempo de incubagé&oas médias de contagens de

células totais obtidas nos ensaios de tolerangid @cido para a cepa LL74.

Contagens de Células Totais (célulasinL

Cepa
Tempo de exposicdo (em horas)
LL74
4 8 12 24
Meio &cido YPD pH 2 7,827 7,23° 7,45 " 7,267

Controle (-) YPDUpH 6,2 7,148 7,684 72198 7.33°A

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)
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Tabela 8: Interacdo entre os fatores pH e tempo de incubag&oas médias de contagens de
células viaveis obtidas nos ensaios de tolerangtd &cido para a cepa LL74.

Contagens de Células Viaveis (UFC ML

Cepa
Tempo de exposicdo (em horas)
LL74
4 8 12 24
Meio &cido YPD pH 2 6,90 " 8,28 " 8,44 " 6,78 °

Controle (-) YPDUOpH 6,2 7,104 7,578 7,56'F 7,614

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)

Para a cepa LL83, os resultados indicam que tamtoneio acido como no meio
controle, o tempo de exposicao resultou em vargagignificativas no nimero de células
totais (Tabela 9), entretanto, ao final das 24 indebac&o a cepa conseguiu manter niveis de
10° - 10’ células mL* (log = 6 a 7). Em relacéo ao efeito do pH, obseosque a cepa LL83
foi bastante tolerante, sendo igual ou signifiGatiente melhor que o controle na maioria dos
tempos analisados (Tabela 9). O mesmo ocorreu gsaantagens de células viaveis, que
também apresentou variacbes ao longo do tempo,nmaaseve sua viabilidade em niveis
probidticos ao final de 24 h (Tabela 10). Em retegéd pH, os resultados indicam que a cepa
LL83, em meio &cido, foi comparavel ao controle, regio sem correcdo de pH (Tabela 10).
Neste caso, também houve correlacdo significatiiee s métodos de contagens de células

totais e de células viaveis.

Tabela 9: Interacdo entre os fatores pH e tempo de incubagé&oas médias de contagens de
células totais obtidas nos ensaios de tolerangtd @cido para a cepa LL83.

Contagens de Células Totais (célulasinL

Cepa
83 Tempo de exposicdo (em horas)
LL
4 8 12 24
Meio &cido YPD pH 2 7,35°° 7,267 7,437 7,33%

Controle (-) YPDOpH 6,2 7,764 7,048 7,474 6,93 B

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)
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Tabela 10: Interacdo entre os fatores pH e tempo de incubpgBoas médias de contagens
de células viaveis obtidas nos ensaios de tolexdnpH acido para a cepa LL83.

Contagens de Células Viaveis (UFC ML

Cepa
Tempo de exposicdo (em horas)
LL
83 4 8 12 24
Meio &cido YPD pH 2 6,88 " 7,657 7.43°%  7.28°°

Controle (-) YPDOpH 6,2 7,284 7,628 7,694 7,694

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)

Nossas cepas d&. cerevisiaepodem ser consideradas promissoras quanto a
capacidade de sobreviver em pH éacido. Kihle; Skarega Jespersen (2005), relataram que
100% das cepas d&. cerevisiadestadas sobreviveram em pH 2,5 por 4 h, enquguno
nossas cepas toleraram até 12 h em concentragéas. idutros resultados também sé&o
relatados, como no trabalho de Charteris et aB{L@m ensaios com pH 2, onde apenas
0,6% das cepas dactobacilluse Bifidobacteriumsobreviveram a um tempo de exposicao de
3 h. Draksler; Gonzales e Oliver (2004) observarpra apenas 4,4% das bactérias acido
laticas isoladas de fezes de cabras foram tolerantecidez; e Gusils; Bujazha e Gonzalez
(2002) relataram que apenas 16% das bactérias laticks que estavam sendo testadas como
potenciais probiodticos para alimentos de suinaaniccapazes de resistir a pH 3 por 3h.

b) Tolerancia a bile 0,5%

A tolerancia aos sais biliares é considerada urrquéisito para a colonizacéo e
atividade probidtica no intestino delgado do hospedHAVENAAR; TEN BRINK; HUIS
IN'T VELD, 1992). Por este motivo, ao avaliar o ymxencial de leveduras como um efetivo
probiotico é necessario avaliar sua habilidade esistir aos efeitos desta condigdo (LEE;
SALMINEN, 1995).

Nestes ensaios, como o pH de ambos o0s meios (gatame controle) foi
praticamente 0 mesmo, assim, a interacdo que qasrebservar € da presenca ou auséncia
de bile e os diferentes tempos de incubagéo.

Para a cepa LL74, os resultados indicam que tantaneio com bile 0,5% como no

meio controle, o tempo de exposicéo resultou enlagées no numero de células totais e
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viaveis (Tabelas 11 e 12), entretanto, ao final2#ak de incubacdo a cepa conseguiu manter
niveis entre 10- 10’ células mL* (log = 6 a 7). Em relacdo ao efeito da presenchilde
0,5%, observamos que na maioria dos casos, o0 grajaalo foi significativamente superior
ao controle, indicando que a presenca da bile etiomcrescimento da levedura (aumento do
namero de células totais e viaveis) (Tabelas 12)e Além disso, podemos perceber que
novamente existiu correlacao entre os métodos kagens empregados.

Tabela 11: Interacdo entre os fatores presenca de bile eatelapncubacdo para as meédias
de contagens de células totais obtidas nos erdaitmderancia a bile 0,5% para a cepa LL74.

Contagens de Células Totais (células inL

Cepa
Tempo de exposicdo (em horas)
LL74
4 8 12 24
YPD + bile 0,5% - pH 6 7,584 7,27° 7,567 7,554

Controle (-) YPDOpH 6,2 7,148 7,654  721¢B  73P°

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)

Tabela 12: Interacdo entre os fatores presenca de bile eatelapncubacdo para as meédias
de contagens de células viaveis obtidas nos endaidelerancia a bile 0,5% para a cepa
LL74.

Contagens de Células Viaveis (UFC L

Cepa
Tempo de exposicdo (em horas)
LLr4 4 8 12 24
YPD + bile 0,5% - pH 6 7,264 7,687 7,787 7,847

Controle (-) YPDUpH 6,2 7,104 7,577 7,568 7,618

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfacedi pelo teste LSD (P>0,05)

Para a cepa LL83, os resultados indicam que tantmeio com bile 0,5 % como no
meio controle, o tempo de exposi¢cdo resultou enilagdes significativas no numero de
células totais e viaveis (Tabela 13 e 14), enttetao final das 24 h a cepa conseguiu manter
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niveis probioticos. Em relacdo ao efeito da preseate bile 0,5%, observamos que a cepa
LL83 manteve o mesmo comportamento que a cepai@ntsto €, foi bastante tolerante a

esta condicdo, mantendo-se em niveis comparavesmle (Tabela 13 e 14).

Tabela 13: Interacdo entre os fatores presenca de bile ectelapncubacdo para as meédias

de contagens de células totais obtidas nos engaitmderancia a bile 0,5% para a cepa LL83.

Contagens de Células Totais (células inL

Cepa
Tempo de exposicdo (em horas)
LL83 4 8 12 24
YPD + bile 0,5% - pH 6 7,06 ° 7,527 7,49° % 738"

Controle (-) YPDOpH 6,2 7,764 7,048 7474 6,93'8

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)

Tabela 14: Interacédo entre os fatores presenca de bile ectelapncubacéo para as médias
de contagens de células viaveis obtidas nos endaidslerancia a bile 0,5% para a cepa
LL83.

Contagens de Células Viaveis (UFC L

Cepa
83 Tempo de exposicdo (em horas)
LL
4 8 12 24
YPD + bile 0,5% - pH 6 7,117 7,524 7,807 7,787

Controle (-) YPDOpH 6,2 7,284 7,524 7,694 7,694

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)

Estes resultados concordam com Kihle; Skovgaardespedsen (2005), que
demonstraram que 65% das cepasSdecerevisiagestadas foram capazes de crescer na
presenca de bile 0,3%. Em comparacdo com bactérasioticas, Liu et al. (2007),
afirmaram que apenas 10% do total de cepas deobé#ddérias testadas foram inibidas na
presenca de bile 0,3%, entretanto, quando o teauimentado para bile 0,5 %, a inibicdo

subiu para 84% das cepas. Demonstrando que asidsgéarecem ser muito mais sensiveis
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que as leveduras quanto a presenca de bile. RiéssilEmilares foram encontrados por
Gusils; Bujazha e Gonzalez (2002), que observanand% das cepas te acidophilluse
Enterococcus faeciunsoladas das fezes de suinos ndo conseguiranmvaarra bile 0,1 %
durante 24 h. E Draksler; Gonzales e Oliver (20bdprmaram que apenas 4,5% das
bactérias acido laticas empregadas como probiptica cabras apresentaram crescimento na
presenca de bile 0,3 %.

Podemos perceber que em todos 0s casos existielag@o entre os métodos de
contagens de células totais e de células viavem®hos os métodos apresentam vantagens e
desvantagens. O método de contagem em placas eaisnrabalhoso, demanda maior gasto
de tempo e material, visto que suspensfes muitsadeprecisam ser diluidas para uma
adequada leitura das placas e contagem das coldBiss grande vantagem é a alta
sensibilidade, onde até mesmo uma unica ceélulaeliper amostra inoculada pode ser
detectada. Ja o método de contagem de células tbtama tarefa bem rapida e simples,
entretanto apresenta limitacdes como néo distingalias vivas de células mortas e a pouca
precisdo. O tamanho da célula e a densidade dars#&ppodem exercer grande efeito sobre
iISSO ja que a visualizacdo ao microscopio pode firavitavelmente afetada, diminuindo a
precisdo (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2010). As ledaras sado consideravelmente
maiores que as bactérias, e para o preparo daasnesisicoes em concentracdes probidticas
(10" células mLY), a visualizacdo dos campos na camara de Neuhaugva-se muito
“poluida”. Observando-se ao microscépio, percebgise na camara de Neubauer existem
trés tipos de quadrantes denominados A, B e C (&igu

A B A
b )

B C B

A B A

Figura 8: Representacdo dos quadrantes e sub-quadrantes st uma camara de

Neubauer.
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Em nosso estudo selecionamos o quadrante B paealizacdo das contagens e
utilizamos a seguinte férmula:
N° médio de células em (b) x 20 ---------- 0,0004%c
X células ------ 1cnt (=1 mL)

Logo, o nimero de células Mlé igual ao n° médio de células contadas em (B)0x (
x 10°). As contagens eram feitas em 4 sub-quadrantete(B) de onde tirAvamos a média. Se
retornarmos ao que foi dito anteriormente, na segaterial e métodos, veremos que para
estes ensaios, as suspensdes iniciais foram Heélllas m[* que posteriormente eram
diluidas (1:10) no meio em teste (p. ex. caldo YpBHD 2). Fazendo-se esta conta, para
conseguir atingir 1 x fOcélulas mr* é preciso que as médias de contagens dos sub-
guadrantes (b) seja igual a 500, o que tornavécpktmente dificil a tarefa e aumentava a
possibilidade de erros, especialmente a superestongcontar mais de uma vez a mesma
célula). A Figura 9 pode ilustrar bem esta situacao

Exatamente por isso, nos ensaios de toleranciasimogladores gastrointestinais,
resolvemos trabalhar apenas com a contagem degélidlveis, mesmo sendo um método

mais trabalhoso, e mesmo nossa correlacédo entoelosster sido positiva, consideramos que

para o caso de leveduras, o método de contagegiudascviaveis € mais confiavel.

Figura 9: Contagem de células totais de leveduras em caneaiedbauer. Direita: visdo

geral do quadrante B (aumento 100x). Esquerdao vied sub-quadrantes b (aumento 400x).
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c) Tolerancia aos simuladores gastrointestinais

Nestes ensaios, observamos o efeito da presermaséncia das solucdes simuladoras
de TGl em comparacdo ao controle negativo, quézadk apenas solucdo isotdnica; e
também, o efeito de cada compartimento especifidorago do processo digestivo, isto €, em
TO testava-se indculo inicial simulando o momenttes de sua ingestdo; em T2 havia
secrecdo salivar artificial simulando a passagem peca; em T3 havia suco gastrico
artificial, simulando a passagem pleo estbmagareifiimo, em T4, havia fluido intestinal
artificial, simulando a passagem pelo intestinoré&siltados destes ensaios para a cepa LL74
encontram-se na Tabela 15. Podemos observar qoassagem de TO para T1 e de T1 para
T2 a levedura estd em crescimento, caracterizaldoapenento nas contagens de UFC; e de
T2 para T3 este crescimento foi reduzido significemhente. Se fizermos uma avaliacao
global, levando-se em conta tanto as passagens amumposi¢cdo das solucdes de reacao,
podemos sugerir que tanto a solucdo salivar quargioco géastrico artificial estimularam o
desenvolvimento da LL74; efeito que ndo ocorrepmsenca do fluido intestinal artificial,

sendo os resultados da cepa comparaveis ao conagdgivo em T3.

Tabela 15: Interag&o entre os fatores presenca de solugiesasioras de TGl e tempos de
passagem por cada um para as medias de contageékilds viaveis obtidas nos ensaios de

tolerancia aos simuladores gastrointestinais paspa LL74.

Contagens de Células Viaveis (UFC L

Cepa LL74
TO T1 T2 T3
Simuladores de TGl 8,08 " 8,55 " 8,64" 7,857
Controle (-) tamp&o 8,06 7,84° 7,908 7,994

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)

Na Tabela 16, podemos observar que a cepa LL83aymu crescimento durante a
passagem pelas condi¢cdes T1, T2 e T3, com aumignificativo das contagens em relacao

ao inéculo inicial.
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Tabela 16: Interagéo entre os fatores presenca de solugiesasioras de TGl e tempos de
passagem por cada um para as médias de contageékilds viaveis obtidas nos ensaios de

tolerancia aos simuladores gastrointestinais paspa LL83.

Contagens de Células Viaveis (UFC ML

Cepa LL83
T0 T1 T2 T3
Simuladores de TGl 7,307 8,48 " 8,60'" 8,48'"
Controle (-) tamp&o 7,364 7,768 7,848 8,60 "

Dados transformados para Lgg
Médias com mesma letra mindscula, na linha, n&oetifi pelo teste LSD (P>0,05)

Médias com mesma letra mailscula, na coluna, rfécedi pelo teste LSD (P>0,05)

Ambas as cepas foram tolerantes a passagem pel®f&kentes autores informaram
resultados similares com cepasSiecerevisiaésoladas de fezes de lactantes e de queijo feta
(PSOMAS et al.,, 2005) e com cepas Slecerevisiaevar boulardii isoladas de alimentos
destinados a humanos (KUHLE; SKOVGAARD; JESPERSEOD5). Em contraposigao,
outros estudos demonstraram um nivel muito baixaedeperacdo de bactérias quando
submetidas as condi¢cdes gastrointestinais nos osnisaivitro para selecdo de potenciais
probidticos (GUSILS; BUJAZHA; GONZALEZ, 2002). Liet al. (2007) informaram uma

diminuicao de 2-3 log nas contagens de cepas figmentumsoladas de suinos e frangos.

3.3.3 Capacidade de autoagregacao

A capacidade de agregacdo é uma caracteristiegadelspara o estabelecimento de
um microrganismo como probiotico (ALANDER et al99r; KLAENHAMMER; KULLEN,
1999). Em muitos casos estéd associada com a cagaci® adesdo da cepa (DEL RE et al.,
2000). Esta adesdo a mucosa intestinal demonsaounmgportante para a modulacdo da
resposta imune do hospedeiro e para a exclusdo etibvgp contra patdgenos como
Helycobacter pilori Salmonellaspp., Listeria spp. eClostridium spp. (ALANDER et al.,
1999).

A capacidade de agregacdo pode ser observada defalmas distintas, como
autoagregacao, onde ocorre aglomeracéo de céllagsima espécie; e como co-agregacao,
onde ocorre a unido de microrganismos diferenteKDVIC et al., 2003).

A capacidade de autoagregacao das cep& derevisiadoi testada nos tempos O,
15, 30, 45 e 60 min. A absorvancia iniciabAegistrada por espectrofotbmetro a 600nm foi
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igual a 3,000. E as absorvancias medidas ao fomkempos de incubacédo(Apara ambas
as cepas e todos os casos também foi igual a 3[W¥la forma, podemos considerar o
resultado de ambas as cepas ao final de 60 miro semdo negativo, isto €, autoagregacao
<60 %. Talvez fosse necessario um tempo de incubagémr para que resultados diferentes
fossem percebidos através do espectrofotbmetraavigente, nitidamente observamos que
com o passar do tempo, o sobrenadante ia se tarmaaid limpido (indicativo da agregacéo),

e microscopicamente este processo também podibservado (Figuras 10 e 11).

Cepa LL74 Cepa LL83

N .

Esq.: tempo 0 min. Dir.: tempo 60 min. Esg.: tempo 0 min. Dir.: tempo 60 min.

Figura 10: Aspecto macroscopico das suspensdes iniciais i findizadas nos ensaios de

autoagregacao.
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Figura 11: Aspecto microscépico de suspensao final utilizamesensaios de autoagregacao.

Observar células autoagregadas indicadas pelasvataelhas. Aumento 100x.

Nossos resultados discordam dos encontrados paatonet al. (2011), que isolaram
cepas deS. cerevisiacom capacidade de autoagregacao variando entdea897,9%. Em
contraste, Draksler; Gonzéles e Oliver (2004) aetah que apenas 6,6% das cepas de
Bifidobacterium Lactobacilluse Enterococcugnsaiadas foram capazes de autoagregarem-se.

3.3.4 Capacidade de coagregacao com microrganisnuetdgenos

De acordo com diversos trabalhos, a habilidadecepas probidticas de coagregacéao,
lhe permite formar uma barreira que impede a cedwdio dos microrganismos
enteropatégenos (COLLADO; MERILUOTO; SALMINEN, 2007PERELMUTER;
FRAGA; ZUNINO, 2008).

Os resultados de coagregacao entre as cep@s agevisiae 0s agentes patdégenos
estdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17:Resultados dos ensaios de coagregacao entre deeffascharomyces cerevisiae
e bactérias patogenas.

Coagregacido
Cepas

S. aureus Citrobacterspp. S. marcescens Proteusspp. Shigellasp. Salmonellasp. E. coli

LL74 ++ ++ ++ +++ +++ ++ 0

LL83 + ++ ++ +++ + +++ +

*Os resultados informados entéo de acordo comaresstabelecido na tabela da se¢éo Material eddgto

Ambas as cepas apresentaram bons resultados naantiie casos ensaiados, exceto
guando em presenca Hacoli patogénica, onde a cepa LL74 apresentou resuttagiativo e
a LL83 aprsentou o escore mais baixo de coagregd@c&igura 12 demonstra alguns dos
resultados obtidos. Armando et al. (2011) relatague a capacidade d8. cerevisiae
coagregar-se com patdgenos varia muito de cepacepa, tanto da levedura quando do
patégeno. Em seus estudos apenas uma das quadotestadas foi capaz de aderir-se com
E. coli, Salmonellasp. eEnterobactersp. Alguns estudos tém tentado estabelecer o modo
pelo qual as leveduras conseguem se ligar a estééyrias. Gedek (1999) informou que cepas
de E. coli enteropatogénica, d&. typhimuriume deS. enteritidisse ligariam &. cerevisiae
por receptores tipo lecitina dependentes de mamossentes na parede celular da levedura,
resultados comparaveis aos achados por Pérez-Settetd. (2005), que observaram a

aderéncia de cepas 8almonellaspp. com leveduras pelo mesmo mecanismo.

' !

X -**._ {

fall e o AW

,;__b. 7
Figura 12: Ensaios de capacidade de coagregacdoSgagharomyces cerevisid¢ 83 e

Salmonellaspp. (+++). (bsaccharomyces cerevisiak74 eE. coli( 0 ). Aumento 400x.
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3.3.5 Capacidade de producgéo de substancias antimabianas frente a patégenos

As leveduras sintetizam, como produto do seu mésaho, diferentes substancias
gue sdo antagonicas para a microbiota circundtaitecomo acidos graxos de cadeia curta,
amilases, celulases, lipases, proteases, inulira&exinaskiller” (KLAENAMMER, 1988;
KLAENAMMER et al., 1993). A sintese destes compsstes confere algumas vantagens no
momento da competicdo, permitindo sua prevalénusadiferentes nichos ecologicos (tanto
de humanos como de animais), com beneficios pamspedeiro, ja que conseguem inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos. A Tal8laapresenta os resultados destes

ensaios.

Tabela 18:Resultados dos ensaios de capacidade de prodegstancias antimicrobianas

por cepas d8accharomyces cerevisifiente a bactérias patégenas.

Produc&o de Substancia Antimicrobiana

Cepas

S. aureus Citrobacterspp. S. marcescens Proteusspp. Shigellasp. Salmonellasp. E. coli
LL74 - - + + - - -
LL83 - - - - - - -

*Os resultados informados entdo de acordo comit#sios estabelecidos na secao Material e Métodos.

Das leveduras testadas, somente a LL74 apresalgoma atividade antimicrobiana,
e mesmo assim, apenas contra dois patégenos. iestdtados diferem dos relatados por
Armando et al. (2011) que conseguiram isolar celegx cerevisiaeom forte capacidade de
inibicdo, produzindo zonas claras de 10 a 15 mm.cBniraposicédo, Draksler; Gonzales e
Oliver (2004) reportaram que apenas 0,7% das cepd&ifidobacterium Lactobacilluse
Enterococcusensaiadas como probidtico para cabras, apreaentaividade antimicrobiana
contraS. typhimuriume E. coli. Os 99,3% restantes, ndo apresentaram qualquer dmn

inibicdo. A Figura 13 mostra alguns dos resultamuglos.
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positivo. Observa-se a formacdo de zonas clarasiloiedo no cruzamento entre estrias. (b)

Resultado negativo. O patdgeno foi capaz de créscesive em cima da levedura.

3.4 Avaliacaoin vitro do Potencial Descontaminante de Aflatoxina Bdas Cepas de

Saccharomyces cerevisidgoladas

Devido aos bons resultados demonstrados nos ergioaracteristicas probidticas,
ambas as cepas foram testadas quanto a sua caeagéata adsorver ARBOs resultados das
médias das triplicatas dos ensaios encontram-Salpela 19. O percentual de adsorcéo foi
calculado através da formula: [1- (area do sobramad area da toxina no controle positivo)]
X 100. Podemos observar que ambas as cepas apragemenor capacidade de adsorcao na
presenca do fluido intestinal artificial, e que édia geral de adsorcao foi de 27% de captacéo

da AFB, contra uma concentracdo em torno de 1,2 pg.mL

Tabela 19:Capacidadén vitro de adsorcéo de aflatoxina Bor células d&accharomyces

cerevisiae
Ensaio (n°) ng mt AFB! ig adsorvidos  Adsorcéo AEFBX%)
LL74 em SG 1,261 0,386 30,61
LL74 em Sl 1,266 0,145 11,46
LL83 em SG 1,261 0,454 36,00
LL83 em Sl 1,266 0,360 28,44
SG = solugédo simuladora de suco gastrico S| cdolsimuladora de fluido intestinal
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Armando et al. (2011) testaram a capacidade deayuapas deS. cerevisiaeem
adsorver AFB utilizando diferentes concentracdes de toxinaef@égntual de adsorcao variou
desde 16,4 até 82% contra 50 ng hAFB; entre 21,3 e 48,7% para 100 ng'mk de 20,2
a 65,5% contra 500 ng rifLde toxina. Estes dados comprovam o que temos afite,a
capacidade de adsorcdo é cepa dependente, exigiiadde variabilidade de resultados
conforme a cepa; além do que, percebemos que f&te arma correlacdo entre a capacidade
de adsorgao e a concentracao de toxina.

Segundo Bolognani et al. (1997), um minimo de %a8 UFC mL* sdo necessarios
para exercer uma significativa remocéao de AEB3-50%), resultados comparaveis com El-
Nezami et al. (1998), onde uma concentracédo dd@%UFC mL* foi capaz de reduzir os
niveis de AFB para menos de 13%. Embora ndo tenhamos estudddfiu@ncia da
concentracdo do indculo sobre a capacidade de mtastimacdo, podemos verificar que a
concentracdo utilizada em nosso trabalho foi edetha remocdo de ARBem niveis

comparaveis aos da literatura.
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4 CONCLUSOES

v' Diversas leveduras podem ser isoladas a partiifdeedtes nichos ecolégicos, tanto
de humanos, como de animais, sendo que, em noisgipeapenas alimentos para

humanos foram fonte da espéSiecerevisiae

v Métodos enzimaticos sdo ferramentas Uteis para rdame confiabilidade do
diagndstico. A correta identificacdo de leveduras diferentes origens deve ser
baseada em diferentes métodos uma vez que a naj@ltdadicional, baseada em

aspectos morfoldgicos, pode resultar em erros.

v' As cepas dé&. cerevisiad L74 e LL83, isoladas neste estudo, toleraram ssg@em
pelas condi¢cdes gastrointestina@isvitro, apresentaram duas ou mais caracteristicas
desejaveis em um probidtico e foram moderadamempazes de adsorver AEB
constituindo em alternativa promissora para o dedeimento de novos aditivos com

acao probiodtica e descontaminante de micotoxina.
v" Novos estudos devem ser conduzidos para uma aaacBe® mais completa das

cepas, e de suas propriedades tecnolégicas e Mmaigigossibilitando o seu uso na

producao animal.
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CAPITULO Il

EFEITO DA ADICAO DE PAREDE CELULAR DE

LEVEDURA NA DIETA DE FRANGOS DE CORTE

INTOXICADOS COM AFLATOXINAB ;
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RESUMO

Nas ultimas décadas, o numero crescente de casesist&ncia microbiana em humanos
trouxe a tona a questdo do uso macico de antibgdtomo promotores de crescimento
nas criacdes animais. Restricbes vém sendo impestiessde entdo o uso de probidticos,
prebidticos e simbidticos tem sido estimulado, @pgalmente na avicultura mundial.
Gracas as suas propriedades nutricionais e beséfi@@charomyces cerevisiae a
levedura de uso mais frequente tanto na alimentagimal como de humanos, além
disso, estudos também tém relatado sua capacigadeqdiestrar micotoxinas presentes
na dieta. No capitulo I, foi demonstrada a efid&me um produto comercial, constituido
100% por parede celular & cerevisiacem sua capacidade de adsorver aflatoxina B
(AFB,) através de ensaiam vitro. Neste capitulo Ill, a eficiéncie vivo do mesmo
produto (AAM-1) frente a um quadro de intoxicac&perimental em frangos de corte foi
avaliada. Foram utilizados 288 frangos de corteshos, da linhagem Cobb, recebidos
com um dia de idade, os quais foram alojados enlagade baterias metalicas em quatro
tratamentos (controle negativo, controle do adify296, controle positivo com 1 ppm de
AFB;, e grupo intoxicado que recebeu o aditivo) at@lodias de idade. Foram avaliados
0 peso vivo, ganho de peso, consumo de alimerdoneersdo alimentar, pesos relativos
de figados e rins, analises histopatoldgicas esmsabanguineas das aves. A inclusdo da
AFB; na dieta diminuiu o desempenho das aves como eraekp e apesar de nao ter
alterado os pesos relativos dos orgaos, foram astalteracdes histopatoldgicas no tecido
hepético. O dano hepético também foi percebido aefoento da concentracéo sérica da
ALT e elevacéo sérica do &cido urico. A inclusdergs do AAM-1, na concentragéo de
0,2 % na dieta, ndo produziu nenhum efeito detetg&ignificativo sobre os parametros
avaliados, sendo inclusive, capaz de melhorar figtivamente varios dos parametros
analisados, em relagcédo ao grupo de animais intbagca mesmo quando comparados ao
tratamento controle. Desta forma, o AAM-1 demonst®er eficaz como aditivo
melhorador de desempenho zootécnico e na prevelosiefeitos toxicos da ARBobre

a funcéo e o tecido hepatico.
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ABSTRACT

In recent decades, the growing number of casesiabimal resistance in humans raised the
issue of massive use of antibiotics as growth ptemsoin animals. Restrictions have been
imposed, and the use of probiotics, prebiotics smbiotics has been encouraged, especially
in poultry industry. Due to its healthy and nubttal properties, the yeaSaccharomyces
cerevisiaeis frequently used in both animal and human nafrjtin addition, studies have
also reported their ability to bind mycotoxins pmes in the diet. In Chapter I, was
demonstrated the efficiency of a commercial prodaonsisting ofS. cerevisiaecell wall
(100%), in its ability to adsorb aflatoxiniBAFB;) by in vitro tests. In Chapter llI, the
efficiency of the same produch vivo (AAM-1) against an experimental condition of
intoxication in broiler chickens was assayed. Bxoihales (288) from Cobb lineage, of one
day years old were used. They were housed in noeigs in four treatments (negative
control, additive control 0.2%, positive controltivil ppm AFB, and the intoxicated group
that received the additive) until 21 days old. Bodgight, weight gain, feed intake, feed
conversion, relative weights of livers and kidndyeod tests and pathological examinations
of the chicks were evaluated. The inclusion of ARB the diet decreased the chick’s
performance, as expected, and despite not haviagged the organ’s relative weights,
histopathological changes were noted in liver e#sslihe liver damage was also noted by
increased serum ALT and elevated serum uric acide Tnhclusion of AAM-1 at a
concentration of 0.2% in the diet did not producggnificant deleterious effects on the
evaluated parameters, including being able to Bogmtly improve several of the analyzed
parameters in relation to the intoxicated group eveh when compared to control. Thus, the
AAM-1 was shown to be effective as a booster ofgrerance and in preventing the toxic

effects of AFB on the function and liver tissue.
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1 INTRODUCAO

O aparecimento de bactérias resistentes a antibgdeém seres humanos vem sendo
relacionado com o uso de antibiéticos na alimewtacémal. A utilizacdo de antibiéticos, em
doses subterapéuticas, como promotores de credoineem espécies domésticas, com a
finalidade de melhorar o crescimento, a eficiémtimentar e a saude do animal, pode levar
rapidamente ao desenvolvimento de linhagens ratest@ antibiéticos na flora intestinal, que
contém bactérias patogénicas com&amonella situacdo que pode representar um risco
potencial para saude publica, onde por meio dassfen pelo consumo de produtos de
origem animal (carne, leite, ovos), parte destagébias resistentes pode se disseminar e
colonizar o TGI de seres humanos.

As estruturas de alguns antibiéticos promotorescscimento (APC), como a
avoparcina, virginiamicina e avilamicina, sdo sdraptes as estruturas de antibidticos de
Ultima geragcdo desenvolvidos para uso humano com@naomicina, pristinamicina e
ziracina, respectivamente. Bactérias resistenesses antibioticos foram encontradas no TGl
de aves e suinos. Um levantamento da resisténdiaaiérias a agentes antimicrobianos feito
na Dinamarca (AARESTRUP et al., 1998) mostrou tési@a adquirida por bactérias a todos
0s agentes antimicrobianos utilizados como prorestde crescimento, com maior frequéncia
de resisténcia a avilamicina, avoparcina, bacitegcflavomicina, espiramicina, tilosina e
virginiamicina.

Diante desta situacao e de outras (Encefalopagiartggforme Bovina - “Mal da Vaca
Louca”, doenca de Creutzfeldt-Jakob em humanosxirdis, etc.), a percepcado dos
consumidores por produtos de origem animal vénesdbr alteracées, com a preferéncia por
produtos, teoricamente de melhor qualidade, e @idds de forma mais natural (organicos,
bem estar animal, etc.). Além disso, desde 20Q)iao Européia (UE) instituiu a proibicdo
completa de APC nas rac¢des para animais. No Bt proibido o uso de anfenicéis,
tetraciclinas, beta lactamicos (benzilpenicilamices cefalosporinas), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas como aditivos zootécnicethonadores de desempenho ou como
conservantes de alimentos para animais (BRASIL9R00

E assim, nos dultimos 20-30 anos, intensificaramese estudos por aditivos
melhoradores de desempenho em substituicdo aos ARGLricdo moderna passou a buscar
estratégias ndo apenas baseadas no aumento d#adeatios alimentos, como também em
praticas de manejo, biosseguranca, e na incorpmrdeanovos aditivos, como: enzimas,

microrganismos vivos, extratos de plantas, acidgérocos, prebioticos, etc...
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Conforme temos visto ao longo dos capitulos deste, tgracas as suas propriedades
nutricionais e benéfica$§. cerevisia€ a levedura de uso mais frequente tanto na aiaoaon
animal como de humanos. Estudos tém relatado deitssecomo aditivo melhorador de
desempenho e também sua capacidade de sequesiodoximas presentes na dieta; porém
como estas propriedades sdo cepa-dependentesséonegessaria a avaliacdo de cada nova
cepa ou produto derivado. No capitulo |, foi demi@ua através de ensaios vitro a
eficiéncia de um produto comercial, constituido%Q8or parede celular d& cerevisiagem
sua capacidade de adsorver AFBeste capitulo I, pretendemos demonstrar aésfutain
vivo do mesmo produto (AAM-1) frente a um quadro dexidacdo experimental em frangos
de corte.

1.1 Avicultura no Brasil

Dados da Unido Brasileira de Avicultura - UBABEB124a,b) indicam que no Brasil,

a avicultura emprega mais de 4,5 milhdes de pesdoata e indiretamente, e responde por
quase 1,5% do Produto Interno Bruto nacional. @rsétrepresentado por dezenas de
milhares de produtores integrados, centenas de esagrbeneficiadoras e dezenas de
empresas exportadoras.

A importancia social da avicultura no Brasil séfiea também pela presenca macica
no interior do pais, principalmente nos estadosSdb e Sudeste. Em muitas cidades a
producdo de frangos é a principal atividade ecoodmkEm 2010, a producdo brasileira
atingiu a marca recorde de 12,230 milhdes de tdas)aaproximando o Brasil do segundo
posto mundial entre os trés maiores produtores raisnde carne de frango, com Estados
Unidos (1°) e China (2°). Desse total, cerca de pBfmaneceram no mercado interno, o que
comprova a forca dessa industria para o pais. Guoon per capita de carne de aves no Brasil
esta em aproximadamente 40 quilos por ano (UBARBE1a,b).

Nas exportacdes, o Brasil mantém, desde 2004, gdoosle maior exportador
mundial, tendo terminado 2010 com a marca de 3|B0es de toneladas embarcadas para
mais de 150 paises. Com esse desempenho, a cdmaegite brasileira aumentou ainda mais
sua presenca na mesa dos consumidores no Brasilmreundo. O panorama econdmico
mundial tem colocado o segmento de avicultura encemdrio bastante positivo no Brasil. O
Pais tem potencial para ser o polo produtor do m@md razdo das condicfes favoraveis de
clima, area, mao de obra, condicbes de biosseg@ridacapacidade empreendedora para
projetos avicolas (UBABEF, 2011a,b).

120



1.2 Ocorréncia de Aflatoxinas e seus Fungos Produs em Racdes de Aves

Na avicultura moderna, o segmento de producdogiesaesta diretamente atrelado a
avicultura e suinocultura. Esses dois setores,ogyntonsomem quase 90% das racdes
produzidas no Brasil, sendo responsaveis pelo comsie mais de 60% da producdo de
milho, 35% da producdo de soja e quantidades esipessde outros graos. Conforme dito
anteriormente, as culturas agricolas, especialnmentgereais, sdo susceptiveis ao ataque de
fungos, no campo ou durante o armazenamento coodagiio de micotoxinas.

A racdo contaminada com estes metabdlitos toxiessilta em grandes perdas
econbmicas devido a reducdo no ganho de peso, pilaraconversao alimentar,
desuniformidade nos lotes, imunossupressao, inci@éme hemorragia petequiais e
hematomas, problemas de qualidade na casca dos queda de postura e eclodibilidade.
Mesmo com a disponibilidade de modernos sistemasod&ole de qualidade em gréos e
racbes, ndo ha garantia total para os produtorésolas de que suas racdes estejam
completamente livres de contaminagdo por micot@xina

Diversas micotoxinas sao importantes causas dagpengm sempre perceptiveis em
avicultura, mas sem duvida alguma, as mais imp@s$asfio as aflatoxinas. Considerando este
fato, em 1988, o Brasil estabeleceu o nivel maxirotolerancia de 5Qg kg' para o
somatorio de AFs BB,+G;+G,, valido para qualquer matéria prima a ser utibzad
diretamente ou como ingrediente de racdes dessnaolaonsumo animal (BRASIL, 1988).
No entanto, esta lei encontra-se revogada peleug@i Normativa n® 30 de 05 de agosto de
2009 (BRASIL, 2009) que nao faz referéncia a estdistancias. Se compararmos esse dado
com outros paises, como o bloco da UE, por exeroplde o limite é de 10-20 pgkgEU,
2003), vemos que precisamos urgentemente retontar descussdo e estabelecer novos
limites para estes contaminantes na alimentacgfoaini

Diversos trabalhos sobre a contaminacdo de racdde alimentos por fungos
toxigenos foram publicados no Brasil e no mundo dltsos anos. Dalcero et al. (1997)
pesquisaram a micobiota em cinco fabricas de ragéesfrangos de corte na Argentina. As
espécies de maior prevaléncia detectadas forarangerites aos génerBenicillium (98%
das amostras)usarium (87%) eAspergillus(52%). Dentre as espécies Aspergillus as
mais frequentes foramy. parasiticus(33%) eA. flavus(8%), e entre as amostras analisadas,
14% estavam contaminadas com ARBm niveis de 17 a 197 pgkdDalcero et al. (1998)
continuaram o monitoramento destas fabricas e tapon, desta vez, maior prevaléncia do
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géneroAspergillus(85%) e da espécia. flavus(36%), e a ocorréncia natural de AF&
manteve em niveis que variaram de 10 to 123 [ig kg

No Brasil, Rosa et al. (2006) ao estudarem a mitaktioxigena de 96 amostras de
racdes destinados a alimentacdo de frangos deproxtenientes de quatro fabricas do Estado
do Rio de Janeiro, observaram que o gérespergillusfoi o de maior freqiéncia, seguido
por Penicillium sp.; eA. flavusfoi a espécie mais prevalente (50%). Oliveirale{2006)
reportaram a ocorréncia de AFBm niveis entre 1,2 e 17,5 pg'kgm amostras de ragdes
destinados a alimentac&o de frangos de corte emfdoiacas de racdes também do Estado do
Rio de Janeiro.

Fraga et al. (2007) analisaram amostras de millte eacdes para os diferentes
estagios da criacdo de frangos de corte no Estadtialde JaneiroAspergillus flavugoi a
espécie mais isolada tanto nas amostras de milhmo @e racdo inicial e de terminacéao.
Dentre todas as cepas isoladas, 29%. .digavuse 100% deA. parasiticusforam capazes de
produzir AFs em ensaian vitro. Dentre os fungos produtores testados, 63% proauzas
quatro AFs: AFB, AFB,, AFG; e AFG. Aspergillus parasiticu$oi a espécie que produziu as
maiores quantidades de AFER AFG em relacdo as demais cepas testadas. Os autores
também avaliaram a presenca de AFs nas ragfesrdmadedo e encontraram 100% das
amostras contaminadas com AFs e OTA. Os niveis e vAriaram entre 1,3 e 8@ kg*
(65,3+18,7ug kg, X +SD).

Por fim, Almeida et al. (2009) estudaram a ocori€ae AFs em milho destinado a
alimentacédo de aves no Estado da Bahia. Oitentateasade milho foram coletadas de duas
fabricas produtoras de racdo e os resultados ramelgue oito (10%) amostras estavam
contaminadas, com niveis variaveis de 1ug &g".

Estes estudos demonstram que a qualidade do prgdatdo & contaminagéo por AFs
pode variar de uma regido para outra, sendo nemessaonitoramento constante da sua

producao para a implementacdo de medidas de cestolpre que necessario.
1.3 Aflatoxicose em Aves

Esta patologia é de dificil diagnostico, apesarcdastituir a principal forma de
intoxicagdo em condigBes naturais, 0 que ocasi@dap econOmicas consideraveis as
criacdes animais (PIER, 1992).

Os efeitos primarios da aflatoxicose em aves posienutilizados como guia para o
diagndstico clinico da doenca. A primeira mudanca @teracdo no tamanho dos orgaos
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internos. Ocorre aumento de tamanho no figado, bafas, enquanto a bursa e timo estdo
diminuidos. Somando-se a alteracdes de tamanhoeata@lteracdes na coloracdo e textura
dos ¢6rgdos. Por exemplo, o figado de aves comoxgitatse tem como caracteristica a
coloracdo amarelada e textura friavel, com aceatuafiltracdo de gordura. O grau de

infiltracdo gordurosa depende da dose e do tempata@cacao por AFs, chegando a 68% de
aumento em frangos de corte (MERKLEY et al., 1987).

Em surtos de aflatoxicose no campo, uma das caisidas mais marcantes é a ma
absorcéo que se manifesta como particulas de raghdigeridas na excreta das aves. Esta
associada com esteatorréia ou excre¢cdo aumentalijpicns (OSBORNE; HAMILTON,
1981). Essa ma absorcao prejudica a eficiénciaodaetsédo alimentar e, conseqientemente,
aumenta o custo da producédo. A esteatorréia dmxéfiase pode ser severa, com 0 aumento
de até dez vezes o teor de gordura no materidl (@EAHAEFFER; HAMILTON, 1991). Em
frangos de corte, a esteatorréia € acompanhadanmidiminuicdo nas atividades especifica
e total da lipase pancreatica, a principal enziigadtiva das gorduras, e pela diminuicdo nos
sais biliares, 0s quais sdo necessarios tantcapdigeestao como para a absorcéo de gorduras.

De forma geral, podemos dizer que em aves, as &ksam diminuicdo na velocidade
do crescimento e na eficiéncia alimentar, redugiianetabolismo protéico e absorgcdo de
gorduras, reducéo da producdo de ovos, acao solzimas (amilase, tripsina e lipase
pancreatica), reducdo na producdo de sais biliashjcdo na absorcdo de vitaminas
lipossoluveis e pigmentos, reducdo na detoxificagéotoxinas pelo figado, reducdo de
proteinas plasmaticas (menor producdo de imunowgpbinterferéncia na coagulacéo
sanguinea com hemorragias generalizadas), aumemwralidade (nem sempre acentuada),
reducdo das atividades fagocitarias e linfociti&c@s aumento na susceptibilidade a doencas,
como a fibrose e o cancer hepatico, aumento do pHativo dos rins e pancreas, maior
incidéncia de ovos com cascas defeituosas e méafé@onde embrides, maior incidéncia de
lesBes pancreaticas, renais e intestinais (SANTURI., 2000).

Gimeno e Martins (2008) relatam que contaminac@es €5 a 80Qug kg'ou ppb
(partes por bilhdo) de ARBem racfes para pintos a partir de 1 dia de vidange 3 a 10
semanas, causaram desde retardo no cresciemntndoeg danos graves ao figado e mortes
nas maiores concentracdes. Com H0kg’, em trés semanas, foram observados também
problemas de figado esteatético; e com 308 e ®1@g", a mortalidade foi de 8 e 11%,
respectivamente, entre 0 e 9 semanas.

No entanto, quando dietas contaminadas com 250008 i kg de AFB, foram
fornecidas para frangos de 23 dias de idade pai®2 ndo houve maiores problemas além
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de um figado ligeiramente friavel e uma reducacaraentracdo sérica de calcio. No aspecto
microscépico, as lesdes histologicas observadaamfovacuolizacdo dos hepatdcitos e
infiltracdo gordurosa. Percebe-se que existe umsaeptibilidade dos frangos de corte as
aflatoxinas conforme a idade destas aves, indicgndaves mais jovens apresentam maiores
danos no seu desenvolvimento em comparacao asraeyelhas, fato também relatado por
Mariani (1998).

Pintinhos de 1 dia alimentados com dieta conteri®6 @e proteina bruta e 5000
kg' de AFB, sofreram uma reducdo de peso de cerca de 20%lagdo ao controle. No
entanto, quando a proteina bruta foi aumentada (384 com o mesmo nivel de
contaminacgao, a reducdo de peso foi apenas de B4d&tatoxicose altera a digestdo de
proteinas e absorcdo de aminoacidos; aumenta @ac@ietehepatica destas substancias e
diminui a sintese de DNA, RNA e proteinas no riboss. Tudo isso provoca um aumento
das necessidades de proteina de aves e condua@asm no crescimento. Aparentemente, o
aumento dos niveis protéicos para 30%, ajudouwziredsses efeitos (GIMENO; MARTINS,
2008).

Da mesma forma, Santurio (2000) afirma que o baikeel protéico da racéo
fornecida aos animais potencializa os sinais dxic&c¢ao, sendo assim, ragcdes contaminadas
exigem maior quantidade de proteina, elevando assionstos na ragao.

Contaminaces com 250 a 50§ kg* de AFB, em races fornecidas para pintos de 1
dia de vida durante 3 semanas, resultou em quentawtédade contr&®asteurella multocida
e contaminacfes de 200 ppb durante 29 dias remultem aumento da susceptibilidade a
coccidiose poEimeria tenellaf( GIMENO; MARTINS, 2008). Os autores também ressalb
aumento da susceptibilidade a salmonelose e casdidA interferéncia da AkRBa funcéo
hepatica normal, possivelmente, reduzir a sintesendinoglobulinas séricas, que tem uma
grande influéncia sobre a patogénese e morbidade.

Segundo Salle et al. (2002), as aflatoxinas prefundi os parametros de producéo,
causam imunodepressao humoral e celular e afeta@canismo de coagulacéo. Todas estas
alteracOes contribuem para a ocorréncia de infeccdacomitantes, sobretudo por agentes
virais e bacterianos.

Observa-se ainda em frangos e poedeiras que raceladlatoxinas, extrema palidez
das mucosas e pernas. Essa pigmentacdo deficiemgeepser resultado da menor absorgéo,
diminuicdo no transporte e diminuicao tecidual dastenoides da dieta (LESSON; DIAZ;
SUMMERS, 1995).
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No que concerne as poedeiras, as principais meagfiess da aflatoxicose, em
condicbes experimentais, incluem reducdo da pradec@lo peso dos ovos, aumento da
gordura hepatica e alteracdo de enzimas séricaisesa de ovarios em experimentos com
poedeiras recebendo racdes contendo §004j* de AFB,, durante 7 dias (ROSMANINHO
et al., 2001).

1.4 Eficacia dos Aditivos Anti-Micotoxinas em Ensaisin vivo

Conforme vimos, os efeitos tdxicos das aflatoxiram frangos dependem,
principalmente, da dose e do tempo de exposicater8an (1973) relata que as aves séo
relativamente resistentes as aflatoxinas, arbitramd valor de Lk (dose letal 50%) entre
6,5 e 16,5 mg k§ou ppm (partes por milh&o) de peso vivo.

Dados na literatura indicam que a maioria dos AAlldagae de aluminossilicatos sao
efetivos contra as aflatoxinas. Especialmente 08AS demonstram alta afinidade por esta
toxina, indicando sua eficacia na prevencdo datoaxileose em animais (RAMOS;
HERNANDEZ, 1997). Phillips et al. (1988) relatargume a adicdo de HSCAS 0,5% na dieta
de frangos da linhagem Leghorn reverteu signifieatiente o efeito sobre o crescimento dos
animais quando alimentados com dietas contendm 65" AFB;.

Oguz et al. (2000), observaram que a incorporagadidoptilolita a 1,5% e 2,5% na
racdo de frangos contaminada com 2,5 m( &g aflatoxina foi suficiente para prevenir a
intoxicacdo. Resultados similares foram encontrgdodlarlat et al. (1999), descrevendo que
a adicdo da clinoptilolita reduziu significativantemms efeitos negativos das aflatoxinas sobre
0 consumo de ragao e o ganho de peso vivo em oasl{@aponesas.

Com relacédo as leveduras, diversos produtos adm&«CL tém sido avaliados como
agentes descontaminantes das aflatoxinas em fratgasorte (KARAMAN et al., 2005;
SANTIN et al., 2003; STANLEY et al., 2004). Gluconamos incorporados na dieta em
doses, em torno de 1 gkgeduziram os efeitos negativos de dietas contaaism com 2 mg
kg' de aflatoxinas em frangos de corte de 1 a 21d#ddade e diminuiram a gravidade das
alteracées. Em matrizes de 35 semanas de idadey kghde aflatoxina ndo afetou a
fertilidade. No entanto, a producgéo de ovos (57,%)centagem de eclodibilidade (67,6%),
mortalidade embrionaria (24%), proteina sérica ltofgobulina e albumina foram
significativamente afetadas pela aflatoxina. Ausélo da PCL 0,1% na dieta contaminada
elevou o nivel de eclodibilidade (74,9 vs 67,6%pdoicdo de ovos (65,83 vs 57,26%), e
reduziu a mortalidade embrionaria (16,8 vs 24%)n@sis séricos de globulina e albumina
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foram reduzidos em galinhas alimentadas com afil@oxnas foram parcialmente restaurados
com a adicdo da PCL. Estes dados demonstraranmsg€lapodem melhorar o desempenho
de frangos de corte e matrizes alimentados comesagdntaminadas com aflatoxinas
(KARAMAN et al., 2005).

1.5 Hipotese

“Paredes celulares de leveduras incorporados naaligdo capazes de reduzir os

efeitos da aflatoxicose em frangos de corte sermarafeitos deletérios.”
1.6 Objetivos Especificos
a) Produzir AFB para realizacdo dos ensaiovivo.
b) Estudar o efeito da adicdo de parede celular dediea sobre o desempenho
produtivo de frangos de corte (peso vivo, ganhped®, consumo de racdo, conversao

alimentar).

c) Avaliar o efeito da adicdo de parede celular deedeva sobre o peso relativo e

histopatologia de 6rgaos, e enzimas séricas dgdsate corte.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O local dos ensaios vivo foi o Galpdo Experimental do Nucleo de Pesquisas
Micoldgicas e Micotoxicoldogicas (NPMM) nas depenciés do Projeto Sanidade Animal
(PSA), convénio da Empresa Brasileira de Pesquigeop®cuaria (EMBRAPA) com a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UBRRdcalizado na cidade de

Seropédica/RJ.

2.2 Aves Experimentais

Foram utilizados 288 frangos de corte, machosinti@dgem Cobb, recebidos com um
dia de idade, vacinados contra a Doenca de Maih¢&wCastlé e Gumborf, com peso

inicial médio de 42 g, os quais foram alojados amlgs de baterias metalicas.

2.3 Delineamento Experimental

O periodo experimental foi de 21 dias tendo iné&eio12 de Janeiro de 2010 e término
no dia 02 de Fevereiro de 2010. As aves foramilisttas em delineamento de blocos ao
acaso, com quatro tratamentos e oito repeticoestodo, foram utilizados 72 animais por
tratamento (9 aves por gaiola, 36 aves por bloddp@os por tratamento), e os tratamentos
consistiram de:

TO1 = Dieta com 0 ppm de ArER 0,0 % do AAM-1 (controle negativo)

T02 = Dieta com 0 ppm de Ak 0,2% do AAM-1 (controle do aditivo)

T03 = Dieta com 1 ppm de Ak 0,0% do AAM-1 (controle positivo)

T04 = Dieta com 1 ppm de AR 0,2% do AAM-1

* Nobilis® Marexine CA 126 (Intervet do Brasil)
® Avinew® (Merial Brasil)
® Ceva€ Transmune IBD (Ceva Sante Animale)
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2.4 Dieta e Manejo
Utilizou-se uma dieta comercfah base de milho e soja, formulada para atender as
exigéncias nutricionais na fase inicial (1 a 21syidA composicdo e niveis nutricionais

informados pelo fabricante encontram-se na Tahela 1

Tabela 1: Composicéo e perfil nutricional da dieta utilizatlaante o experimento.

Composic¢do Bésica do Produto

Milho Integral Moido (60,57%), Farelo de Soja, Raa de Carne e Ossos, Calcario Calcitico,
Cloreto de Sodio (Sal Comum), Vitamina A, Vitami8, Vitamina E, Vitamina B1,
Vitamina B2, Vitamina B6, Vitamina B12, Acido Nidotco, Acido Folico, Vitamina K3,
Biotina, Pantetonato de Calcio, Cloreto de Coli@ajdo de Zinco, Sulfato de Manganés,
Sulfato de Cobre, Sulfato de Ferro, lodato de GalSelenito de Sodio, DI-Metionina,

Promotor de Crescimento e Efici€éncia Alimentar ecidiostatico.

Eventuais Substitutivos

Farelo de Gluten de Milho 21, Farelo de Gluten DéhdM60, Fosfato Bicalcico, Farinha de

Peixe, Farelo de Algodao.

Niveis de Garantia / Kg

Umidade (max.) 12,00 %, Proteina Bruta (min.) 2260Extrato Etéreo (min.) 2,00 %,
Matéria Fibrosa (max.) 4,00 %, Matéria Mineral (m&00 %, Célcio (max.) 1,20 %, Calcio
(min.) 0,80 %, Fésforo (min.) 0,30 %, Acido Félignin.) 0,40 mg, Biotina (min.) 0,06 mg,
Colina (min.) 0,26 g, Metionina (min.) 1,68 g, G®lfmin.) 9,00 mg, Ferro (min.) 30,00 mg,
lodo (min.) 1,00 mg, Manganés (min.) 60,00 mg, M@dmin.) 35,00 mg, Selénio (min.)
0,25 mg, Vitamina A (min.) 11.000 UI, Vitamina Btif.) 1,20 mg, Vitamina B12 (min.)
16,00 pg, Vitamina B2 (min.) 4,50 mg, Vitamina Bfif.) 2,00 mg, Vitamina D3 (min.)
2.000 Ul, Vitamina K3 (min.) 1,50 mg, Zinco (mi®Q,00 mg, Pantotenato de Calcio (min.)
10,00 mg, Halquinol (min.) 30,00 mg, Narasin (m&@)00 mg, Nicarbazina (min.) 50,00 mg,
Vitamina E (min.) 16,00 UI.

" No Ramo Corte Inicial - Ragé&o para Alimentacad\des de Corte Inicial (No Ramo Indstria e Congute
Alimentos Ltda, S&o José do Vale do Rio Preto/RJ)
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Cada compartimento era provido de bebedouro e coumednde as aves receberam
agua e raca@ad libitum Os pintos foram pesados apds o recebimento gbdistos nas
unidades experimentais de forma que o peso viveada tratamento tivesse uma média
semelhante. As aves foram monitoradas diariamérés,vezes ao dia, por alteracbes de
morbidade e mortalidade, bem como registro dasdesyras maxima, minima e atual dentro
das baterias. O galpdo experimental dispunha detagapara o aquecimento artificial ou
ventilacdo/climatizacdo do ambiente, bem como gnebm cortinas, sendo 0 manejo destes
realizado levando-se em consideracdo o confortoid¢érdas aves segundo a faixa etéaria
(GRANJA PLANALTO, 2006). O programa de iluminacatlizado foi o continuo, com 24

horas de luminosidade, natural e/ou artificial.

2.5 Parametros Analisados

a) Peso vivo (PV)

Determinado pela pesagem de todas as aves aq 14°# 21° dia de idade.

b) Ganho de peso (GP)
Calculado ao 7°, 14° e 21° dia de idade atraveifdeenca entre o peso inicial e final.

O ganho de peso corrigido foi determinado atraeesodrecao pelo nimero médio de aves.

¢) Consumo de racao (CR)
Calculado ao 7°, 14° e 21° dia de idade consideraeda racéo fornecida e as sobras

de racdes nos comedouros.

d) Converséo alimentar (CA)
Calculada ao 7°, 14° e 21° dia de idade atravédivigio do consumo de racao pelo

peso vivo das aves. Foi realizada correcéo passessmortas ou descartadas.
e) Pesos relativos

Aos 21 dias de idade, 24 aves de cada tratameram fabatidas para a avaliacao dos

pesos relativos de figado e rins em relacdo ao\pes@Oos-jejum da respectiva ave.
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f) Andalises sanguineas

Foram coletadas amostras de sangue, na fase deasdumgnte o abate, em tubos com
e sem anticoagulante para determinacéo de prot®ia#s (PT) e das enzimas alanina-amino-
transferase (ALT) e aspartato-amino-transferaseljAfara avaliacdo hepatica, e acido urico

para avaliagéo renal.

g) Analises histopatologicas

Amostras de figado (6rgdo alvo da AlfBforam coletadas para avaliacdo
histopatoldgica. Para isso, os 6rgaos foram cadstasl acondicionados em formol 10%
tamponado nas primeiras 24 h, e apdés em &lcool T¥sfragmentos de tecidos foram
processados de acordo com as técnicas histopaméogsuais e os tecidos corados com
hematoxilina- eosina (GIACOMINI et al., 2006).

h) Analise estatistica

Os dados de desempenho e sanguineos foram subsrethkddOVA. Onde ocorreram
diferencas significativas, ao nivel de 5% de sigaifcia, foi aplicado o teste de comparacao
de médias LSDLeast Square Differenf.eAs andlises foram conduzidas usando o programa
computacional PROC GLM em S&S

2.6 Producéao de Aflatoxina B

A AFB; foi produzida nos laboratérios do NPMM/UFRRJ, atipala fermentacdo
controlada de arroz branco polido garparasiticusNRRL 2999, de acordo com Shotwell et
al. (1966) com modificacbes. Todo o nucleo de AfeBautoclavado, seco a 50°C e triturado
(granulometria de 20 mesh). A micotoxina foi exteaie purificada através de coluna
MycoSef 226 Aflazon de acordo com as informacées do fahti#, sendo em seguida
quantificada por CLAE. ApGs a quantificacdo, o Bacloi incorporado a racdo das aves em
propor¢cao conveniente utilizando um misturador miecatipo “Y”. Apos esta etapa, uma
nova extracao e quantificacdo por CLAE foi realezadfim de se obter a concentracéo final

de 1 ppm de AFBna racéo experimental.

8 Romer Labs Diagnostic GmbH, Austria
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos relatos na literatura envolve quademperimentais de aflatoxicose
aguda, com contaminacées variando de 2 a 5 nighkdp; na dieta. Estas altas concentracées
da toxina podem ajudar a intensificar os sinaigloenca, fazendo com que os efeitos dos
aditivos sejam mais facilmente observados no perégerimental (BATINA et al., 2005;
GIACOMINI et al., 2006; MIAZZO et al., 2000; ROSA al., 2001).

O PV dos quatro tratamentos no 1°, 7°, 14° e 2® di¢ idade estdo apresentados na
Tabela 2. Aos 7 dias, a média de PV dos animatsmeentes ao T03 foi inferior as demais
médias. Esta diminuicdo de PV é um efeito negatavdieta com AFB(1 ppm) resultado de
acordo com o estudo de Aravind et al. (2003), guiezaram para frango de corte uma
concentracdo bem menor de toxina - 0,168 ppm de;AF&m a adicdo de AAM, e ja
observaram reducdao significativa no PV das avexicadas.

Aos 21 dias, a maior média de PV correspondeu minsags do T04, e a menor foi
observada nos animais do T03. O AAM foi capaz @wal o PV aos 21 dias, resultado
semelhante ao encontrado por Lopes et al. (2006, tgstaram o efeito da adicdo de

bentonita s6dica (AAM inorgéanico), na racao de dg@nde corte.

Tabela 2: Peso vivo dos animais no 1°, 7°, 14° e 21° diadadi= nos diferentes tratamentos.

Peso Vivo (g)

Tratamentos
1° dia 7° dia 14° dia 21° dia
42.26 + 157,44 + 453,41 + 746,11 +
TO1: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,0% b
0,27 9,35 4,56 5,34
42,35 + 158,63 + 458,85 + 777,15 +
T02: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,2% b
0,28 3,75 17,360 3,67
103 1 AFB+ AAM-1 0,0% 42 35 + 142,04 + 383,33 + 709,73 +
. m + - ,0%
PP 0,13 7,9 5,56 2,27
42 .44 + 160,85 + 456,26 + 809,29 +
T04: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,2%
0,28 2,33 3,89 59,18

! Resultados expressos em média + desvio padraepeticoes

a, b - Letras diferentes na coluna indicam resaftaiignificativos segundo teste estatistico de (B{D,05)
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O melhor desempenho zootécnico pode ser atribuislgpalissacarideos presentes na
parede celular das leveduras, que promovem um atabietestinal saudavel, estimulam
respostas imunoldgicas, e podem sequestrar toxiBagetanto, Benites et al. (2008)
avaliando o desempenho de aves intoxicadas aom@hlinentadas com 0,5 gk¢0,05%)
de parede celular d8. cerevisiasmdo observaram aumento no PV e no GP das aves que
receberam o aditivo, indicando que os efeitos heveflevem ser dose dependentes.

O GP dos quatro tratamentos aos 7, 14 e 21 diae apresentados na Tabela 3. O
menor GP aos 7 dias (T03) esta relacionado acoeafieigativo da AFB Esses resultados
estdo de acordo com os encontrados por Miazzo @G45), que testaram uma concentracao
de 2,5 ppm aos 33 dias de tratamento e obtiveraaraducdo do GP das aves intoxicadas.

As aves do T04 alcancaram maior média de GP quamtparadas as demais aos 21
dias de idade. Contrariando estes resultados,Seinél. (2003) relatam que o AAM testado
em seu experimento nao foi capaz de alterar o GPoneV das aves.

Tabela 3: Ganho de peso dos animais @p%4 e 21 dias de idade nos diferentes tratamentos

Ganho de Peso (d)
7° dia 14° dia 21° dia

Tratamentos

TO1: 0 ppmAFB; + AAM-10,0% 11530+ 9,40 291,06 +23,28 329,44 +251
T02: 0 ppmAFB; + AAM-10,2% 118,96+ 1,72 293,26 + 16,07 331,14+ 11,78
T03: 1 ppm AFB+ AAM-10,0%  99,63+7,90  24344+461 32356 +1,57

TO4: 1 ppm AFB+ AAM-10,2% 11563 +3,20 293,50+8,05 331,95 + 65,43

! Resultados expressos em média + desvio padraepeticoes

a, b - Letras diferentes na coluna indicam resaftaiignificativos segundo teste estatistico de (B{D,05)

O CR dos animais dos quatro tratamentos nos dihd4 &,21 dias estdo apresentados
na Tabela 4. E os resultados se assemelham aog de®, com menores meédias para as
aves intoxicadas a partir de 7 dias. Estes dadofsrmam as observacdes de Aravind et al.
(2003), Giacomini et al. (2006), Lopes et al. @0@ Santin et al. (2003), que em seus
experimentos também observaram efeito da AR reducdo do CR. No geral, o CR foi
inferior ao esperado em todos os tratamentos, agifuda elevada temperatura interna do

aviério, cerca de 30°C na regido, apesar da flzde nebulizadores e ventiladores.
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Tabela 4: Consumo de ragdo dos animais aos 7, 14 e 21 diadade nos diferentes

tratamentos.
Consumo de Racéo (d)
Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia

TO1: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,0% 150,46 + 1,68 406,55 + 10,33 556,58 + 43,73
T02: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,2% 156,27 + 4,61 411,81 +17,50 560,75 + 36,42
T03: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,0% 148,22 +3,30 384,47 +15,65 518,61 +13,81
TO4: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,2% 155,11 +4,13 405,30 +11,31 558,95 + 65,90

! Resultados expressos em média + desvio padraepetcoes

a, b - Letras diferentes na coluna indicam resaftaiignificativos segundo teste estatistico de (iB{D,05)

O valor da CA dos animais dos quatro tratamentas 4014 e 21 dias estdo
apresentados na Tabela 5. Os resultados sobreariafide AAM a base de parede de
leveduras dependem do manejo, composicédo do prodisie e estado sanitario das aves,
mas em geral, estes produtos séo reportados cqmaaesade reverter efeitos negativos das
aflatoxicoses em frangos e podem melhorar a cofweaimentar na presenca ou nédo de
micotoxinas na dieta (ROLL et al., 2010).

Tabela 5: Conversao alimentar dos animais aos 7, 14 e 21 diaglade nos diferentes

tratamentos.
Conversdo Alimentar (g/g}
Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia

TO1: O ppmAFB; + AAM-1 0,0% 0,89 + 0,0% 1,30 £ 0,08 1,53 +£0,09
T02: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,2% 0,89 + 0,0% 1,31 + 0,04 1,48 + 0,06
T03: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,0% 0,85+ 0,08 1,34 + 0,09 1,47 £ 0,07
TO04: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,2% 0,92 +0,01 1,28 + 0,04 1,52 +0,12

! Resultados expressos em média + desvio padraepescdes

a, b - Letras diferentes na coluna indicam resaftaignificativos segundo teste estatistico de (B{0,05)

Neste trabalho, o AAM-1 (PCL 0,2%) ndo melhoroungigativamente a CA,
discordando dos trabalhos de Celyk; Denly e Sa2@83) e de Santin et al. (2003). Nesse
tipo de estudo, a avaliacdo da converséo alimeetar ser feita com cuidado e critério, pois a

adicao de aflatoxina na dieta provoca um marcdei®mena reducéo do ganho de peso e do
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consumo alimentar, resultando, muitas vezes, emetsdes alimentares similares. Desta
forma, as principais variaveis a serem considerddasm ser o peso vivo, o ganho de peso e
0 consumo de racao, sendo a conversao alimentigaaliaacomo um critério posterior ou de
desempate na avaliacdo de multiplos produtos.

Os resultados dos pesos relativos de figados elomsnimais dos quatro tratamentos
ao final do experimento estdo apresentados na §@&e\ AFB e/ou o AAM na dieta ndo
afetaram o0 peso relativo dos oOrgaos avaliados,etanto, os maiores valores foram
apresentados em T03. Apesar da literatura relataraumento significativo dos pesos
relativos destes érgdos (LEESON; DIAZ; SUMMERS, 39%ssim como em nosso estudo,
Santin et al. (2003), também n&o encontraram \@gexpressivas.

Tabela 6: Efeito dos tratamentos sobre o peso relativo déas ao 21° dia de idade.

Peso Relativo de Org&os (%)

Tratamentos
Figado Rins
TO1: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,0% 2,48+ 0,24 0,63 + 0,08
T02: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,2% 2,44 +0,18 0,62 + 0,07
T03: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,0% 2,50 + 0,17 0,71+0,16
T04: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,2% 2,29+0,18 0,61 +0,22

! Resultados expressos em média + desvio padraepetcoes

a - Médias com mesma letra nas colunas ndo difestatisticamente segundo teste de LSD

Os resultados obtidos nas analises sanguineasagstsentados na Tabela 7. No que
se refere a concentracdo das proteinas plasmatitais, apesar de nédo haver diferenca
estatistica significativa, os dados indicam quérad do experimento, houve uma reducao na
concentracdo de proteinas totais nas aves int@scé2i98 g diY) em relacdo ao grupo
controle negativo (3,25 g ), o que concorda com os resultados obtidos pan®at al.
(2005), Franciscato et al. (2006) e Quezada €2@00), que também obtiveram diminuicéo
de proteinas totais e albumina, em intoxicacOe®rexentais por AFs. A diminuicdo das
concentragdes séricas de proteinas e albuminad@adores confiaveis de hepatotoxicidade
em frangos e perus, em conseqiéncia da aflatoxicmselo esta reducdo atribuida ao
blogueio da sintese de RNA e inibicdo da sintesijoa no figado.

No grupo das aves intoxicadas, a AST manteve-saieeis normais comparando-se
com o0 grupo controle negativo e ocorreu aumentaifgigtivo da ALT. A ALT é uma
enzima encontrada em altas concentracdes aper@®plasma do figado, fazendo com que
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se eleve rapidamente ap0s a lesdo hepéatica agudaAST, é encontrada no citoplasma e nas
mitocdndrias do figado, musculos esquelético eiaeand rins, pancreas e eritrgcitos, e,
portanto, sua elevacdo sO ocorre quando ha um oomgtimento mais profundo dos
hepatocitos. Nossos resultados concordam com Bainal. (2005) que também né&o
encontraram alteragdes significativas nos niveise®de AST.

Houve um aumento significativo nos niveis séricescddo Urico nos animais de TO03.
Nas aves, o produto final do metabolismo de conmgositrogenados que se apresenta em
maior quantidade no sangue € o acido Urico. Esseretado primariamente pela secrecéo
tubular e é independente a reabsorcéo de agual@sw plasmaticos normais do acido drico
variam conforme a espécie, idade, dieta alimemtatre outros fatores, no entanto, sabe-se
que estados de necrose elevam os valores plasmaliesse metabdlito (ALMOSNY;
MONTEIRO, 2007). Nos casos de aflatoxicose agudaaleeracbes histopatologicas mais
frequentes revelam uma desorganizacdo da esthepdtica (distrofia) e uma grave necrose
hepética (degeneracdo gordurosa) (ROSA et al.,)200due explica os valores encontrados

em nosso estudo.

Tabela 7: Efeito dos tratamentos sobre parametros sanguétaeoaves ao 21° dia de idade.

Andlises sanguineds

Tratamentos PT AST ALT Acido Urico
(gdL™ U U (mg dL™)
01 0 OO + AAMLL 0.09¢ 3,25 + 307,75 + 27,50 + 16,7 +
. + - ,U%0
PPITATE: 0,44 73,08 23,56 12
3,04 + 370,83+ 29,00+ 18,11 +
T02: 0 ppmAFB; + AAM-1 0,2%
0,158 83,996 27,29 1,9
2,98 + 318,52 + 37,00 + 38,38 +
T03: 1 ppm AFB+ AAM-1 0,0%
0,24 69,50 8,d 3,7
o4 1 AFB+ AAM-L 0.20¢ 3,24 + 274,25 + 23,25 + 17,0 +
. m + - ,290
PP 0,33 12,18 19,47 0,6

! Resultados expressos em média + desvio padraepescdes

a, b - Letras diferentes na coluna indicam resaftaignificativos segundo teste estatistico de (B{0,05)

Em relacdo aos achados antomopatoldgicos (Figuraslanimais de TO1 e TO2 né&o
mostraram lesdes macroscoépicas dignas de notara@gob de TO3 apresentaram figados
geralmente aumentados, palidos, amarelados, fsi®&eom focos hemorragicos difusos pelo
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parénquima. Ja o grupo T04 apresentou alguns p@niosis com alteracdes macroscopicas

no parénquima hepatico, que se caracterizaranmreas focais de congestdo e hemorragias.
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Figura 1: Figados representativos dos frangos (21 dias ake)dsubmetidos aos diferentes
tratamentos. Macroscopicamente, observam-se en{cbdrole do aditivo) e TO4 (AFRB+
AAM-1), figados com aparéncia e tamanhos norma&snethantes ao TO1 (controle
negativo). Figados de TO3 (controle positivo) agmésram-se com esteatose e ligeira

hepatomegalia.
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Microscopicamente (Figura 2), as analises histdpgicas indicaram em TO1
morfologia dos hepatdcitos e ductos biliares nosmaiostrando corddes de hepatdécitos
periportais preservados. Em T02 ocorreu disposigfaatocitaria normal com presenca de
aglomerados de células basofilicas (células de éfypinorfologia dos hepatdcitos e ductos
biliares foi normal. O grupo das aves intoxicada®3] apresentou areas de necrose
hepatocitaria, alguns hepatécitos com nudcleo picmotvacuolizacdo intracitoplasmatica,
areas de hemorragia periportal, além de congest&eid centrolobular e sinusoidal. Por fim,
as aves intoxicadas e tratadas com o aditivo (Bpg@sentaram necrose e pichose nuclear
individual de alguns hepatécitos, além de &reasalitadas de vacuolizacdo
intracitoplasmética; a morfologia dos ductos bégaapresentou-se normal e houve presenca

de alguns aglomerados de células basofilicas.

Figura 2: Cortes histologicos (400x, HE) de figados repriegos dos frangos (21 dias de
idade) submetidos aos diferentes tratamentos. T&santa-se com histologia normal
mostrando corddes de hepatdcitos periportais pades; TO2 também apresenta histologia
normal, apenas com a presenca de alguns aglometadu&ulas basofilicas. TO3 apresenta
completa desorganizacdo de hepatécitos com areaseadese multifocal e vacuolizacdo
intracitoplasmatica; TO4 apresenta corddes de beipas preservados com areas localizadas

de vacuolizacao intracitoplasmatica e picnose manckarra equivalente a 10 um.
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Os resultados obtidos estdo de acordo com Bagtistdh (2002) e Celyk; Denly e
Savas (2003), os quais observaram desorganizagdé@arcecom proliferacdo de ductos
biliares, necrose do parénquima hepatico, vacugdizahepatocitos inchados, degeneracao
gordurosa e retencdo de pigmentos ao examinaretecas hepaticos dos animais que
receberam dietas contaminadas por AFs. As inforesagbtidas no presente trabalho indicam
que a dose de ARBministrada e o tempo de exposicao dos animaisnfaaficientes para
gue estes manifestassem hepatotoxidez.

Através destes resultados observa-se que os angueaigseceberam suplementacao
com a PCL na concentracdo de 0,2% apresentaranurmiada reducdo dos danos
promovidos pela AF aos hepatécitos quando comparadm os animais do grupo controle
positivo que recebeu dieta basal mais AFB03). Além disso, a histologia hepatica destes
animais (T02) revela caracteristicas bastante aiesl aquelas do figado de animais que
receberam dieta livre de toxina (T01). Isso refaachipotese de que as leveduras, e seus
derivados, sdo capazes de reduzir quadros de axicoses, podendo ser aplicadas em

alimentos destinados a producao animal.
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4 CONCLUSOES

v" A presenca de AFs na dieta de frangos de cortantiups primeiros 21 dias de vida
determinaram perdas significativas no desempens@msi@ves. A inclusdo de 1 ppm
de AFB na dieta foi capaz de afetar os parametros pramhutestados (PV, GP, CR)
no grupo das aves intoxicadas em relacédo ao gropwwote negativo, exceto a CA.
Entretanto, a CA néo deve ser avaliada isoladanjérgqae esteve atrelada ao menor

ganho de peso das aves de T03.

v' Os pesos relativos dos 6rgaos (figado e rins) domaas submetidos aos diferentes
tratamentos ndo diferiram estatisticamente, indicague os efeitos do nivel de
contaminacéao (1 ppm) e do tempo de exposicao @9) dios animais a ARBhao
foram suficientes para provocar modificacdes qudepsem ser observadas pela
mudanca no peso relativo destes 6rgdos nos indiviavaliados.

v' A AFB; na concentracdo de 1 ppm diminuiu a funcdo hepatavidenciada
principalmente pelo aumento da concentracdo sdacALT e prejudicou a excrecdo

renal de metabdlitos, evidenciada pela elevacacesge acido urico.

v" A inclusao do AAM-1, na concentracdo de 0,2 %, fadndo produziu nenhum
efeito deletério significativo sobre os parametwaliados, sendo inclusive, capaz de
melhorar significativamente varios dos parametradisados, em relacdo ao grupo de

animais intoxicados e mesmo quando comparadosit@ortento controle.

v' O AAM-1 demonstrou ser eficaz como aditivo melhorade desempenho zootécnico

e na prevencao dos efeitos toxicos da As@bre a funcao e o tecido hepatico.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesta tese de dadio tanto as paredes celulares de
leveduras como as leveduras vivas provaram setegnes alternativas descontaminantes de
aflatoxina B. E verificamos que novas linhas de pesquisa podem projetadas e
desenvolvidas no futuro para prevenir e controlpresenca das micotoxinas na alimentagao
animal. Entre elas podemos destacar:

* Estudar a influéncia da co-ocorréncia de difezenmicotoxinas na capacidade de
adsorgéo.

* Realizar estudos de adsorcdo com concentracde®cderéncia natural das
micotoxinas e na presenca da matriz (alimento).

* Confirmar se a remocao das micotoxinas por sdacprass de origem biologica se da
por um processo exclusivamente de adsorcdo oumesategradacao, com a formacéo de
novos metabalitos (caracterizar e estabeleceriaidexle destes novos compostos).

* Estudar, através de ressonancia magnética nyeemtureza quimica dos processos
envolvidos na remoc¢ao das micotoxinas.

* Estudar os mecanismos moleculares envolvidos afistos benéficos dos
probidticos: analizar a natureza das substancidasniarobianas produzidas; verificar
modulacdo do sistema imunolégico do hospedeirdizegaensaios de toxicidade das cepas
para confirmar sua inocuidade aos animais.

Estes estudos seriam necessarios para complereegpariar de forma significativa os
avancos na nutricdo animal e melhorar nossa comgiiee do papel benéfico da
Saccharomyces cerevisiae seus derivados na descontaminacdo de micotoxenas

alimentos.
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