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Resumo

Obijetivos: O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a capacidade anti-micotoxina de dois
probidticos comerciais constituido de esporos de Bacillus spp — Al e A2 e da microalga
Chaetoceros gracilis — A3 utilizados na alimentagéo de Litopenaeus vannamei para aflatoxina
B1 (AFB1) e ocratoxina A (OTA). A quantidade de probidtico foi calculada para 10 L de
agua. A quantidade da microalga Chaetoceros gracilis foi calculada de acordo com a
guantidade utilizada nas fazendas (12 x 10* células/mL). Foi preparado um grupo com cinco
microtubos de cada probidtico com pH 2,0 e um outro grupo com pH 6,0 utilizando solugédo
tampdo fostato salino (PBS) em duplicata para simular o pH estomacal e intestinal dos
camardes, respectivamente. As concentracdes de probidticos utilizadas foram 0,0%; 25%;
50%; 75% e 100% (0,0025 g; 0,005 g; 0,0075 g; 0,010 g) em cada tubo. As concentragdes da
microalga foram as mesmas do probiotico. A concentracdo das micotoxinas foi 1.000 ng/mL.
A atividade anti-micotoxina do Al, A2 e A3 para OTA e AFB1 foram realizados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Houve diferenca na capacidade anti-micotoxina entre
0s probioticos testados para OTA e AFB1 com maior eficiéncia do A2. O A3 ndo apresentou
atividade anti-micotoxina. Em Al e A2 a adsorcdo de OTA e AFBL iniciou a partir da
concentracdo 25%. Metade da OTA (513 ng/mL) foi adsorvida utilizando o A2
(concentragbes > 50%) em pH 2,0 ¢ no Al (concentragdes >75%) no mesmo pH (400 ng/mL).
Para AFB1 a maior adsor¢ao ocorreu no A2 (concentragdes >75%) em pH 2,0 (643 ng/mL) e
pH 6,0 (672 ng/mL). O maior efeito anti-micotoxina do A1 s6 ocorreu (concentragdes > 50%)
em pH 2,0 (481 ng/mL) e 25% em pH 6,0 (592 ng/mL). Os probidticos constituidos por
esporos de Bacillus spp possuem capacidade anti-micotoxina in vitro para AFB1 e OTA e a
microalga Chaetoceros gracilis ndo apresentou esta capacidade.

Palavras-chave: Adsorcdo; Degradacdo; Micotoxinas; Biotransformacdo; Carcinicultura.

Abstract

Objectives: The objective of this work was to evaluate the in vitro anti-mycotoxin capacity of
two commercial probiotics consisting of spores of Bacillus spp - Al and A2 and of the
microalgae Chaetoceros gracilis - A3 used to feed Litopenaeus vannamei for aflatoxin B1
(AFB1) and ochratoxin A (OTA). The amount of probiotic was calculated for 10 L of water.
The amount of Chaetoceros gracilis microalgae was calculated according to the amount used

in the farms (12 x 10 cells / mL). A group with five microtubes of each probiotic with pH 2.0
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and another group with pH 6.0 was prepared using phosphate buffered saline (PBS) in
duplicate to simulate the stomach and intestinal pH of the shrimp, respectively. The
concentrations of probiotics used were 0.0%; 25%; 50%; 75% and 100% (0.0025 g; 0.005 g;
0.0075 g; 0.010 g) in each tube. The same concentration of microalgae was used. The
concentration of mycotoxins was 1.000 ng / mL. The anti-mycotoxin activity of A1, A2 and
A3 for OTA and AFB1 were performed by high performance liquid chromatography. There
was a difference in the anti-mycotoxin capacity between the probiotics tested for OTA and
AFB1 with greater efficiency of A2. A3 did not show anti-mycotoxin activity. In A1 and A2
the adsorption of OTA and AFB1 started from the 25% concentration. Half of the OTA (513
ng / mL) was adsorbed using A2 (concentrations > 50%) at pH 2.0 and Al (concentrations
>75%) at the same pH (400 ng / mL). For AFBI1 the greatest adsorption occurred in A2
(concentrations >75%) at pH 2.0 (643 ng / mL) and pH 6.0 (672 ng / mL). The greatest anti-
mycotoxin effect of Al only occurred (concentrations > 50%) at pH 2.0 (481 ng / mL) and
25% at pH 6.0 (592 ng / mL). Probiotics made up of spores of Bacillus spp have anti-
mycotoxin capacity in vitro for AFB1 and OTA and the microalgae Chaetoceros gracilis did
not show this capacity.

Keywords: Adsorption; Degradation; Mycotoxins; Biotransformation; Shrimp farming.

Resumen

Obijetivos: El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la capacidad anti-micotoxina de dos
probidticos comerciales constituidos por esporas de Bacillus spp - A1y A2 y de la microalga
Chaetoceros gracilis - A3 utilizadas en la alimentacién de Litopenaeus vannamei para
aflatoxina B1 (AFB1) y ocratoxina. A (OTA). La cantidad de probiético se calculé para 10 L
de agua. La cantidad de microalgas Chaetoceros gracilis se calculé segun la cantidad
utilizada en las granjas (12 x 10* células / mL). Se prepard un grupo con cinco microtubos de
cada probidtico con pH 2.0 y otro grupo con pH 6.0 usando solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) por duplicado para simular el pH del estémago y intestino de los camarones,
respectivamente. Las concentraciones de probioticos utilizados fueron 0.0%; 25%; 50%; 75,%
y 100% (0,0025 g; 0,005 g; 0,0075 g; 0,010 g) en cada tubo. Se utiliz6 la misma
concentracion de microalgas. La concentracion de micotoxinas fue de 1.000 ng / mL. La
actividad anti-micotoxina de Al, A2 y A3 para OTA y AFB1l se realiz0 mediante
cromatografia liquida de alta resolucién. Hubo una diferencia en la capacidad anti-micotoxina
entre los probioticos probados para OTA y AFB1 con mayor eficiencia de A2. A3 no mostrd

actividad anti-micotoxina. En Al y A2, la adsorcion de OTA y AFB1 comenzo a partir de la
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concentracion del 25%. La mitad de la OTA (513 ng / mL) se adsorbié usando A2
(concentraciones > 50%) a pH 2.0 y A1 (concentraciones >75%) al mismo pH (400 ng / mL).
Para AFBI1, la mayor adsorcion ocurrié en A2 (concentraciones >75%) a pH 2.0 (643 ng /
mL) y pH 6.0 (672 ng / mL). EI mayor efecto anti-micotoxinas de Al solo ocurrio
(concentraciones > 50%) a pH 2.0 (481 ng / mL) y al 25% a pH 6.0 (592 ng / mL). Los
probidticos compuestos por esporas de Bacillus spp tienen capacidad anti-micotoxina in vitro
para AFB1y OTA y la microalga Chaetoceros gracilis no mostré esta capacidad.

Palabras clave: Adsorcion; Degradacion; Micotoxinas; Biotransformacion; Cultivo de

camaron.

1. Introducéo

As aflatoxinas sdo produzidas essencialmente por fungos da espécie Aspergillus
flavus, A. parasiticus e A. nomius (Creppy, 2002; Klich, 2007; Pitt & Hocking, 2009) e
encontram-se como contaminantes naturais dos cereais, tortas de oleaginosas, mandioca e
toda uma série de alimentos para o homem (Taveira |& Midio, 1999; Midio & Martins, 2000;
Samsom et al, 2001; Cardoso Filho et al., 2011).

Seus efeitos na carcinicultura séo variados, influenciando diretamente no desempenho
produtivo e sanidade dos camardes, podendo causar prejuizos econdmicos para 0s produtores
(Calvet et al., 2015). Dentre os efeitos observados e descritos na literatura sdo: lesGes no
hepatopancreas, 6rgdo mandibular, 6rgdo hematopoiético, diminui¢do na conversdo alimentar,
crescimento e sobrevivéncia (Wiseman et al.,1982; Lightner et al., 1982; Bautista et al., 1994;
Ostrowisk-Meissmer, et al., 1995; Divakaran & Tacon, 2000; Boonyaratpalin, et al., 2001;
Bintvihok et al., 2003; Burgos-Hernandez et al., 2005; Gopinath & Raj, 2009)

As ocratoxinas sdo o segundo maior grupo de micotoxinas produzidos principalmente
por Aspergillus ochraceus e outras espécies de Aspergillus, bem como Penicillium
verrucosum e outras espécies de Penicillium (CAST, 2003). A ocratoxina A é conhecida
como uma das micotoxinas de maior significado na salde-publica e agro-economia (Duarte et
al., 2011), e potencialmente tdo importante quanto as aflatoxinas (MacDonald et al., 2004, El-
Sayed, et al., 2009). Efeitos tdxicos tém sido atribuidos apds a exposicdo como
nefrotoxicidade, bem como impactos negativos no desempenho dos animais, resultando em
importantes implicaces econémicas.

Os probidticos sdo produtos bioldgicos feitos de cepas selecionadas de bactérias,

microalgas, fungos e/ou leveduras, que convertem rapidamente os sedimentos sélidos em
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substancias mais simples e utilizaveis, além de diminuir as concentra¢cdes de substancias
toxicas em ambientes de cultivo (Tabbu, 1997). Os mais estudados para uso em carcinicultura
sdo: as microalgas (Tetraselmis suecica) (Maeda, 1999), leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) (Berger, 2000), bactérias Gram-positivas (Bacillus S11, Bacillus sp, Lactobacillus
lactis AR21) (Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 2006), bactérias Gram negativas
(Photorhodobacterium sp., Vibrio alginolyticus) (Rengpipat et al., 1998, 2000; Irianto &
Austin, 2002). Dentre estes tipos de agentes, as bacterias do género Bacillus sp. representam
organismos de grande importancia e amplamente utilizados como probidticos para diferentes
fases de cultivo de peneideos (Moriarty, 1998; 1999; Decamp & Moriarty, 2006a 2006b).

Probidticos a base de esporos de Bacillus spp sdo muito utilizados na carcinicultura
como um complemento para manter o ambiente de cultivo saudavel livre de patégenos
melhorando assim o desempenho das larvas e poés-larvas e fortalecendo o seu sistema
imunolégico (Silva et al., 2011). Estudos do uso de probidtico como agentes anti micotoxinas
sdo escassos. Hai (2006) ao testar cepas de Bacillus subtilis no controle da producéo de
aflatoxinas concluiu que duas variantes desta cepa inibiram a producédo da toxina.

Lactobacillus e Streptococcus sdo bactérias utilizadas principalmente como
sequestradoras de micotoxinas mediante pontes hidrofobicas que as liga a superficie
bacteriana (Tapia-Salazar et al., 2010). Algumas bactérias, fungos, leveduras e suas enzimas
atuam como agentes biotransformadores de micotoxinas e 0s agentes antimicotoxinas mais
comumente utilizados em carcinicultura sdo a vermiculita e aluminosilicato.

A oferta de produtos adsorventes no mercado nacional é muito variavel, porém nem
todos apresentam resultados que comprovem sua eficiéncia protetora, portanto ao optar por
um produto deve se fundamentar em resultados de avaliacbes do sequestrante por testes in
vitro e in vivo. Deste modo, é necessario selecionar corretamente os produtos adsorventes e
para isso sdo recomendados critérios como resultados de no minimo 90% de capacidade de
adsorcdo (suco gastrico e intestinal) na avaliacdo in vitro e nas avaliagfes in vivo o grupo de
animais intoxicados com a presenca de adsorvente na ragdo deve apresentar um ganho de peso
superior estatisticamente ao grupo intoxicado sem adsorvente (Mallmann et al., 2006)

Devido os dados expostos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade anti-
micotoxina in vitro para aflatoxina B1 e ocratoxina A de dois probioticos constituido de
esporos de Bacillus spp e da microalga Chaetoceros gracilis utilizados na alimentacdo de

Litopenaeus vannamei.
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2. Metodologia

Os estudos in vitro da adsorcdo de aflatoxina B1 (AFB1) e ocratoxina A (OTA) foram
realizados no Laboratorio de Controle Microbioldgico dos Alimentos, do Ndcleo de Estudos,

Pesquisas e Processamento de Alimentos, da Universidade Federal do Piaui.

2.1 Material testado

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando dois probidticos comerciais: “A1”
(constituido de esporos de Bacillus subtilis, B. licheniformis e B. pumilus na concentragédo de
5,0 x 10%° UFC g*), “A2” (constituido de esporos de Bacillus subtilis e B. licheniformis na
concentracdo de 5,0 x 10° UFC g*). A quantidade de probidtico utilizada no teste in vitro
obedeceu as recomendagdes do fabricante de 0,5 ppm (2,5 x 10* CFU mL™?) para nauplius 4 e
nauplius 5 (N4 e N5) e zoé 2 (Z2), e 1,0 ppm (5,0 x 104 CFU mL-1) de Z3 para pos-larva 10
(PL10), equivalente a, 0,5 g e 1,0 g para 1000 L de agua, respectivamente. A quantidade de
probidtico utilizada no ensaio in vitro, foi calculada para 10 L de agua.

Também foi testada a capacidade anti-micotoxina in vitro da microalga Chaetoceros
gracilis (“A3”) que era cultivada na fazenda carcinicultora piauiense para suplementagéo

alimentar das larvas, onde eram acrescentadas 12 x 10* células/mL na agua de cultivo.

2.2 Protocolo de avaliacdo in vitro dos efeitos anti- micotoxinas dos probiéticos e algas
utilizados

A capacidade anti-micotoxina in vitro foi realizada de acordo com as recomendagoes
da Portaria n°® 130, de 24 de maio de 2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2006). Para cada adsorvente, foi preparado um grupo com cinco
microtubos com capacidade para 1,5 mL, para ser trabalhado com pH 2,0 simulando o
conteldo estomacal dos camarfes e um outro grupo de cinco microtubos com pH 6,0,
semelhante ao conteddo intestinal dos camarfes nas concentracdes de 0,0%; 25,0%; 50,0%;
75,0% e 100,00% de adsorvente. Os efeitos anti-micotoxinas dos probiéticos foram realizados
em duplicatas utilizando as doses recomendadas pelo fabricante adaptadas para 10 L de agua.
A quantidade em gramas destes probioticos correspondeu a 0,0025 g; 0,005 g; 0,0075 g;
0,010 g respectivamente. A quantidade de microalga utilizada para verificar seus efeitos anti-
micotoxinas foi calculada de acordo com a quantidade utilizada na fazenda para alimentar as
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larvas de camardes.

Para o teste in vitro a quantidade dos adsorventes foi pesada em dobro para serem
diluidos posteriormente. Em seguida foram transferidos para microtubos e acrescidos de
1.000 pL de solucao tampéo fostato salino com pH 2,0 e pH 6,0. Uma aliquota de 500 pL de
cada concentracdo do adsorvente foi transferida para microtubos contendo 500 pL de uma
concentracdo de 1.000 ng/mL de toxina. Os padrdes de toxinas testados foram: aflatoxina B1
e ocratoxina A (Sigma Aldrich® Co., St. Louis, MO USA, pureza > 99%). Cada microtubo
foi levado ao banho-maria a 37° C e agitacdo mecanica por uma hora. Apés agitacdo os
microtubos foram centrifugados durante 10 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante foi
retirado para ser analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um
cromatografo SHIMADZU®, modelo PROMINENCE com detector de fluorescéncia modelo
RF-10AXL SUPER.

Para AFB1 seguiu-se a metodologia recomendada por Trucksees et al., (1994)
conforme segue: Uma aliquota de 200 pl do sobrenadante (probidtico+toxina) foi derivatizada
com 700 ul de acido trifluoroacético: acido acético: agua (20:10:70, v/viv). As separacdes
cromatograficas foram realizadas em uma coluna de fase reversa (de silica gel, 150 x 4,6mm
id., 5,0 um de tamanho de particulas, VARIAN, Inc. Palo Alto, EUA). A fase movel utilizada
foi acetonitrila, metanol e agua (17:17:66 v/v/v) a uma vazdo de 1,5 mL min-1. A
fluorescéncia de derivados de aflatoxina foi gravada em comprimentos de onda de excitacédo e
emissdo de A 360 nm e 460 nm A, respectivamente. A curva padrdo foi construida em
diferentes niveis de AFB1. Esta toxina foi quantificada pela correlacdo das alturas dos picos
do extrato da amostra com o da curva padrdo. O limite de deteccdo do método analitico foi de
0,4 ng/g.

Para OTA seguiu-se a metodologia de Scudamore e McDonald (1998) como segue: as
separacOes cromatogréaficas foram realizadas em coluna de fase reversa (150 x 4,6 mm, 5 mm
de tamanho de particula; Phenomenex, Luna), conectada a uma pré-coluna Supelguard LC-
ABZ (20 x 4,6 mm, 5 mm de tamanho de particula, Supelco). A fase movel utilizada foi uma
solucdo de acetonitrila: agua: acido acético (57:41:2 viviv). O fluxo da fase mdvel foi de 1
mL/min. A longitude de onda de excitacdo e emissdo usada foi de 330 e 460 nm,
respectivamente. A quantificacdo da OTA foi realizada por medicdo das areas e suas
extrapolacfes a uma curva de calibracdo obtida mediante o uso de solucdes padrdes de OTA.
O limite de deteccdo para OTA foi de 0,01 ng/g

No total foram realizados trés ensaios in vitro para testar o efeito adsorvente dos

probidticos e microalga Chaetoceros gracilis classificados como Al; A2 e AS3,
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respectivamente.

2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes de degradagéo in vitro e os efeitos dos adsorventes foram
submetidos a andlise de variancia e teste de SNK para comparacdo das médias, com
significancia (P<0,05). Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SigmasStat para Windows versao 2.03 (SPSS Inc.).

3. Resultados e Discussao

Houve diferenca significativa na eficiéncia da capacidade anti-micotoxina entre 0s
dois probioticos testados para ocratoxina A (OTA), e o que teve maior eficiéncia foi A2. O
A3 néo apresentou atividade anti micotoxina (Tabela 1). Em Al e A2 pode-se verificar que a
adsorcéo iniciou a partir da concentracdo 25% do probidtico. No A2 a metade da toxina foi
adsorvida quando foram utilizadas concentracdes maiores ou iguais a 50% em pH 2,0 e em
Al sb ocorreu em concentragcBes maiores ou iguais a 75% no mesmo pH, este efeito deve ter
ocorrido pela provavel ativacdo de enzimas bacterianas do probidtico em baixas
concentracdes de pH. A limitacdo da atividade anti-micotoxina dos probioticos pode estar
relacionada a saturacdo das pontes hidrofdbicas entre a superficie bacteriana e dos sitios de
ligaghes entre a toxina e 0 micro-organismos ou suas enzimas conforme afirmam Tapia-
Salazar et al., (2010). Era de se esperar que 0 Al tivesse maior atividade anti-micotoxina, por
ter em sua composicao trés espécies de Bacillus, enquanto o A2 possuia apenas duas destas
mesmas espécies, porém estas interagdes microbianas com micotoxinas devem ser melhor

estudadas para avaliar seus efeitos adsorventes.
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Tabela 1. Médias da quantidade adsorvida de ocratoxina A in vitro usando dois probioticos

em diferentes concentragdes.

Quantidade Adsorvida de Micotoxina (ng/mL)

AlB A2A A3
Dose do Probidtico g (%) pH20 pH60 pH20 pH6,0 pH20 pHGB,0
0,0 (0%) 0*A 0 0 0 0 0
0,0025 (25%) 1884 g7PA 399°A 175" 0 0
0,005 (50%) 254bA  9QPB 513°A  410°®® 0 0
0,0075 (75%) 37994 200®® 5854 513" 0
0,010 (100%) 40094 204°®  589°A 53494 0

AB=letras diferentes representam resultados diferentes na mesma linha (p<0,05); abcd= letras
diferentes representam resultados diferentes na mesma coluna (p<0,05); n.a.= ndo adsorveu OTA; g=
Grama. Fonte: Autores.

Houve diferencga significativa na eficiéncia da capacidade anti-micotoxina entre 0s
probidticos testados para aflatoxina B1 (AFB1), e 0 que teve maior eficiéncia foi A2. O A3
ndo apresentou esta atividade (Tabela 2). Em A2 e Al pode-se verificar que a adsor¢do
iniciou a partir da concentragdo 25% de probidtico. No A2 a maior parte da toxina foi
adsorvida quando foram utilizadas concentragcdes maiores ou iguais a 75% em pH 2,0 e pH
6,0. Quanto ao Al s ocorreu em concentragcdes maiores ou iguais a 50% em pH 2,0 e 25%
em pH 6,0. O melhor efeito antimicotoxico para a AFB:1 em Al ocorreu com o pH 6,0, em A2
este efeito foi semelhante em ambas concentracfes de pH. Este efeito deve ter ocorrido pela
provavel ativacdo de enzimas bacterianas do probidtico em concentracBes proximas a
neutralidade (Tabela 2).

O nivel de reducdo da AFB: por Bacillus spp presentes nos dois probidticos testados
pode ter ocorrido pela destruicdo direta da toxina pelos metabdlitos da bactéria conforme
afirma Hai (2006) e que B. subtilis foram eficazes como inibidores na produgéo e adsorcéo de

AFB;: conforme os resultados deste estudo.
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Tabela 2. Médias da quantidade adsorvida de aflatoxina By in vitro usando dois probioticos

em diferentes concentragdes.

Quantidade Adsorvida de Micotoxina (ng/mL)

A1B A2A A3
Dose do Probidtico g (%) pH20 pH60 pH20 pH60 PpH20 PpHB0
0,0 (0%) 0 0*A 0 0*A 0 0
0,0025 (25%) 309°8  502°4  398°A 180" 0 0
0,005 (50%) 4818 B59°A  549A 421 0 0
0,0075 (75%) 518°®  680°A  643%A G724 0 0
0,010 (100%) 546 730"  739% 6509 0 0

AB=letras diferentes representam resultados diferentes na mesma linha (p<0,05); abcd= letras
diferentes representam resultados diferentes na mesma coluna (p<0,05); n.s.= ndo adsorveu AFB;;
g=Grama. Fonte: Autores.

Probidticos a base de Bacillus spp sdo utilizados rotineiramente em carcinicultura
(Moriarty, 1998; 1999; Decamp e Moriarty, 2006a 2006b), para promover um ambiente
saudavel, com reducdo de patogenos, melhorar o ganho de peso, os parametros de
crescimento e fortalecimento do sistema imunolégico dos camardes (Silva et al., 2011).

Pinheiro et.al., (2015; 2017) ao avaliarem os efeitos adsorventes in vitro de probioticos
utilizados na aquicultura frente a aflatoxina B1 e ocratoxina A, respectivamente, constataram
que produtos comerciais a base de leveduras secas de cervejaria e de probioticos formados por
bactérias &cido laticas juntamente com Bacillus possuem capacidade de adsor¢do in vitro de
OTA e AFB;: em condicdes simuladas de pH gastrointestinal de tilapias. Resultados estes
semelhantes ao observados neste estudo.

Pode-se estabelecer que estes probidticos também podem ser utilizados como
adsorventes e sequestrantes de OTA e AFB: que por ventura estejam presentes nas racoes. Os
probidticos Al e A2 testados poderiam conferir seguranca para utilizacdo em ragdes que
tivessem contaminacdo de AFB1 e OTA até niveis de 500 pg/Kg, comprovados em testes in
vitro. Deste modo, recomenda-se que sejam realizados testes in vivo utilizando estes

probidticos em ragfes contaminadas experimentalmente com estas toxinas.
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4. Consideragdes Finais

Probioticos constituidos por esporos de Bacillus spp possuem capacidade anti-
micotoxina in vitro para aflatoxina B1 e ocratoxina A
A microalga Chaetoceros gracilis utilizadas na almentagdo de Litopenaeus vannamei

ndo apresentou capacidade anti-micotoxina in vitro para aflatoxina B1 e ocratoxina A.
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