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RESUMO

REBONATTO, Bianca. Acidos organicos visando melhoria da estabilidade de
ragcoes peletizadas com melago externo. 2017.106f. Dissertagdo (Mestrado
Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade Tecnoldégica Federal do
Parana. Londrina, 2017.

O desenvolvimento de fungos em alimentos e a possibilidade de producédo de
micotoxinas por estes fungos constituem um problema de saude publica. Restringir a
contaminagéao fungica dos alimentos e matérias-primas € uma das etapas de maior
importancia para garantir a seguranga alimentar. Uma alternativa para prevenir o
desenvolvimento fungico é a utilizacdo de acidos orgéanicos. Estes compostos
possuem acao antimicrobiana, reduzem o pH dos alimentos e o pH intracelular do
microrganismo. O objetivo deste trabalho foi determinar a concentracdo inibitoria
minima (CIM) de &acidos organicos e suas combinacdes contra Aspergillus flavus
aflatoxigénico e posteriormente, avaliar o efeito da adigdo da combinagéo de acidos
organicos na estabilidade de ragdes peletizadas com melago externo. Os acidos
organicos e sal isolados (acido acético (AA), latico (AL), propidnico (AP) e sorbato de
potassio (SP) e combinados (AA+AP, AA+SP, AL+SP, AA+AL, AL+AP e AP+SP)
foram testadas in vitro para a inibicdo de 104 esporos. mL' de A. flavus NRRL 3251.
Um total de 7 tratamentos, sendo: (T1: Controle sem acido, T2: AP comercial, T3: AP1
0,025%, T4: AP2 0,1%, T5: AP+AC 0,025+0,25%, T6: AP+SP 0,025+0,25% e T7:
AP+AL 0,1+0,4%) foram aplicados em ragao peletizada com melago externo e a
estabilidade da racdo avaliada por um periodo de 60 dias de armazenamento. A
determinacdo de contagem de bolores e leveduras, umidade, pH, atividade de agua e
acidez foram realizadas apos 1, 7, 14, 30, 45 e 60 dias. Entre os compostos avaliados
individualmente, o acido propiénico (AP) foi o mais eficiente em inibir A. flavus (CIM =
26,99 mM), seguido do acido acético (AA) (83,26 mM) e sorbato de potassio (SP)
(133,13 mM). Entre as combinagdes, os melhores resultados de CIM foram de AA
(41,63 mM) + AP (3,37 mM), AA (4,16 mM) + SP (6,65 mM) e AP (3,37 mM) + SP
(16,64 mM), demonstrando o melhor desempenho dos compostos para inibir A. flavus
quando combinados. Nao foi possivel determinar a estabilidade das racdes
peletizadas com melago externo, em decorréncia da baixa atividade de agua da
amostra e das condigbes de armazenamento, estando em niveis inferiores aos
necessarios para o desenvolvimento de fungos deteriorantes (Aa > 0,80). Os fatores
intrinsecos relacionados ao produto e os extrinsecos relacionados ao ambiente
deverao ser levados em consideracao para que se possa avaliar a possivel efetividade
dos acidos organicos como antifungicos em ragdes armazenadas, garantindo a
seguranga e qualidade do produto até o momento do consumo.

Palavras-chave: Acido fraco. Antifingicos. Ragdo. Combinacéo de &cidos organicos.



ABSTRACT

REBONATTO, Bianca. Evaluation of efficacy of organic acids in stability of animal
feed pelleting with external molasses. 2017. 106f. Dissertation (Master in Food
Technology) - Federal Technology University - Parana. Londrina, 2017.

The development of molds in food and the possibility of mycotoxins production by these
fungi has become a public health problem. Restricting fungal contamination of food
and feedstock is one of the most important steps to ensure food safety. A way to
prevent the fungal growth is the use of organic acids. These compounds have
antimicrobial activity, they reduce the food pH and the intracellular pH of the
microorganism. The aim of this paper was to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of the organic acids and its combinations against the aflatoxigenic
Aspergillus flavus and therefore, evaluate the effect of the addition of organic acids
combination on the stability of animal feed pelleting with external molasses. Organic
acids and salt isolated: acetic acid (AA), lactic acid (LA), propionic acid (PA) and
potassium sorbate (PS) and the combined ones (AA+PA, AA+PS, LA+PS, AA+LA,
LA+PA and PA+PS) were tested in vitro for the inhibition of 10% spores. mL-1 of A. flavus
NRRL 3251. Seven treatments, (T1: Acid Control, T2: Comercial PA, T3: PA1 0,025%,
T4: PA2 0,1%, T5: PA+CA 0,025+0,25%, T6: PA+PS 0,025+0,25% and T7: PA+LA
0,14+0,4%) were applied in animal feed pelleting with external molasses and the
stability of the animal feed was evaluated for a period of 60 days of storage. The
analyses of yeasts and molds count, moisture, pH, water activity and acidity were
performed after 1, 7, 14, 30, 45 and 60 days. Among the compounds evaluated
individually, propionic acid (PA) was the most efficient in inhibiting A. flavus (MIC =
26,99 mM), followed by acetic acid (AA) (83,26 mM) and potassium sorbate (PS)
(133,13 mM). Among the combinations, the best MIC results were AA (41,63 mM) +
PA (3,37 mM), AA (4,16 mM) + PS (6,65 mM) and PA (3,37 mM) + PS (16,64 mM),
showing the best performance of the compounds to inhibit A. flavus when they are
combined. It was not possible to determine the stability of animal feed pelleting with
external molasses, due to the low water activity of the sample and the storage
conditions, being in lower levels than those that are required for the fungal growth
deteriorating (Aw > 0,80). Intrinsic factors related to the product and the extrinsic
factors related to the environment should be considered in order to evaluate the
potential effectiveness of the organic acids as antifungals in stored animal feed,
ensuring the safety and quality of the product until the moment of consumption.

Keywords: Weak acid. Antifungal. Animal feed. Organic acids combination.
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1 INTRODUGAO

O aumento das exigéncias nutricionais aliada as necessidades de melhoria da
eficiéncia alimentar, faz com que as industrias de ragdes busquem incessantemente
ter um maior controle nutricional, fornecendo ra¢des balanceadas a base de graos e
cereais (SALMAN; OSMARI; SANTOS, 2011). No processamento de ragdes, a
peletizagdo permite a redugdo da carga microbiana, possibilita o consumo mais
uniforme e melhor conversao alimentar (AGUIAR, 2014; ANDRADE et al.,2016).
Alternativamente, para melhorar a palatabilidade e enriquecer nutricionalmente, é
adicionado melago externo aos pellets de ragdo. No entanto, por ser higroscépico, o
melaco pode elevar a umidade quando em contato com os pellets que estdo envoltos,
favorecendo o desenvolvimento de bolores (GONCALVES; BORGES; FERREIRA,
20009).

As industrias processadoras de racdes buscam constantemente novas
tecnologias para obter produtos que tenham maior tempo de prateleira, assegurando
sua qualidade, principalmente no que se refere a contaminagéo fungica, visto que, os
fungos comprometem a qualidade do produto, causando deterioragdo, perdas
nutricionais, alteracdes das caracteristicas sensoriais, rejeicdo do alimento e queda
da produtividade do animal (BRITO et al., 2013). Além disso, algumas espécies
fungicas podem produzir micotoxinas, com riscos a saude humana e animal (DENLI,
2015; FREIRE, et al., 2007; ZAIN, 2011;).

Entre as micotoxinas destacam-se as aflatoxinas produzidas pelo
metabolismo secundario, principalmente das espécies de Aspergillus flavus e A.
parasiticus. As condi¢des climaticas do Brasil favorecem o desenvolvimento fungico e
a producdo de micotoxinas. A aflatoxina B1 € a micotoxina de maior prevaléncia e
também a de maior toxicidade sendo condi¢des ideais para sua producdo umidade
relativa em torno de 85 % e temperatura acima de 27 °C (MALLMANN et al., 2013).

As agdes empregadas para prevenir a contaminagéo fungica ou retardar a
deterioracao de alimentos compreendem a combinagao de fatores como reducao do
pH, tratamento térmico e o uso de antimicrobianos (RYDLO; MILTZ; MOR, 2006).
Existem no mercado inumeras substancias quimicas com agéo antifungica. Produtos
a base de acidos organicos séo cada vez mais utilizados pelas industrias para garantir
a qualidade e aumentar a vida de prateleira dos alimentos, pois sdo considerados
simples, rapidos, baratos e eficientes (BELLAVER; SCHEUERMANN, 2005).
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Entretanto, as pesquisas sao limitadas no que se refere a estudos de
estabilidade de ragdes peletizadas, e mais especificamente, com melago externo com
aplicacdo da combinagdo de acidos organicos para controle do desenvolvimento
fungico. Portanto, no presente trabalho, objetivou-se avaliar o efeito da combinacao
de acidos organicos para o controle do desenvolvimento fungico e estudar a

estabilidade de racdes peletizadas com melago externo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da combinacao de acidos organicos no controle fungico para

a melhoria da estabilidade de ragdes peletizadas com melaco externo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o nivel de contaminacédo fungica e de aflatoxina B1 em milho e rag&o
peletizada de uma industria processadora de racao;

e Determinar in vitro a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos acidos
propiénico, acético, latico e de sal sorbato de potassio no controle do
desenvolvimento de Aspergillus flavus aflatoxigénico;

e Determinar in vitro a concentragao inibitéria minima (CIM) da combinagao dos
acidos acético, latico, propidnico e de sal sorbato de potassio para controlar o

desenvolvimento de A. flavus aflatoxigénico.

® Aplicar as melhores combinagdes de acidos organicos em ragdes peletizadas

com melago externo para avaliar a estabilidade destas ragdes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 RACAO

A Organizacao das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacao (FAO)
estima que até 2050 a produgéo de proteinas animais crescera em media 1,7 % ao
ano. Sendo que, a producao de carne e leite atingirda um aumento em torno de 70 e
55 %, respectivamente (INTERNATIONAL FEED INDUSTRY FEDERATION - IFIF,
2015).

A producdo mundial de ragdes em 2015 ficou préxima de 1 bilhdo de
toneladas, sendo a China o maior produtor, seguido dos Estados Unidos e Brasil. A
producao nacional de racdes foi de 66,8 milhdes de toneladas em 2016. Desta
producao, 29 milhdes de toneladas de ragcao foram destinadas ao setor de aves de
corte e 6 milhdes de toneladas ao setor de gado leiteiro (IFIF, 2015; SINDIRACOES,
2016).

O fornecimento de ragcao com ingredientes equilibrados deve garantir a
produtividade, qualidade dos produtos e o bem-estar dos animais (FAO, 2017).
Independente do setor, carne, leite ou ovos, a ragao representa cerca de 70 % do
custo total da produgdo. Sendo assim, um rigoroso controle de qualidade faz-se
necessario na producdo de ragdes, pois variagdes no desempenho dos animais,
devido ao consumo de ragbes de ma qualidade pode ser um dos principais fatores

responsaveis por prejuizos na produgao animal (BUTOLO, 2010).

3.2 MATERIA-PRIMA

Devido ao alto valor energético, os graos de cereais constituem as principais
matérias-primas utilizadas para producdo de racdo. No Brasil, o setor consome
aproximadamente 65 e 45 % da produgdo nacional de milho e farelo de soja
(BUTOLO, 2010). Além desses graos, sao utilizados para alimentagdo animal,
subprodutos provenientes da panificacédo, graos de destilados secos (da produgao de
bebidas e etanol industrial), farinhas e cascas de soja e algodao (do processamento
de oleo vegetal), melagco (da producdo de acucar) e peles de amendoim
(TURLINGTON, 2014).
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3.2.1 Milho

O milho (Zea mays) é classificado como um dos alimentos mais energéticos
para o consumo humano e animal, constituindo um dos principais macro componentes
da racao animal. Sua composi¢cao em base seca é de cerca de 72,0 % de amido, 9,5
% de proteina, 9,0 % de fibra e 4,0 % de lipideos, sendo carente de aminoacidos
essenciais como a lisina e triptofano (LANA, 2007; PAES, 2006).

Os graos de milho normalmente sao colhidos com umidade excessiva, entre
25 e 30 %, tendo que ser submetido ao processo de secagem apods a limpeza, visando
reduzir o teor de umidade a niveis de armazenamento seguros, ou seja, menor que
14 % (PIMENTEL; FONSECA, 2011). A Instrugdo Normativa n° 60 do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento estabelece como padrdao de qualidade para
comercializagdo de milho grao, percentual de umidade inferior a 14 % (BRASIL, 2011).

O excesso de umidade nos graos reflete a perda de qualidade devido a
combinacdo de outros fatores, como temperatura, umidade relativa do ar, que
favorecem o desenvolvimento de fungos e insetos e a perda da qualidade nutricional
(LORINI; MIIKE; SCUSSEL, 2002; GONCALVES; BORGES; FERREIRA, 2009). O
controle do desenvolvimento fungico preconiza temperatura de armazenamento entre
17 a 22 °C e umidade relativa inferior a 30 % (SILVA; FILHO; DEVILLA, 2000).

O processamento industrial do milho envolve moagem seca ou umida. No
processo de moagem umida, o milho é separado em classes de amido, proteina,
gérmen, oleo e fibra, necessitando de processamento complementar antes do
consumo (GWIRTZ; CASAL, 2014). A partir da moagem umida, dois principais
subprodutos sdo utilizados para alimentagdo animal: o farelo de gluten de milho, que
possui alto valor digestivo e proteico, e o farelo proteico de milho, composto
principalmente pelas fibras digestiveis do grdo de milho e parte do gluten
(MENEGHETTI; DOMINGUES, 2008).

A moagem seca possui como principal diferencial, a ndo utilizagdo de agua
nos processos de reducgao e separagado da granulometria. Constitui processos como
quebra, moagem, tostagem e peletizacdo (HALE, 1973), nas quais sao obtidos
diversos componentes granulométricos do milho, como canjica, grits, fuba, farinha e
creme de milho e fibras (WEIGEL; LOY; KILMER, 2005).

Em fabrica de ragdes, os processos mais utilizados sdo a moagem a seco em

moinhos de martelo, onde o atrito reduz o tamanho das particulas até que ele passe
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através de uma peneira, e proporciona alteragdes importantes na digestibilidade do
amido e da proteina (ENSMINGER; OLDFIELD; HEINEMANN, 1990), e a peletizacao
qgue consiste em submeter o produto farelado em uma estrutura firme, chamada de
pellet através de temperatura (70 a 90 °C) e pressao, melhorando a digestibilidade do
alimento (LARA et al., 2008; THOMAS; ZUILICHEM; POEL, 1997).

3.2.2 Farelo de soja e de trigo

As matérias-primas utilizadas na formulacdo de ragdes para ruminantes sao
abrangentes, mas exclusivamente de origem vegetal, tendo como principais fontes
graos, cereais e seus respectivos subprodutos como farelos de soja e de trigo
(GONCALVES; BORGES; FERREIRA, 2009).

A soja (Glycine max) pode ser utilizada na alimentagao animal em sua forma
integral processada, para inibir os fatores antinutricionais, e também através do farelo
de soja (BUTOLO, 2010; GU et al., 2010).

O farelo de soja é o subproduto resultante da industrializagao da soja, para a
obtencdo de dleo, € um alimento de alta aceitabilidade pelos animais e pode ser
utilizado como fonte Unica de proteina em ragdes (THIAGO; SILVA, 2003). A casca
de soja também é utilizada para alimentagao animal, por ser composta de fibra de alta
digestibilidade (IPHARREGUERRE; CLARK, 2003).

Os produtos obtidos a partir da moagem do trigo requerem atencao desde a
colheita, até o armazenamento, para que obtenham a qualidade esperada (VIEIRA,
2006). Dentre os subprodutos do trigo, o farelo de trigo € obtido no processamento
industrial do gréo. E constituido de pericarpo, aleurona, fragmentos de gérmen e uma
fracdo pequena de gréos. E o principal e mais importante subproduto da moagem de
gréos, rico em fibra e proteina, de baixa densidade e energia (COMPENDIO, 2013).

As matérias-primas utilizadas na formulagao de ragdes estao sujeitas a danos
e alteragdes durante o seu armazenamento, seja em decorréncia do armazenamento
no fornecedor, ou na fabrica. Essas perdas sao resultantes do ataque de insetos e
pragas, microrganismos, além de processos fisicos e quimicos que comprometem a

qualidade e seguranga do produto (FAO, 2017).
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3.2.3 Aditivos

Ingredientes aditivos sdo adicionados na ragdo visando garantir que os
nutrientes sejam mais bem aproveitados pelos animais. A adicdo desses compostos
em quantidades e concentracdes ideais objetivam um melhor balanceamento e
melhoria nas caracteristicas do alimento, ou do desempenho zootécnico, de forma
gue nao sejam prejudiciais aos animais e ndo contaminem o meio ambiente (SOUZA,;
SILVA, 2008; BUTOLO, 2010).

Nesse contexto, a Instrugdo Normativa 13/2004 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento, regulamenta e classifica os aditivos em tecnoldgicos,
sensoriais, nutricionais, zootécnicos, anti-coccidianos e agonistas. Os aditivos
tecnoldgicos e sensoriais séo utilizados pelo setor industrial, para melhorar ou alterar
as propriedades organolépticas e caracteristicas visuais do produto, e os aditivos
nutricionais sdo utilizados para manter as propriedades nutricionais (MOURAO et al.,
2012; BRASIL, 2004).

O melago € um elemento de elevada palatabilidade, saborizante muito
utilizado em fabricas de racdes comerciais. E um liquido viscoso, de cor marrom-
escura, denso, que contém em torno de 75 % de matéria seca e 50 % de agucares e
sacarose, possui boa digestibilidade, rico em fontes de hidratos de carbono e sais
minerais (KIRCHOF, 2005). Além de ser um componente altamente energético, este
subproduto da industria de agucar € empregado como aditivo sensorial, fazendo parte
das formulagdes principalmente destinadas a bovinos e equinos, que tém preferéncia
a alimentos doces. Pode ser adicionado diretamente ao misturador das fabricas de
ragdes por possuir propriedades aglutinantes que auxiliam na etapa de peletizagéao
(COMPENDIO, 2013; PAYNE; RATTINK; WINOWISKI, 2001; GOES; SILVA; SOUZA,
2013).

No entanto, devido a higroscopia, quando o melago é adicionado a ragao
peletizada, este pode aumentar o teor de umidade do produto, favorecendo a

contaminagéao por fungos e outros microrganismos (GOES; SILVA; SOUZA, 2013).

3.3 PROCESSAMENTO DE RACAO

A tecnologia envolvida no processamento de ragao visa minimizar a perda de

nutrientes formulando produtos mais sofisticados e com maior valor agregado. Os
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cuidados na producao de ragdes tém inicio na sele¢do da matéria-prima com padrdes
de qualidade garantidos (BELLAVER; MAZZUCO, 2013). Além disso, para que as
racdes apresentem valores nutricionais satisfatérios € indispensavel a adi¢cao de
nutrientes, sais minerais, vitaminas e outros micronutrientes (SALMAN; OSMARI;
SANTOS, 2011). Ap6s a formulagao, as etapas envolvidas na fabricacao de racao
sdo: transporte e armazenamento da matéria-prima, dosagem, moagem, adicdo dos
micronutrientes, mistura, peletizagcao e a expedigao granel ou ensacada (FUCILLINI;
VEIGA, 2015). A Figura 1 esboca as etapas envolvidas na producdo de ragao
peletizada.

Figura 1 - Processo de fabricagdo de ragao peletizada

Ragao Farelada \I}

Umidade 9.12% -

Umidade 165-17,5%

Condicionador

Temperatura 10-11sc TR me
Umidade  185-17.5% - =

Temperatura 70°-85¢c S
Umidade 15 - 15,5%

Resfriador
Temperatura 25¢ |
Umidade 12%

Fonte: Modificado de Ferraz (2016).

Peletizadora

A mistura dos micro e macro componentes visa garantir o fornecimento de
alimentos aos animais com todos os nutrientes estabelecidos para um bom
desempenho, conforme previsto na formulagdao (BELLAVER; NONES, 2000). Apos a
mistura, a ragdo pode ser expedida em sua forma farelada sem nenhum processo de
umidificacao ou térmico (REIS et al., 2012). No caso de ragao peletizada, a ragao
farelada é processada em uma estrutura firme chamada de pellet, através de um
processo fisico-quimico, com adicdo de vapor e pressao (LARA, 2008). A forma fisica
da racdo representa uma diversificagdo do produto com valor agregado, além de
influenciar no desempenho zootécnico dos animais (KENNY; ROLLINS, 2008).
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Na peletizacdo, o pré-cozimento dos ingredientes promove a gelatinizacao
parcial do amido, plastificacdo de particulas sélidas e amolecimento das fibras. Estas
modificagdes promovem uma melhora na palatabilidade e digestibilidade e aumento
da densidade da ragao, resultando em maior consumo, melhor conversao alimentar e
menor desperdicio (FLEMMING et al., 2002; IWHASHITA, 2014; KLEIN, 2009;
MURAMATSU, 2013). Além disso, a ragao em pellets facilita o transporte e manuseio,
eliminando a possibilidade de desmistura no transporte granel (NETO, 2006).

Destaca-se ainda que o tratamento térmico na peletizacdo diminui as perdas
e contaminagao por microrganismos advindos da matéria-prima. No entanto, o pellet
quente e Uumido é direcionado para o resfriador, resultando em uma evaporagao
intensa de agua devendo essa etapa ser rigorosamente controlada, pois a alta
umidade e temperatura podem levar a recontaminagc&o por microrganismos (KLEIN,
20009).

3.4 CONTAMINACAO FUNGICA

Grandes quantidades de alimentos e ragdes sao perdidas anualmente devido
a deterioracédo por fungos (HASSAN; KADI; SAND, 2015). As matérias-primas de
origem vegetal utilizadas na fabricagao de ragcdes sao susceptiveis a contaminagao
fungica desde o campo, armazenamento, até seu processamento (HILLMANN et al.,
2015; FAO, 2017).

Diversas condi¢bes relacionadas ao meio ambiente e as circunstancias em
que os produtos sao armazenados influenciam no desenvolvimento de
microrganismos nos alimentos. Esses fatores podem ser separados em intrinsecos,
associado as proprias caracteristicas do alimento, e extrinsecos, relacionados ao
ambiente em que se encontra (WAREING; STUART; FERNANDES, 2011).

Os principais fatores intrinsecos e extrinsecos para o desenvolvimento de
fungos sdo a umidade do gréo ou da ragao pronta, atividade de agua (Aa), umidade
relativa (UR) e potencial hidrogeniénico (pH) (QUEIROZ et al., 2005; FRANCO, 2008).
Em sua maioria, fungos filamentosos e leveduras suportam faixas de pH baixas,
podendo se desenvolver em faixas de 3,0 a 6,8 (FRANCO, 2008). Quando estocados
em ambientes com UR superior a sua Aa, os produtos possuem predisposicdo a
incorporar a umidade do ambiente, aumentando a Aa e favorecendo o crescimento
fungico (AZEREDO, 2012).
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A contaminacdo por bolores pode acarretar em prejuizos econébmicos na
industria alimenticia, estando relacionadas a reducédo de nutrientes, alteragdes de
sabor e odor, além do risco de produgao de micotoxinas (SCUSSEL, 2002; PEREIRA
et al., 2005).

A legislacdo brasileira ndo estabelece limites maximos para contaminagao
fungica e nem limite maximo tolerado em ragao animal. De acordo com o padrao
utilizado nos Estados Unidos e em paises da Unido Europeia para certificacdo de
racao animal (GOOD MANUFACTURE PRACTICE - GMP, 2008), recomendam-se
contagens inferiores a 4 Log UFC/g.

Os fungos presentes nos graos e cereais sao classificados conforme suas
necessidades de agua em duas categorias: fungos de campo e fungos de
armazenamento. Os fungos de campo atacam as sementes no campo e requerem,
para o desenvolvimento elevada umidade relativa do ar (70 - 90 %) e altos teores de
umidade nos graos (20 - 21 %). Neste grupo, predominam os géneros Alternaria
Cladosporium, Helminthosporium e Fusarium. Ja os fungos de armazenamento, sdo
encontrados em armazens, moinhos, silos, moegas, equipamentos, etc. Neste grupo,
os principais representantes sdo os géneros Aspergillus e Penicillium, que requerem
teores de umidade entre 13 e 18 % (ALMEIDA et al., 2005; MARCIA; LAZZARI, 1998;
DICONSTANZO; MURPHY, 2012).

O armazenamento em condi¢des de atividade de agua (Aa) menor que 0,69,
controle da temperatura e aeragao eficientes, devem garantir o controle do
crescimento fungico e da produgdo de micotoxinas durante o periodo de estocagem
(MARCIA; LAZZARI, 1998; MALLMANN; DILKIN; MALLMANN, 2014). No entanto, a
recontaminagdo por microrganismos durante o armazenamento é um grande
problema para a industria processadora de alimentos. Esporos de fungos, que sao
resistentes a processamentos severos, podem permanecer dormentes no alimento
processado até que condigbes mais favoraveis permitam sua proliferacédo (FAO,
2017).

A racdo contaminada torna-se menos palatavel, levando a redugcdo da
ingestdo de nutrientes e da digestibilidade em ruminantes, comprometendo os niveis
de produgdo de leite, ganho de peso, além de tornar o animal menos resistente a
doencas infecciosas (OMAFRA, 2013; ADAMS et al., 2017). Embora a incidéncia de
fungos na racédo nao constitua fundamentalmente a presenga de micotoxinas, altas

contagens de algumas espécies fungicas sao apontadas como indicativo da possivel
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contaminacgéo por micotoxinas no alimento (PEREIRA; CARVALHO; PRADO, 2002;
FAO, 2004).

A qualidade da dieta dos animais e das matérias-primas utilizadas na
producdo de ragdes constitui uma preocupacido de saude publica em virtude da
probabilidade de producdo de micotoxinas, prejudiciais a saude humana e animal
(MOTTA et al.,, 2015). As principais micotoxinas de ocorréncia no Brasil séo
aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona e desoxinivalenol, produzidas principalmente
pelos géneros Aspergillus e Fusarium (PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004;
MALLMANN; DILKIN; MALLMANN, 2014; PEREIRA et al., 2005; ROSA et al., 2006).

A maior parte das toxinas é termo resistente e mantém sua toxicidade, mesmo
apos a etapa de peletizagdo de ragdes (CRUZ, 2010). Ragbes contaminadas por
micotoxinas diminuem o desempenho e afetam a condicdo de saude do animal,
causam reducgao da produtividade, vulnerabilidade a infec¢cbes e doengas e, em casos
mais graves, a mortalidade. Os alimentos produzidos pelos animais como carne, leite
e ovos podem conter resquicios de micotoxinas causando danos também a saude do
homem (KAWASHIMA; SOARES; MASSAGUER, 2002; FAO, 2010).

3.4.1 Aspergillus flavus

Os fungos do género Aspergillus sao caracterizados pela produgédo de
esporos assexuais, e se desenvolvem em coldnias coloridas e brilhantes, sendo
amplamente distribuido na natureza. A. flavus se apresenta em colénias com
coloracdes verdes e amarelo-oliva, podendo ocasionalmente apresentar coloracao
amarelo puro (KLICK; PITT, 1988; PITT; HOCKING, 1997). Sdo encontrados
principalmente em graos, cereais, sementes oleaginosas e demais alimentos
armazenados, sendo milho e algod&o as culturas mais atingidas e economicamente
mais importantes (GEISEN, 2000; RODRIGUES et al., 2007; MARTINS; MARTINS;
GIMENO, 2003; SINGH; SINGH; SINGH, 2005; PITT; HOCKING, 2009).

A temperatura é uma das condi¢coes determinantes para o crescimento de
fungos e a producédo de micotoxinas. A. flavus é considerado de clima tropical, se
desenvolve melhor sob temperaturas na faixa de 24 a 40 °C, com uma temperatura
otima de crescimento de 35 °C (DANTIGNY et al., 2005; KLICK, 2007). Taniwaki e
Silva (2001) relatam que a temperatura minima e maxima de crescimento de A. flavus

€ proxima de 12 e 48 °C, respectivamente.
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Devido as caracteristicas de fungo de armazenamento, A. flavus possui a
capacidade de se desenvolver com umidade relativa do ar — UR minima de 80 e
maxima de 90 %, sendo variavel de acordo com outros fatores como temperatura do
ambiente (CAST, 2003; SCUSSEL, 1998), e umidade do produto, cujos niveis de
desenvolvimento variam de 13 a 18 % (PEZZINI; VALDUGA; CANSIANI, 2005;
RUPOLLO et al., 2006).

A atividade de agua minima necessaria para o desenvolvimento de A. flavus
¢ de 0,71, com valor 6timo de 0,98 (INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICMSF,1996; KOZAKIEWCZ;
SMITH, 1994). Em relacéo ao pH, A. flavus se desenvolve em faixas que variam de 2
a 11. Em faixa de pH 3,0 a 8,0 sao pouco afetados pelas alteracées de pH, mas a
velocidade de crescimento é reduzida gradativamente, quando distanciam-se do pH
otimo (proximo a 5). Além disso, se houver outros fatores que possam intervir, como
temperatura e atividade de agua, sua velocidade de crescimento também sera mais
ou menos acentuada (TANIWAKI; SILVA, 2001).

Assim, devido as suas caracteristicas, A. flavus, além de ser um contaminante
comumente presente em matéria-prima de racdes, o risco maior decorre da
contaminagcdo por aflatoxina, que pode ocorrer durante a pré e poés-colheita
(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY — EFSA, 2007).

3.4.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) sdo metabdlitos secundarios, produzidas principalmente
por A. flavus, A. parasiticus e A. nomius (MOSS, 1998; FRISVAD et al., 2007). A taxa
e o grau de contaminagdo dependem de diferentes fatores, tais como temperatura,
umidade, atividade da agua, microbiota concorrente, danos fisicos e outras condi¢des
de armazenamento (EFSA, 2007).

No Brasil, o clima quente e umido e a falta de desenvolvimento tecnolégico
para as técnicas de plantio, colheita, secagem e armazenamento dos produtos
agricolas proporcionam condigdes propicias a proliferacdo de fungos produtores de
AFs (COLACO et al., 1994). As condigdes que influenciam a produgéo de AFs podem
ser separadas em trés categorias: fisica, nutricional e biologica (GOURAMA,;
BULLERMAN, 1995).
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Os alimentos mais suscetiveis a aflatoxinas, em geral, sdo cereais,
principalmente milho, algodao, amendoim, farelo de arroz, e a maioria dos cereais
processados pos-colheita em regides tropicais e subtropicais, com temperaturas
elevadas e alta umidade relativa (FAO, 2010).

A atividade de agua necessaria para o desenvolvimento de AF esta entre 0,82
a 0,99, estando de 0,95 a 0,99 niveis 6timos (ICMSF, 1996). Em condi¢des de
umidade de 25 % a 30 °C, com umidade relativa entre 83 e 88 %, a AF atinge seu
ponto maximo de produgao em alimentos (DIENER; DAVIS, 1996). De acordo com o
ICMSF (1996) os limites de crescimento para a produgéo de AF é de 13 a 37 °C, tendo
temperatura 6tima nas faixas de 16 a 31 °C.

O pH ideal para a producao de AF, depende da composi¢gao do meio em que
se encontra (BUCHANAN; AYRES, 1975). Gourama e Bullerman (1995), observaram
uma maior produgcdo de AF em pH entre 4 e 6, e que pH menor que 6 favorece a
producao da AFB+1 e AFB2, e pH maior que 6, favorece a producao de AFG1 e AFGa.

Assim como o crescimento de fungos, a producao de AF ocorre em processo
aerobio (JARVIS, 1971). Por essa razao, a produgao de AF ¢ inibida em concentragao
de CO2de 40 a 60 % a 25 °C e 86 % de UR. Em concentragéo de 20 % de COz2 ja néo
ha mais formagao de micotoxina, apenas o desenvolvimento fungico, e com 100 % de
COg2, ocorre total inibicao do crescimento de fungos e micotoxinas (SCUSSEL, 1998).

Os principais analogos de AF de ocorréncia natural sdo AFB1, AFB2, AFG1 e
AFG2. A nomenclatura B e G sao derivadas da fluorescéncia azul (Blue) e verde
(Green) produzida sob a luz UV, utilizada para sua detec¢ao (CAST; 2003; PILDAIN;
VAAMOND; CABRAL, 2004).

A aflatoxina B1 (AFB1) é a substancia mais téxica e carcinogénica encontrada
em alimentos. Possui propriedades mutagénicas, nefrotoxicas, teratogénicas e
acarretam encefalopatias, além de ser um imunossupressor natural que afeta
humanos e animais (WILLIAMS et al., 2009). O maior problema decorre da agao
cronica das AFs no homem, pois promovem disturbios imunoldgicos e a manifestagao
de cancer hepatico (AMARAL et al., 2006). A AFB1 é classificada no grupo 1,
carcindgeno ao homem, pela Agencia Internacional para Pesquisa em Cancer — IARC
(IARC, 2002).

A AFB1 pode ser biotransformada no figado de animais, em varios outros
metabdlitos toxicos, tais como aflatoxina M1 (AFM1), que € excretada pelo leite. A taxa

de transferéncia de AFB1 da racao para o leite de vacas é de cerca de 1,5 %, os
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valores podem variar de acordo com o nivel de AFB1 ingerido, produgao de leite,
saude do animal e sensibilidade as aflatoxinas (OLIVEIRA et al., 2010).

No Brasil, a ANVISA estabelece os limites maximos toleraveis (LMT) para
micotoxinas em alimentos através da RDC n° 7 de 2011 (BRASIL, 2011). A resolugao
lista e classifica através de seus quatro anexos os alimentos e estabelece os LMT de
AFs, fumonisinas, zearalenona, desoxinivalenol, ocratoxina A e patulina. A resolugao
ndo especifica um limite para ragdes, mas determina o limite maximo de 20 ug.kg™
para milho, milho em grao (inteiro, partido, amassado, moido), farinhas ou sémolas de
milho. J&4 a Unido Europeia, através da Instrugdo Normativa 2003/100
(REGULAMENTO DA COMUNIDADE EUROPEIA - CE, 2003) estabelece os limites
de AFB+1 em produtos destinados a alimentacdo animal. Para o milho utilizado na

fabricagdo de ragdes o limite & de 20 ug.kg' e para ragdes prontas o limite € de 10

ug.kg.
3.4.3 Efeitos do processamento para aflatoxinas

Embora a maioria das micotoxinas seja de dificil remogcao, algumas etapas
dos processos industriais podem reduzir estes contaminantes (BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007). A exemplo, a etapa de classificacdo, através da remocéo do
material contaminado como graos quebrados e ardidos, altamente contaminados por
fungos, ajuda a reduzir as concentragdes de micotoxinas (SCUDAMORE; BANKS;
MACDONALD, 2003). Um experimento avaliando a limpeza fisica, através da
separagao dos graos danificados por bolores, mostrou uma redugao de 40-80 % dos
niveis de AFs em cereais (PARK, 2002).

Um estudo analisando a distribuicido dos niveis de AFs em diversas fracdes
de milho (germens, farelos, particulas maiores e menores e ragdes) mostrou que o
processo de moagem nao destréi micotoxinas, mas a contaminagdo pode ser
redistribuida e concentrada em determinadas por¢cdes da moagem (BRERA et al.,
2004). As micotoxinas tendem a concentrar-se nos fragmentos de germens e farelos
no processo de moagem (PARK, 2002).

O tratamento térmico exercido durante a peletizacdo da racdo auxilia na
reducao dos niveis de contaminagao fungica. A diminui¢cdo ira depender de alguns
fatores como temperatura, tempo de condicionamento, umidade e nivel de
contaminacdo (MACIOROWSKI et al., 2006).



28

A extrusdo € amplamente utilizada para producdo de cereais matinais,
lanches, alimentos texturizados e também para ragdes da linha pet food. As
temperaturas empregadas neste processo geralmente sdo superiores a 150 °C, com
inclusdo de vapor aliada a pressao (FRANCIS, 2000). A estabilidade das micotoxinas
no processo de extrusdo depende de fatores como temperatura utilizada, tempo de
condicionamento, tipo de produto acabado e nivel de contaminagcdo (BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007).

As AFs sdo muito estaveis e podem resistir a tratamentos térmicos como
torrefacao, extrusdo, peletizacdo e cozimento. Por esse motivo, tornam-se um
potencial problema nos alimentos processados (MARIN et al., 2013). As AFs resistem
altas temperaturas, requerendo faixas de 267 a 306 °C para sua inativacao,
temperaturas muitas vezes inviaveis ao processamento de alimentos (JALILI, 2015).
A remocao de AFs pelo efeito do processamento em produtos a base de milho foi
pesquisada em produto cozido, assado e tratado por vapor. A percentagem de
remocao variou de 50-70 %, sendo dependente de varios fatores: a concentragéo de
AFs, os componentes presentes no alimento, penetragdo de calor, teor de umidade,
pH, fonte de contaminacado e condicdes de processamento (REDDY; RANI, 2004;
HWANG,; LEE, 2006).

3.5 CONTROLE DE AFLATOXINAS

Para prevenir a contaminagdo fungica e de micotoxinas em graos, é de
extrema importancia que sejam adotadas medidas de prevencao pré-colheita e
controle pos-colheita (BETI et al., 1995; DILKIN et al., 2016).

Na pré-colheita, as principais estratégias envolvidas no campo se referem ao
desenvolvimento de hibridos adaptados as condi¢oes climaticas, locais, fertilidade do
solo, controle agronémico utilizado e maior resisténcia ao ataque fungico (GOMES et
al., 2002; MALLMANN et al., 2006).

No processo de colheita, é relevante que o grédo ndo seja acometido
fisicamente, pois o dano facilitara a contaminacgao fungica. Apds o recebimento nas
unidades armazenadoras, outra etapa significativa € a limpeza dos graos, pois 0s
residuos que ficam misturados e grudados, em geral, sdo portadores de espécies

fungicas com potencial micotoxigénico (MALLMANN et al., 2006).
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O clima quente e umido no Brasil, principalmente na colheita do milho, em que
ocorrem mais chuvas, nao favorecem a secagem dos graos (GOMES et al., 2002).
Aliada a dificuldade de secagem dos graos, a armazenagem também contribui para o
desenvolvimento fungico acentuado. O excesso de impurezas causado pela
classificagcao incorreta dos graos antes de serem armazenados nos silos, aliados a
temperaturas elevadas devido a aeragao insuficiente, formam pontos de calor dentro
do silo, favorecendo a alta prevaléncia de aflatoxinas como contaminantes frequentes
dos cereais no Brasil e em paises de clima semelhante (MALLMANN et al., 2006).

A prevencao da contaminacao de aflatoxinas pré ou pés-colheita e durante o
armazenamento, nem sempre € possivel, sendo necessaria, a descontaminagao
antes da utilizacao de alimentos para animais e humanos. Diversos descontaminantes
desempenham um papel importante na preservacao da exposicao ao efeito téxico e
carcinogénico das aflatoxinas. A descontaminagdo pode ocorrer por remogao ou
eliminagao dos produtos contaminados, ou pela inativacao das toxinas presentes nos
produtos, através de fatores fisicos, quimicos ou biolodgicos (KABAK; DOBSON; VAR,
2006; RILEY; NORRED, 1999).

3.5.1 Controle fisico

Dentre os métodos fisicos de descontaminagao que podem ser aplicadas no
controle ou reducdo das aflatoxinas estdo limpeza, separagao por densidade,
tratamento térmico, resfriamento, cozimento, uso de adsorventes em racdes animais,
radiacao, etc. (PASTER et al., 1988; RILEY; NORRED, 1999).

A eficiéncia da radiagdo gama para eliminar microrganismos tem sido
estudada desde o final do século 19. A eliminagdo completa de aflatoxina em gréaos
foi observada em doses de 5 a 10 kGy (AZIZ; MOUSSA, 2002).

O efeito da radiagdo gama foi estudada no crescimento de Aspergillus flavus
e em amostras de milho na degradagao de AFB1 e AFB2 em umidade relativa (UR) de
97-99 % e atividade de agua (Aa) de 0,88 - 0,94. A radiagdo gama foi efetiva na
reducéo de A. flavus e provocou uma parcial redugéo dos niveis de AFB1 e AFBz2, nas
doses de 2 e 5 kGy, e degradacao completa a 10 kGy (AQUINO et al., 2005). Em
amendoim, a dose de 10 kGy resultou na completa inibicdo fungica, e doses de 15 a
30 kGy foram suficientes para destruicdo de aflatoxina B1 de 55 a 74 % (PRADO et
al., 2003).
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Outra alternativa existente no mercado para reduzir os efeitos tdxicos destes
metabdlitos fungicos € a inclusdo de aditivos anti-micotoxinas (AAM) na dieta dos
animais. Os AAM podem ter diversos mecanismos de acgao, destacando-se a
adsorgao, inativagdo ou favorecendo a biotransformagdo das micotoxinas. Os
aluminossilicato de calcio e sodio hidratado (HSCAS) sao adsorventes cujo potencial
adsortivo é gerado pela deficiéncia em cargas positivas, caracteristica do
aluminossilicatos, que cria um potencial para adsorver compostos carregados
positivamente (HUWIG et al., 2001). As bentonitas possuem uma estrutura com maior
area de superficie e alta predisposi¢céo de troca de céations do grupo das esmectitas
tornando-se eficaz para adsorver substancias organicas (GREGORIO et al., 2014).
Devido as caracteristicas de potencial de ligacdo com as aflatoxinas, as bentonitas
apresentam disposicido de adsorver cerca de 95 % das aflatoxinas, estando essa
superior a capacidade de adsorver outras micotoxinas como a zeralenona e a
ocratoxinas (HUWIG et al., 2001).

Os adsorventes, geralmente sao adicionados na alimentacido animal em
doses que variam de 0,15 a 0,5 % nas dietas (DILKIN et al., 2016; LEITAO et al.,
2016). Como esses adsorventes tém como objetivo prevenir a absorcdo das
micotoxinas no trato gastrointestinal do animal, os mesmos n&o removem a toxina da
dieta. Estudos sugerem que a ingestdo de ragcdo contaminada adicionada desses
adsorventes, promovam a excre¢gao do composto formado adsorvente-micotoxina
pelas fezes (MIL et al., 2015; GREGORIO et al., 2014).

3.5.2 Controle bioldgico

A aplicagdo de microrganismos para degradar aflatoxinas gerando produtos
atoxicos € uma alternativa para o controle dessas toxinas (ALBERTS et al., 2006).
Bactérias, leveduras e fungos filamentosos, vém sendo testados para controle
biolégico de contaminacao por aflatoxinas (RAHAIE et al., 2012).

Entre os inumeros tipos de microrganismos empregados, as bactérias acido
laticas (BAL) tém ocasionado bons resultados (ELNEMAZI et al.,1998). Alguns
estudos mostram que cepas de Bacillus subtilis podem ser capazes de inibir o
crescimento de Aspergillus e promovem a adsorgcdo de AFB+ (FOLDES et al., 2000;
HAI, 2006).
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As bactérias laticas colaboram para a biotransformag¢ao de micotoxinas em
metabdlitos que n&o sado prejudiciais aos animais e a redugdo do pH
consequentemente inibe o desenvolvimento de esporos fungicos (LAZICKA,;
ORZECHOWSKI, 2010). A atividade inibidora das BAL pode ser decorrente da
producdo de acidos organicos, diéxido de carbono, etanol, peréxido de hidrogénio,
diacetil, reuterina e outros metabdlitos, pelo crescimento antagonista e decréscimo do
pH acarretado pela producao de acidos, ou por uma combinacdo de todos estes
fatores (BIANCHINI; BULLERMAN, 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que Saccharomyces cerevisiae (SC) € um
dos microrganismos com maior capacidade de remog¢ao de AFB1 (SHETTY; HALDE;
JESPERSEN, 2007). A inclusdo de SC em produtos comerciais como ragdes
peletizadas é conveniente devido a resisténcia a altas temperaturas e as condi¢des
quimicas e fisicas do trato digestivo dos animais (DEVEGOWDA et al., 1996; PERRY,
1995; BAPTISTA et al., 2004).

A capacidade de ligacao de S. cerevisiae a aflatoxina foi avaliada em nozes
pistache. Os resultados demonstraram que SC possuia capacidade de se ligar a
superficie da aflatoxina de 40 a 70 % em concentragdes iniciais de aflatoxina de 10 e
20 ppb (RAHAIE et al., 2010).

Avaliou-se a eficacia de quatro diferentes fontes de Saccharomyces
cerevisiae (SC) em ligar aflatoxinas, in vitro (solugdo tampao fosfato salina em
temperatura ambiente, pelos tempos de contato 05, 10, 20 e 30 minutos) e in vivo (20
vacas de raca holandesa em estagio médio de lactagéo por 10 dias) visando a redugéo
da excrecao de AFM1 no leite de vacas leiteiras. A aflatoxina encapsulada foi fornecida
aos animais nos 3 primeiros dias, totalizando 480 ug de AFB+/dia. Do quarto ao sétimo
dia as vacas receberam AFB1 junto com uma fonte de SC, e do oitavo ao décimo dia
as vacas receberam somente fonte de SC, periodo de detoxificagdo. No estudo in vitro
foi possivel verificar que a viabilidade celular nao é pré-requisito para adsorg¢ao e que
o tempo de incubacgao nao interfere na capacidade de adsor¢ao de AFB+. No estudo
in vivo, néo foi verificado efeito da AFB1 e nem nas diferentes fontes de biomassa de
SC sobre o escore de condicdo corporal, producdo e composicdo do leite
(GONGALVES et al., 2017).
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3.5.3 Controle quimico

A utilizacdo de conservantes quimicos é de suma importancia, principalmente
em paises de clima tropical, que oferecem condi¢cbes favoraveis de temperatura e
umidade para desenvolvimento microbiano. O interesse no uso de conservantes se
acentua também, quando as condi¢des de transporte e armazenamento sao precarias
(RODRIGUES et al., 2016).

O controle quimico pode ser realizado desde o campo através da aplicacao
de fungicidas, inibindo o crescimento fungico e a produgédo de micotoxina. No entanto,
considerando os efeitos toxicos destes agentes, os mesmos n&o devem ser aplicados
na industria. Os métodos quimicos sdo os mais utilizados na industria alimenticia, por
serem mais rapidos e de baixo custo. Podem ser realizados por tratamento com
atmosfera modificada (ozénio —Os, nitrogénio — N2, gas carbénico — COz2) e por meio
de produtos quimicos (compostos organicos e inorganicos) (BORTOLOTTO, 2014).

O efeito dos conservantes BHA (butilhidroxianisol), BHT (hidroxitolueno
butilado) (BHT), THB (tri-hidroxibutirofenona) e PP (propil parabeno) em
concentracoes de 1, 10 e 20 mM foram avaliados para germinagao, crescimento e
producéo de aflatoxina B+1 por A. flavus e A. parasiticus. Os antioxidantes mais
eficientes no controle de crescimento de A. flavus foram PP, BHT e BHA, sendo que,
quando adicionado 1 mM os antioxidantes PP e BHA inibiram completamente a
produgéo de aflatoxina B1. (NESCI; RODRIGUEZ; ETCHEVERRY, 2003).

O gas ozbdnio (Os3) foi classificado em 2011 pelo FDA (Food and Drug
Administration) como seguro para aplicagdo direta em alimentos. No controle de
fungos em alimentos, o O3 atua na inativagdo ou inibicdo do desenvolvimento de
inumeras espécies de fungos em graos e cereais (RAILA et al., 2006; WU et al., 2006),
e ndo causa alteragdes na composigao nutricional dos alimentos, nem s&o prejudiciais
a saude humana e animal (KIM; YOUSEF; KHADRE, 2003; MENDEZ et al., 2003;
YOUNG et al., 2006). A completa inibigdo dos fungos Aspergillus e Penicillium spp. foi
observada em graos de arroz ozonizados na concentragdo de 5 mg L', em fluxo
continuo de 13,97 min de exposi¢cao (SANTOS et al., 2016).

A fim de evitar a deterioragdo fungica, alguns compostos quimicos sao
utilizados como conservantes em alimentos. Os acidos organicos sdo comumente
utilizados na industria devido as suas propriedades antimicrobianas (STRATFORD et
al., 2009).
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3.6 ACIDOS ORGANICOS E SEU USO COMO ANTIFUNGICO

No Brasil, segundo a legislagao vigente do Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) “Os aditivos s&o substancias ou microrganismos
adicionados intencionalmente que normalmente ndo se consomem como alimento,
tenha ou nao valor nutritivo, que afetem ou melhorem as caracteristicas do alimento
ou dos produtos animais. ” (BRASIL, 2004). O uso de aditivos em ragao animal é
regulamentado pelo Regulamento Técnico sobre aditivos para produtos destinados a
alimentagao animal - Instru¢do Normativa n°® 13, de 30/11/2004, e Instru¢do Normativa
n° 42 de 16/12/2010, que estabelece os critérios e os procedimentos para a
fabricacdo, fracionamento, importacdo e comercializacao dos produtos isentos de
registro, através do anexo IV, que lista os ingredientes e aditivos utilizados na
alimentacdo humana e susceptiveis de emprego na alimentagao animal (BRASIL,
2010).

Dentre os aditivos quimicos, os acidos orgéanicos (AOs) utilizados na ragao
animal, tratam-se de acidos fracos, de cadeia curta (C1-C7) (ADIL et al., 2011). Os
AOs sao de grande importancia em nutricdo animal por sua capacidade em reduzir o
pH dos alimentos, possuem acao antifiUngica e bactericida contribuindo para sua
conservacao (BELLAVER; SCHEUERMANN, 2005).

O uso de acidos organicos e seus sais para prevenir a contaminacgao fungica
e a producao de aflatoxinas, € uma das alternativas mais apropriadas a ser utilizadas
pelas industrias, levando em conta a toxicidade apresentada por outros fungicidas,
que embora eficazes, apresentam riscos para os animais e humanos (MORENO;
RAMIREZ, 1985).

Os AOs atualmente disponiveis no mercado apresentam-se na forma liquida
ou po, podendo ser oferecidos aos animais via agua ou ragao. HAYASHI (2012) relata
que devido as caracteristicas dos AOs, também sao utilizados na industria como
sanitizantes, aditivo nutricional promotor de crescimento e para o prolongamento da
vida de prateleira de produtos apds processamento.

Ha de se considerar que, como todos os materiais higroscopicos, graos e
ragdes tendem a ganhar ou perder agua do ambiente em que estdo expostos, e se
armazenados em locais quentes, com umidade relativa proxima a 80 % ou mais,
propiciam o desenvolvimento fungico, e risco de produgédo de micotoxinas. Esse fato

destaca a importancia do uso de inibidores capazes de impedir o desenvolvimento
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fungico durante o armazenamento de graos e ragdes. Infelizmente, as unicas
informagdes disponiveis destes produtos sdo do tipo comercial (MARTINEZ;
BADILLO; PARRA, 2000).

Os acidos organicos com eficacia antimicrobiana sao preferencialmente
acidos graxos de cadeia curta, produtores de menores quantidades de protons por
molécula ao se dissociarem. Os acidos mais utilizados sédo os monocarboxilicos como
o propibénico, férmico, butirico e acético, e os com o grupo hidroxila, como benzdico,
latico, tartarico, citrico e malico, componentes naturais de animais e plantas (PICKLER
et al., 2012).

Os AOs inibem o crescimento dos microrganismos através da entrada nas
células e dissociacao no seu interior. A acidificagao do citoplasma acarreta na inibicao
do transporte de nutrientes, o pH da célula reduz devido a presencga de ions H*. A fim
de manter a homeostase, a célula bombeia os ions de H*, cessando a energia da
célula. A perturbacdo da permeabilidade da membrana pode causar redugdao na
absorcédo celular de aminoacidos e de nutrientes, e em conjunto com o0s anions
formados inibir a sintese de componentes da parede celular, DNA, RNA, proteinas e
lipidios (JOSAN; YEO, 2010; PIPER et al., 2001). Também ocasionam o aumento da
pressao osmatica celular devido aos mecanismos de compensacao de carga elétrica,
provocando aumento da pressdo mecanica sobre a parede do microrganismo,
fazendo com que ele se rompa (MACHINSKY et al., 2010).

A utilizagcdo de conservantes autorizados pode ser benéfica, na medida em
que tais acidos sao eficazes na inibicdo de fungos e previnem a produgdo de
micotoxinas (FAO, 2010). Além disso, a maioria dos acidos ndao tem o seu limite
maximo de ingestao diaria aceitavel para animais estabelecido (BRASIL, 2010). Essas
caracteristicas tornam conveniente o uso destes produtos em ragdes, tanto como
promotores de crescimento na alimentagao de aves e suinos como conservantes para

ruminantes e demais espécies animais.

3.6.1 Acido propidnico

O acido propiénico € um &cido organico fraco, conhecido também como
propanocico (IUPAC) e se apresenta em estado natural, como um dos produtos
responsaveis pela digestdo da celulose através das bactérias do rimen. Usado para

preservar os alimentos, em faixas de pH proximo a 4,5 é um forte bactericida e
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fungicida, agindo principalmente na sua forma nao dissociada (pKa 4,88) (LOPEZ;
GARCIA; MALO, 2012).

O acido propibnico € um dos mais eficazes em agao microbiana, em sua forma
pura ou em sais de propionato. Quando adicionado as ragdes, impede o
desenvolvimento de fungos e a producéo de micotoxinas (HAQUE; CHOWDHURY;
AKBAR, 2009). E um antifiingico amplamente utilizado e eficaz para prolongar a vida
util de graos, cereais e ragdes, podendo ser adicionado diretamente a formulagéo da
racado (POVERENOV; GRANIT; GABAI, 2013). Os ruminantes sao altamente
tolerantes a utilizagado de acido propiénico em alimentos, uma vez que produzem
grandes quantidades de acidos graxos volateis (AGV) por fermentagdo no rumen
(EFSA, 2011).

O acido propibnico e alguns de seus sais, como o propionato de amodnia e o
propionato de sédio, reduzem o crescimento de leveduras e fungos filamentosos por
afetarem a membrana celular, principalmente a um pH baixo (préximo de 4,5), sendo
que o acido propidnico, assim como o acido acético, também apresentam a
capacidade de inibir o crescimento de certos microrganismos por impedir que estes
utilizem os aminoacidos presentes no meio (WOOLFORD, 1984; EKLUND, 1989).

3.6.2 Acido acético

O acido acético € um acido monocarboxilico com odor pungente e sabor
acentuado, € o principal componente de vinagres de uso domeéstico. Altamente soluvel
em agua, considerado um produto seguro (FDA, 2016; LOPEZ; GARCIA: MALO,
2012).

Pode ser utilizado como conservante em alimentos e racdes sem restricao,
incluindo agua para beber. A utilizagdo do acido acético, em geral esta associada a
uma pré-mistura contendo outros acidos organicos. Além do acido, também podem
ser utilizadas suas formas de sais, em uma proporgdo de 200 a 2500 mg.kg”',
dependendo do pH, teor de umidade, tempo de armazenamento pretendido e a
contaminacéo inicial de microrganismos (EFSA, 2012).

O acido acético é um acido natural que se forma através do vinagre, por meio
da acao da bactéria Acetobacter (PARTANEN; MROZ, 1999). Seus compostos nao
agem somente preventivamente, mas atuam como sequestrantes, acidulantes e

agentes flavorizantes (SMULDERS; GREER, 1998). Sua ag¢ao antimicrobiana & maior
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para bactérias como Salmonella, E. coli e Staphylococcus aureus, e os fungos do
género Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e leveduras Saccharomyces apresentam
maior sensibilidade a acao do acido acético (CONSIDINE; CONSIDINE, 1982).

3.6.3 Acido sérbico

O &cido sorbico e seu sal sorbato de potassio sdo agentes antimicrobianos
utilizados como conservantes predominantemente para evitar o crescimento de
fungos filamentosos e leveduras (EFSA, 2014). Sdo compostos comumente utilizados
na preservagao de alimentos, ragdo animal, cosméticos e produtos farmacéuticos. Os
métodos de aplicacao incluem: adicao direta no produto, imersao, pulverizacao, ou pé
do produto, ou inclusdo através de capsulas (SMITH; ROLLIN, 1954; MONSANTO,
1979).

O acido soérbico é relativamente insoluvel em agua 0,15 % a 20 °C, dificultando
seu uso em alguns produtos. Porém, a sua solubilidade aumenta com o aumento do
pH devido a alteragao parcial do acido em seus sais mais soluveis. Dentre os sais, 0
sorbato de potassio € muito utilizado na conservagao de alimentos principalmente pela
sua elevada solubilidade em agua, que é de 58,2 % a 20 °C (MENDONCA, 1992).

A forma acida possui maior poder antimicrobiano, enquanto os sais propiciam
uma maior solubilidade. Assim, quando utilizado no estado de sal, para manter a
mesma capacidade conservante, sdo necessarias quatro fragdes de sorbato de
potassio para suprir trés fragdes de acido sorbico (SOFOS, 1989).

Em produtos com a vida de prateleira prolongada, acondicionadas em locais
passiveis de recontaminagao microbiolégica, juntamente com umidade e temperatura
ambiente elevadas, sao necessarios niveis maiores de sorbatos para sua efetiva
preservacao (SMITH, 2011).

A eficacia do sorbato de potassio decorre essencialmente do pH, sendo mais
efetivo para a inibicdo de bolores em faixas de pH levemente acidas (pH 5,5-6,0). Em
produtos com pH 7,0 o uso do sorbato de potassio como conservante nao é suficiente

para garantir a seguranga microbiolégica (GUYNOT et al., 2002).
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3.6.4 Acido latico

O acido latico € um acido organico de grande importancia comercial devido a
sua vasta aplicagao. Pode ser obtido por meio de processo fermentativo com bactérias
laticas ou industrialmente através de sintese quimica (KISHOR; TRIVEDI; PATEL,
2007).

O 4acido latico é o principal metabdlito de bactérias laticas por acarretar
reducdo de pH no meio, podendo assim causar a inibicdo de varios microrganismos
(MUYNCK et al., 2004). A forma nao dissociada, que € mais hidrofébica, atravessa a
membrana dissociando-se no interior da célula e liberando ions H+ que acidificam o
citoplasma (PIARD; DESMAZEAUD, 1991).

O acido latico possui uma ampla aplicacdo na industria alimenticia como
agente acidulante, aromatizante, conservante, antimicrobiano, estabilizador,
emulsificador e € considerado seguro pelo Food and Drug Administration (FDA).
Possui caracteristicas que aumentam o sabor e aroma dos produtos em que é
aplicado. E utilizado em produtos carneos curados, leites fermentados, picles e
produtos marinados, além de refrescos e refrigerantes (THERON; LUES, 2011;
ZHANG et al., 2008; GUILHERME; PINTO; RODRIGUES, 2009).

3.6.5 Combinacgdes de acidos

A utilizacdo de combinacdes de antimicrobianos pode apresentar um maior
efeito sobre varios microrganismos. Ha um efeito sinérgico na combinacgéao dos acidos,
que podem tornar a membrana das células mais permeaveis a outros acidos. Estudos
demonstram que a mistura de acidos apresenta resultados mais eficazes em ragoes,
em comparag¢ao com a utilizagdo de um unico acido organico (ADDCON et al., 2014;
AZEREDO, 2012).

Pelaez et al. (2012), determinaram a concentragao inibitéria minima (CIM)
utilizando a combinagdo do &cido latico com o acético, demonstrando um efeito
sinérgico entre eles, reduzindo a concentracao individual necessaria de cada acido
quando misturados, para a inibicao de Aspergillus flavus.

A combinacao de conservantes pode favorecer a sua capacidade de inibicao
em relagdo ao composto separado. Quando dois compostos s&do combinados para

conservagao de um produto e eles reagem sinergicamente, sdo necessarias 40 % da
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CIM de cada composto utilizado individualmente para atingir 100 % da inibicdo do
microrganismo teste (LIEWEN; MARTH, 1985).

A eficacia das combinagdes de acidos organicos, bem como a sua capacidade
sinérgica devem ser avaliadas em funcdo das caracteristicas do produto a ser
adicionado. A sinergia é comprovada quando a combinacao de dois compostos € mais
eficaz do que o composto sozinho, ou quando a inibigdo € maior do que a prevista
pela adicdo do composto sozinho (PERIAGO; PALOP; FERNANDEZ, 2001).

3.7 ESTABILIDADE AO LONGO DO ARMAZENAMENTO

O shelf life é o tempo de vida de prateleira um produto, periodo que um
alimento pode ser armazenado em condigdes apropriadas mantendo a sua seguranca,
qualidade e estabilidade. O tempo de vida util tem inicio a partir do momento em que
o alimento é produzido e depende de varios fatores, como a matéria-prima utilizada,
o processo de producdo, o tipo de embalagem utilizada e condicdes de
armazenamento (EUFIC, 2013).

O entendimento dos fatores intrinsecos e extrinsecos que atuam sobre os
alimentos possibilitam pressupor a sua vida de prateleira e estabilidade microbiolégica
ao longo do armazenamento. O estudo das interagdes entre os varios fatores que
afetam a capacidade de sobrevivéncia e de multiplicacdo dos microrganismos nos
alimentos deu origem ao conceito dos obstaculos de Leistner (Hurdle Theory), cujo
objetivo € a obtengdo de produtos estaveis, de prolongada vida de prateleira, e
seguros a saude dos consumidores (FRANCO, 2008). A Figura 2 ilustra a teoria dos
obstaculos de Leistner, mostrando o efeito da combinacdo de cinco fatores de

estresse.
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Figura 2 - Efeito de cinco obstaculos ao crescimento microbiano

., ey
N L AW N

F Ao pH Eh Cons

Tratamento térmico brando (F); atividade de agua (Aw); pH; potencial de oxirredugéo (Eh); e
conservante quimico (Cons.).
Fonte: AZEREDO, 2012.

Os alimentos sdo sistemas ativos, os quais estdo suscetiveis a alteragdes
fisicas, quimicas e microbiolégicas. O entendimento das alteragdes que ocorrem em
alimentos € essencial para escolher e otimizar os métodos de conservagdo a serem
usados, a fim de limitar de modo eficaz as alteragcdes responsaveis por sua perda de
qualidade (AZEREDO, 2012).

Existem essencialmente dois métodos para a realizacao de vida util e estudos
de desafio de alimentos. Métodos diretos, armazenam o produto sob condi¢des pré-
determinadas por um periodo maior do que o prazo de validade esperado, verificando
o produto em intervalos regulares para determinar quando ele comega a se deteriorar.
Esta determinacéo é feita utilizando uma combinacgéo de testes sensoriais, quimicos
e microbiolégicos de acordo com as caracteristicas do produto a ser analisado
(VALERO et al., 2012).

Outro método para a determinacdo da vida de prateleira é a utilizacao de
métodos acelerados, que avaliam a estabilidade dos alimentos expostos a condi¢des
abusivas de estocagem, a fim de reduzir o tempo requerido para se determinar a vida
de prateleira. Para aplicar o teste acelerado é necessario estabelecer quais sao as
principais alteracbes que afetardo significativamente o produto, condi¢cbes de
armazenamento e que devem ser usadas como indices de perda de qualidade
(AZEREDO, 2012).

A qualidade de graos de cambre foi avaliada para o armazenamento a longo
prazo. Os graos secos foram armazenados por um periodo de doze meses e mantidos
em trés ambientes: Sala climatizada com UR constante (préxima de 80 %); Estufa

agricola, sem controle de ambiente, simulando uma condigéo de “armazenagem a céu
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aberto” e sala nao climatizada, sem controle de ambiente, simulando uma condi¢ao
de “armazém tradicional”’. O tempo maximo de armazenamento, 12 meses apresentou
niveis inseguros de qualidade para os grdos, independente da embalagem ou
ambiente. A cadmara climatizada com UR constante apresentou deterioracdo em todas
as condi¢cbdes analisadas, nas embalagens de bolsa hermética e sacaria convencional
(BEZERRA et al., 2015).

Os estudos de desafio sido utilizados para avaliar se a formulacdo e as
condicbes de armazenamento de um alimento podem controlar o crescimento de
quaisquer agentes deteriorantes presentes durante a vida de prateleira designada.
Séao extremamente importantes para garantir a qualidade dos produtos alimenticios
antes da sua liberacdo para o consumidor final. O procedimento pode envolver a
inoculagdo do produto com microrganismos relevantes, seguido de incubagéo sob
condicbes ambientais controladas, a fim de avaliar a segurancga alimentar, bem como
a qualidade. Os fabricantes de alimentos estdo sempre interessados em maximizar a
vida util para reduzir custos, e a realizacdo de estudos acelerados auxilia nestes
esforcos (FDA, 2015; RUMPF, 2007).

3.7.1 Estabilidade de ragdes

Quando um alimento para animal & produzido, sua qualidade precisa ser
assegurada até o momento em que sera consumido. O prazo de validade das ragbes
pode ser afetado principalmente pelos fatores atividade de agua (Aa), umidade,
temperatura de armazenamento e ataque microbioldgico, especialmente de bolores.
Por essas razbes, a industria precisa estar protegida contra todos os tipos de
alteragdes que podem afetar a estabilidade das rag¢des, principalmente as de origem
microbioldgica, que sao as mais frequentes e causadoras de maiores contaminagdes
e prejuizos. Inibidores de bolores a base de &cidos organicos sdo um método
naturalmente aceito para aumentar a estabilidade de alimentos para animais. O
resultado final € o controle de bolores mais eficaz, com uma vida de prateleira maior
e clientes satisfeitos (CARTER, 2014).

Além das ragdes farelada e peletizada citadas anteriormente (ltem 3.3),
existem também no mercado as ragdes extrusadas, cujo processamento proporciona

maior estabilidade a vida de prateleira devido as altas temperaturas e pressdes a que
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sdo submetidas. As racbes extrusadas sdo classificadas de acordo com o seu
processamento (WORTINGER, 2009).

A classificacdo das ragdes extrusadas é dividida em Umida, semiumida e
secas. As ragdes Umidas e semiumidas sao embaladas em sachés ou latas, e sofrem
rapida deterioracao apds abertas. Seu processamento é realizado com uma extrusao
mais leve, onde s3o adicionados conservantes, acidulantes, antioxidantes e
umectantes (SANTOS et al., 2012; WORTINGER, 2009). Ja as racbes extrusadas
secas sao os alimentos mais vendidos no comércio de pet foods, podem ser
armazenados por um periodo maior de tempo, devido sua baixa umidade e a inclusao
de aditivos como os antioxidantes, antifungicos e acidificantes (SANTOS et al., 2012).

Devido ao elevado nivel de gordura de algumas formulagdes, a rancidez
oxidativa pode estar presente em produtos acabados, armazenados incorretamente
causando reduc¢ao da palatabilidade, cor, aroma, textura e nutricionais. A rancidez se
inicia pela reagao do oxigénio nas duplas ligagdes dos acidos graxos insaturados que
compde um lipideo (LIMA, 2013; CONEGLIAN, et al. 2011), essa reagao do oxigénio
pode produzir peroxidos e radicais livres, que sao quimicamente reativos (PUPA,
2004). Quando a ragao é acondicionada aberta em locais com elevada umidade e
temperaturas, € possivel ocorrer o desenvolvimento de peréxidos que leva a produgao
de radicais livre, alcoois, acetona e aldeidos podendo o alimento ser téxico ao animal
(LIMA, 2013).

Com base em informagbes comerciais das ragdes existentes no mercado, no
segmento pet food e de animais de produgéo, os prazos de validade variam de acordo
com o processamento em que o produto € submetido, conservantes adicionados e
embalagem utilizada para o armazenamento. Em geral, ragées peletizadas e fareladas
possuem prazo de validade de 2 a 4 meses. Por outro lado, ragdes extrusadas a seco
possuem prazos de validade maiores, em torno de 6 a 18 meses, oscilando de acordo
com as matérias-primas utilizadas e conservantes.

A Instrucdo Normativa 15 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2005) regulamenta os testes de estabilidade para produtos
de uso veterinario. Os testes de estabilidade nas ragdes destinadas a animais de
companhia (pet food) e de produgcao sao baseados nessa normativa. As metodologias
para analises microbiolégicas e fisico-quimicas sao realizadas de acordo com IN 62 e
Portaria 108 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003;
BRASIL, 1991).
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A estabilidade dos alimentos pode ser avaliada por meio de testes acelerados,
no qual sdao expostos a condicbes forcadas de armazenagem, como temperaturas
elevadas e alta umidade relativa, a fim de minimizar o tempo previsto para se
determinar a vida de prateleira (AZEREDO, 2012).

3.7.2 Estudo de estabilidade para controle fungico

Para conduzir um estudo de desafio microbiolégico, os fatores pH, umidade,
atividade de agua e concentragdo do conservante utilizado podem influenciar o
crescimento microbiolégico, sendo fundamentais para determinar a estabilidade do
produto contra os microrganismos de desafio durante o armazenamento. As
alteragdes nestes parametros determinam a vida util, a estabilidade microbioldgica e
a seguranga do produto (CEYLAN, 2006).

O numero de limite necessario para causar deterioracao varia de acordo com
o tipo de organismo. No Brasil, ndo ha padrbes legais para contagem de fungos
filamentosos em ragao animal, mas, segundo o padrao utilizado nos Estados Unidos
e em paises da Unido Europeia para certificacdo de ragdo animal, recomendam-se
contagens inferiores a 4 Log UFC/g (GMP, 2008), e as industrias utilizam esses
valores como parametros, bem como o bolor visivel como indicativo para o fim da
estabilidade microbiolégica.

A tecnologia de obstaculos foi utilizada para prevenir o crescimento fungico
de isolados de Eurotium, Aspergillus e Penicillium, contaminantes comuns de produtos
de padaria. Foram testados niveis de (0,003 %, 0,03 % e 0,3 %) de propionato de
célcio, sorbato de potassio e benzoato de sédio, em diferentes condi¢cées de pH (4,5
6 e 7,5) e atividade de agua (0,80, 0,85, 0,90 e 0,95). O sorbato de potassio mostrou-
se ser o0 conservante mais eficiente quando combinado com os niveis de pH nas faixas
de 4,5 a 6 e Aa de 0,80 a 0,85 (MARIN, et al., 2002).

A alimentagao animal utiliza em sua produgao principalmente graos e cereais,
0s quais estao sujeitos a ataque fungicos desde a colheita, até o seu processamento,
comprometendo a seguranca e qualidade dos alimentos, principalmente devido ao
risco de produgao de micotoxinas. Mesmo que algumas etapas do processamento da
racdo possam reduzir o nivel de contaminacdo, ndo ha prevencido contra a
recontaminacdo, sendo imprescindivel 0 uso de recursos que visem garantir a

estabilidade dos produtos ao longo do armazenamento. A aplicagcdo de acidos
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organicos como inibidores de desenvolvimento fungico tem demonstrado bons
resultados, no entanto sdo necessarios mais estudos na nutricdo animal para
determinar as concentragcdes necessarias individualmente e de forma combinada dos

acidos que sejam economicamente viaveis e eficazes.
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4 MATERIAL E METODOS

A Figura 3 representa o fluxograma experimental do trabalho. Inicialmente foi
realizada a caracterizagdo sanitaria de amostras de milho (matéria-prima) e ragao
peletizada (produto final) de uma industria processadora de ragao, a fim de determinar
a quantidade de inéculo fungico a ser utilizada para determinagao da concentragao
inibitéria minima de Aspergillus flavus NRRL 3251. Foi determinada a CIM dos acidos
organicos: acético, latico, propiénico e sal sorbato de potassio, individualmente para
delimitar as concentracdes a serem utilizadas para determinacdo da CIM dos acidos
organicos e sal combinados. As melhores concentragcbes da CIM obtidas nas
combinacbes foram utilizadas para realizar o teste de estabilidade em racdes

peletizadas com melago externo.

Figura 3 - Fluxograma experimental do trabalho

Amostra Milho e
Racéo Peletizada

Contagem Bolores e Contagem diferencial
| eveduras Aspergillus sp.

Analise Aflatoxina B

Determinacéo Inoculo

Fungico
CIM Aspergillus flavus CIM Aspergitius flavus
NRRL3251 (Acidos NRRL3251 (Acidos
Individuais) Combinados)

Estabilidade
Racao Peletizada

Fonte: Autora
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4.1 AMOSTRAGEM

4.1.1 Milho e ragdo para caracterizagcio sanitaria

No periodo de junho a agosto de 2016, um total de 60 amostras, sendo: 30
amostras de milho e 30 de racao foram coletadas diretamente de uma industria
localizada no centro-sul do Estado do Parand, para a realizagao de contagem total de
bolores e leveduras e determinagao de aflatoxinas a fim de se caracterizar a qualidade
sanitaria da matéria-prima e da racao, a que se destinou o experimento. As amostras
de milho e ragao peletizada foram coletadas criteriosamente na mesma sequéncia de
producao, de maneira que o milho coletado na balanga de dosagem como matéria-
prima, no processo industrial, resultou na mesma batelada de ragdo produzida
coletada no resfriador. Foram coletadas 10 amostras de racdo e milho por data de
coleta. As amostras foram acondicionadas em pacotes selados e direcionados ao

complexo de laboratérios da UTFPR-FB para a realizagdo das analises.

4.1.2 Racéao peletizada para teste de estabilidade

Para realizar os testes com adicdo de antifungicos (Item 4.5) foi necessario
coletar as amostras de racao peletizada, anteriormente ao processo de melaceamento
externo. No laboratério da UTFPR-FB foram adicionados o melago e as matérias-
primas que o envolvem seguindo criteriosamente a mesma formulagao utilizada pela
industria. As amostras de racdo peletizada coletadas na industria foram
acondicionadas em pacotes selados, transportadas em caixas de isopor com
temperatura inferior a 25 °C, até o complexo de laboratérios da UTFPR-FB. A racao
foi processada nas seguintes condigdes: temperatura no condicionador 80 °C, 4 bar
de pressao, condicionamento de 45 segundos, temperatura de saida do resfriador 22
°C.

4.2 CONTAGEM TOTAL DE BOLORES E LEVEDURAS

Para determinacéo de contagem total de bolores e leveduras nas amostras de

milho e racdo peletizada, empregou-se o0 método de contagem padrdo em placas,

determinando o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) através do
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plagueamento Pour plate, seguindo os procedimentos descritos por Silva et al.,
(2007).

A contagem de bolores e leveduras foi realizada a partir de 10 g da amostra
assepticamente triturada e homogeneizada. As amostras foram adicionadas em
erlenmeyer contendo 90 mL de solugao peptonada a 0,1 %, resultando na diluigdo 10-
1. Procedeu-se a diluicdo seriada com solugdo peptonada de 10-'a 105. Depois de
realizadas as diluicbes, pipetou-se assepticamente 1 mL do inéculo diluido, em
duplicata, em placas de Petri. Em cada uma das placas foram adicionados 20 mL de
Agar Batata Dextrose (BDA) acidificado com &cido tartarico 10 % e homogeneizadas.
Apos a solidificagdo do meio, as placas foram incubadas por 7 dias em estufa BOD a
25 °C.

4.3 DETERMINAGCAO DE AFLATOXINA

A determinacao de aflatoxinas foi realizada nas amostras de milho e ragao
peletizada coletadas no periodo de junho a agosto de 2016. Foi empregada a técnica
de fluorimetria em colunas de imunoafinidade - Aflatest®, (VICAM, 2002), e a
quantificacdo através da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
espectrofotdbmetro de massa tipo triploquadrupolo - UPLC (Acquity UPLC-MS/MS,
modelo Xevo TDQ Waters). Coluna: Acquity UPLC BEH C18 (1,7um, 2,1mm d.i. x 100
mm); Fase movel A: H20 + 0,1 % Acido férmico; Fase movel B: Acetonitrila + 0,1 %
Acido férmico, utilizando padréo para aflatoxina Sigma-Aldrich, concentracdes: 2,1;
4,2;8,4; 16,8; 33,6; 67,2; 106,4 ug.kg"' cujo limite de detecgéo para aflatoxinas é de 2
ug.kg'. As analises foram realizadas pelo laboratério central da empresa onde se
desenvolveu o estudo, o qual é certificado pelo Inmetro na norma ISO/IEC 17025, e

acreditado para analise de micotoxinas.

4.4 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiNIMA (CIM) DOS
COMPOSTOS ANTIFUNGICOS

4.4.1 Preparo do inéculo

A cepa de Aspergillus flavus NRRL 3251 foi reativada em placas de Petri

contendo meio BDA (Agar Batata Dextrose), por meio da técnica de estria por
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esgotamento em superficie, as placas foram incubadas a 25 °C por 7 dias em estufa
BOD. Apo6s o periodo de incubacgao foi preparado suspensbes de esporos da cepa
NRRL 3251 em solugédo de Tween 80 (0,1 %). A contagem dos esporos foi realizada

em camara de Neubauer, através de microscopio 6tico (Motic, type 102M).

4.4.2 Preparo das concentracbes dos compostos antifungicos

As concentrag¢des dos compostos organicos testados estdo apresentadas na
Tabela 1. O preparo das solucgdes testes levou em consideracao a pureza do principio
ativo presente no rétulo, e confirmacido através de titulacbes dos acidos para a
correcao do percentual real de cada reagente. As concentragdes testadas para
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) basearam-se nos valores
sugeridos em literatura, e além destas, foram testadas concentragbes superiores e

inferiores as recomendadas.
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Tabela 1 - Acidos organicos e concentragdes testadas

Composto Concentragao (%) Mozz;]r:\c/il?de
Acido Acético CH3COOH 0,05 8,32
. 0,1 16,65
MM: 60,05 g/mol
o s o 0,2 33,30
Principio Ativo: 97,70 %
pKa: 4,75 0.5 83,26
’ 0,8 133,22
0,05 5,55
Acido Latico C3HsO3 0.1 11,01
. 0,2 22,20
MM: 90,08 g/mol
L S 0,5 55,50
Principio Ativo: 71,35 % 08 88.80
Ka: 3,88 ’ ’
pra- 3, 1,2 133,21
1,5 166,51
1,8 199,82
2,0 222,02
Acido Propi6nico C3HsO: 0,05 6,74
MM: 74,08 g/mol 0,1 13,49
Principio Ativo: 97,12 % 0,2 26,99
pKa: 4,88 0,5 67,49
0,8 107,99
0,05 3,32
0,1 6,65
Sorbato de Potassio CsH7KO- 82 ;gg;
MM: 150,22 g/mol ’ ’
o e o 0,8 53,25
Principio Ativo: 98,00 % 12 7988
pKa: 4,76 (acido sorbico) 15 99.85
1,8 119,82
2,0 133,13

Fonte: Autora

Ap0s o preparo das concentragdes foi adicionado 1 mL de cada solugao teste
em 19 mL de BDA (Agar Batata Dextrose) seguida de homogeneizacdo. O controle
negativo consistiu de 1 mL de agua destilada estéril. Uma aliquota de 1 mL da
suspensdao de A. flavus NRRL 3251 foi inoculado Pour plate para atingir a
concentracao final de 104 esporos. mL-' em placas de Petri contendo BDA acidificado
com as solugdes testes. As placas foram incubadas em estufa do tipo BOD a 25 °C
por sete dias e apos esse periodo foi realizada a leitura para observar o crescimento
do A. flavus. O pH do meio BDA acidificado com as solugdes testes foi determinado
em meio liquefeito (temperatura aproximada de 40 °C) em pH metro (Del Lab, modelo
DLA-PH) devidamente calibrado.
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4.4.3 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) da combinagao de

acidos organicos

Para a determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos
antimicrobianos combinados, foi realizado o mesmo procedimento descrito na sec¢ao
4.4.2. As concentragbes foram determinadas com base nos resultados obtidos na
determinagao da CIM dos compostos testados individualmente e também em testes
prévios realizados. A Tabela 2 apresenta as combina¢cdes dos compostos testados e
suas concentracdes. Para as combinacdes do acido acético com sorbato de potassio,
e acido propiénico com sorbato de potassio, foram incluidos tratamentos adicionais,

baseado em resultados prévios da CIM de cada agente.

Tabela 2 - Concentragdes dos acidos organicos combinados

Combinacéo de acidos (%)
AA AP | AA  SP | AL SP ! AA AL : AL AP : AP  SP
0,025 0,025: 0,025 025 : 040 040 (0025 040 | 040 0,025 0,025 0,40
0,250 0,025: 0,250 025 | 1,00 040 | 0250 040 | 1,00 0,025 0,0 0,40
0,025 0,0 | 0,025 1,00 | 040 1,00 {0,025 1,00 | 040 0,10 | 0,025 1,00
0,250 0,10 | 0,250 1,00 | 1,00 1,00 {0,250 1,00 { 1,00 0,10 | 0,0 1,00
0,137 0,062: 0,137 0625 0,70 0,70 {0,137 0,70 | 0,70 0,062 : 0,062 0,70

} 0,250 0,10 | : 0,10 0,10
10025 010 | 1 0,025 0,250
Adicionais . 0,025 0.10
. 0,10 0,250

AA: acido acéticé; AP: acido propiénico, AL: acido latico; SP: sorbato de potassio
Fonte: Autora

4.5 APLICACAO DOS ACIDOS ORGANICOS NAS RAGCOES PELETIZADAS COM
MELACO EXTERNO

Um total de 40 kg de ragdo peletizada foi fornecido por uma industria
processadora de ragdo, antes do melaceamento (ltem 4.1.2). No laboratério da
UTFPR-FB, 2,5 kg de melago liquido foi aquecido a uma temperatura de 50 °C. As
solugbes testes foram misturadas, adicionando 0,8 g por 100 g de melago. As
concentragdes utilizadas foram determinadas a partir do resultado do teste de
concentragao inibitéria minima (CIM) das combinagdes, conforme descrito no item
4.4.3. A Tabela 3 apresenta as concentragdes finais aplicadas na racao peletizada

com melacgo externo.
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Foram preparados 07 tratamentos em 3 repeti¢cdes (Tabela 3) com os acidos
aplicados no melago. Para cada tratamento procedeu-se o melaceamento externo na
racdo em um tacho para aquecimento em banho-maria de aco inox, estrutura tubular
modelo Ta Oglp/50 com capacidade para 50 litros, tipo basculante, mecanizado, com
mexedores internos helicoidais, conforme a Figura 4. Antes de iniciar o processo e
entre cada tratamento o equipamento foi higienizado com agua e sanitizado com

alcool 70 %.

Figura 4 - Tacho para homogeneizacao da ragcéo

Fonte: RUSCHEL, 2017.

Para conseguir a concentracado final desejada, respeitando o volume de
antifungico adicionado pela industria (8 kg/ton), foi necessario preparar concentracées
maiores dos acidos organicos. Para os tratamentos 5 e 6, que sdo combinagdes,
adicionou-se 0,4 g de cada agente. No tratamento 7, levando em conta a pureza do
acido latico, foi necessario adicionar 0,8 g de cada agente. As concentragdes reais
preparadas foram confirmadas através da titulacdo dos acidos para a correcao do

percentual de cada reagente encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 - Tratamentos e concentragdes de acidos organicos para o teste de estabilidade

Tratamento Concentragao Concentragao Final na
Preparada (%) Racgido % (mM)
T1 Controle sem acido 0 0
T2 Acido Propiénico Comercial 65 0,5 (67,49)
T3 Acido Propidnico 1 3,25 0,025 (3,37)
T4 Acido Propiénico 2 13 0,1 (13,49)
T5 Acido Propidnico + Acido Acético 6,5+ 65 0,025 (3,37) + 0,25 (41,63)
T6 Acido Propidnico + Sorbato Potassio 6,5+ 65 0,025 (3,37) + 0,25 (16,64)
T7 Acido Propidnico + Acido Latico 13 +52 0,1 (13,49) + 0,4 (44,40)

Fonte: Autora

Foram adicionados 86 % de ragao peletizada juntamente com 7,5 % de aveia
laminada no equipamento e procedeu-se uma pré-homogeneizagao por 20 segundos.
O melago (6 %) ja acidificado foi adicionado a 0,5 % de 6leo degomado. A mistura
melago com 6leo degomado foi homogeneizada por 15 segundos e adicionada ao
equipamento juntamente com os demais constituintes da formulagdo. Apés a adigao
de todas as matérias-primas a ragao peletizada, realizou-se a homogeneizagéo por
um periodo de 180 segundos (Figura 5), logo apos foram embaladas em pacotes de

polietileno e selados para a realizagado dos testes de estabilidade.

Figura 5 - Homogeneizagéo das ragbes com melago externo

Fonte: Autora
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4.6 DETERMINAGCAO DA ESTABILIDADE DE RACOES PELETIZADAS COM
MELACO EXTERNO

O teste de estabilidade das racbes peletizadas com melago externo foi
realizado com adaptagdes da IN 15 (BRASIL, 2005), para testes de estabilidade em
medicamentos para uso veterinario.

O experimento foi realizado no laboratério da UTFPR-FB, em estufa tipo BOD
com temperatura de 30 °C nos primeiros 30 dias e 40 °C por mais 30 dias, totalizando
60 dias do experimento. As amostras foram dispostas em pacotes de polietileno de
baixa densidade selados, enumerados aleatoriamente. No interior da BOD, foram
adicionados recipientes com agua, objetivando aumentar a umidade relativa do
ambiente e consequentemente a atividade de agua das amostras. A temperatura e
umidade relativa foram acompanhadas diariamente com o auxilio de um
termohigrometro (Incoterm, modelo 7663.02.0.00), a partir do 30° dia, foram
adicionados mais recipientes com agua no interior da BOD para que a umidade
relativa chegasse a 80 %.

As analises realizadas nas amostras foram contagem total de bolores e
leveduras, atividade de agua (Aa) umidade, pH e acidez através dos métodos
descritos no Instituto Adolfo Lutz, Portaria 108 e IN 62 do MAPA nos tempos 1, 7, 14,
30, 45 e 60 dias (IAL, 2008; BRASIL, 1991; BRASIL, 2003).

A determinacdo da estabilidade das racdes peletizadas com melago externo
foi estabelecida a partir dos resultados das analises fisico-quimicas (atividade de agua
— Aa, umidade, pH e acidez total), e analises microbiolégicas (contagem total de
bolores e leveduras). Com base nos resultados apresentados, foi avaliada a agéo dos
acidos organicos sobre a estabilidade das ragdes nas suas caracteristicas fisico-

quimicas e microbioldgicas.

4.6.1 Contagem de bolores e leveduras

A contagem total de bolores e leveduras nas amostras de racio peletizada
com melago externo adicionadas de antifungico submetidas ao teste de estabilidade,
foram realizadas em laboratério acreditado na ISO/IEC 17025, conforme descrito
anteriormente no item 4.2. A determinacao foi realizada em duplicata através da IN 62
MAPA (BRASIL, 2003).
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4.6.2 Determinacéo do pH

Para determinagao de pH, foi pesado 10 g da amostra e diluida em 100 mL
de agua destilada. A determinagao do pH foi realizada no laboratério da UTFPR-FB
em triplicata com pHmetro (Del Lab, modelo DLA-PH) devidamente calibrado com os
padrées 4 e 7 (IAL, 2008).

4.6.3 Determinacio da acidez

A determinagéo de acidez nas amostras de ragao foi realizada no laboratério
LANALLI, credenciado pelo MAPA, acreditado na ISO/IEC 17025 e acreditado pela
Cgcre (Inmetro) CRL 628, para ensaios microbioldgicos e fisico quimicos. As analises
foram realizadas em triplicata de acordo com a Portaria 108, do Ministério Da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1991). Pesou-se 5 g de amostra e
transferiu-se para um erlenmeyer de 250 mL, juntamente com 150 mL de alcool etilico
absoluto previamente neutralizado, e deixou-se em repouso por 30 minutos, com
agitacdes ocasionais (5 em 5 minutos). O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro
para um erlenmeyer de 300 mL, em seguida adicionou-se ao residuo 100 mL de alcool
etilico absoluto previamente neutralizado, deixou-se em repouso por 15 minutos com
agitacdes ocasionais e filtrou-se sobre 0 mesmo papel de filtro, juntando ao filtrado
obtido anteriormente. Procedeu-se a titulagdo com solugao de NaOH 0,1 N, utilizando
4 a 5 gotas de fenolftaleina 1 % até atingir coloragdo rosea persistente por 30

segundos.

4.6.4 Determinacao de umidade

A determinagao de umidade foi realizada em triplicata em estufa a 105 °C no
laboratério da UTFPR-FB. Em uma balanga analitica, foram pesadas 2 g das amostras
previamente trituradas e homogeneizadas, em capsulas de porcelana previamente
secas em estufa. Apds a pesagem, as amostras foram secas em estufa com circulagao
de ar na temperatura de 105 °C, até obter peso constante e resfriadas em dessecador
(IAL, 2008).
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4.6.5 Determinacio da atividade de agua

Foi realizada determinacio da atividade de agua nas amostras de ragdo no
laboratério da UTFPR-FB. Cerca de 2 g de amostra previamente triturada e
homogeneizada foi introduzida no equipamento, em ftriplicata, utilizando o aparelho
Aqualab (Decagon LITE WP4C) previamente calibrado com os padrées 0,250, 0,500
e 0,760.

4.7 TRATAMENTO DOS DADOS

Os resultados obtidos para a concentragao inibitéria minima (CIM) dos acidos
individuais e combinados, bem como os resultados do teste de estabilidade: pH,
atividade de agua, umidade e acidez foram submetidos a verificagdo de normalidade
através do teste de Shapiro Wilk. Em seguida, foi realizada analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey para comparagao das médias. Para todos os testes
mencionados anteriormente, foi utilizado o intervalo de 95 % de confianga utilizando o
software STATISTICA TRIAL (STATSOFT INC, 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacao serdao apresentados no formato de artigos

cientificos conforme anexo:

ARTIGO 1 — SINERGISMO DE ACIDOS ORGANICOS E SORBATO DE
POTASSIO PARA CONTROLE DE Aspergillus flavus TOXIGENICO.

ARTIGO 2 — ESTABILIDADE DE RACOES PELETIZADAS COM MELAGCO
EXTERNO UTILIZANDO COMBINACOES DE ACIDOS ORGANICOS E SAL.
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ARTIGO 1 — SINERGISMO DE ACIDOS ORGANICOS E SORBATO DE POTASSIO
PARA CONTROLE DE Aspergillus flavus TOXIGENICO.

RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo determinar a concentragéo inibitéria minima (CIM)
de acidos organicos e suas combinagbes para o controle de Aspergillus flavus
produtor de aflatoxina. A CIM dos &cidos acético (AA), latico (AL), propidnico (AP) e
sorbato de potassio (SP) para inibicdo de A. flavus 10* esporos.mL-! do fungo
filamentoso foi avaliada in vitro. Os melhores resultados das combinacdes foram de
AA (83,26 mM) + AP (6,74 mM), AA (8,32 mM) + SP (13,31mM) e AP (6,74 mM) + SP
(33,28 mM). A redugdo das concentragbes testadas em relagdo aquelas
recomendadas, com possibilidade de redugao de custos para as industrias. Enfatiza-
se a importancia dos testes in vitro para determinacado das concentragdes suficientes
para controle fungico.

Palavras-chave: Conservantes. Fungo. Acido fraco. Atividade antifuingica. Inibicdo do
crescimento. Sinergia.

INTRODUCAO

Aspergillus flavus €& caracterizado como fungo de armazenamento
responsavel pela deterioragao dos alimentos e também pela producao de aflatoxinas.
Estas micotoxinas sdo substancias toxicas e cumulativas na cadeia alimentar,
provocando riscos a saude humana e animal (DIDWANIA; JOSHI, 2013). Devido a
termo resisténcia destes compostos, os riscos da contaminacido devem ser
minimizados pelo controle do desenvolvimento fungico.

A substituicdo dos fungicidas quimicos toxicos a saude humana se faz
necessaria para melhoria da tecnologia de prevencao e controle microbiano. Os
acidos organicos sao conservantes comumente utilizados em alimentos e ragdes com
o objetivo de prolongar sua estabilidade, impedindo assim o crescimento de
microrganismos indesejaveis. Os acidos e sais organicos mais utilizados s&o o 4cido
latico, acético, propidnico e sorbato de potassio. Estes compostos séo classificados
como geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) pela Food and Drug
Administration - FDA (2015 a,b,c,d).

A eficiéncia dos acidos organicos depende de fatores como constante de
dissociagao, atividade de agua, pH, temperatura de estocagem dentre outros (FAO,

2010; HUANG et al., 2010). Inibidores fungicos a base de acidos organicos sao cada
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vez mais utilizados pelas industrias a fim de garantir a qualidade dos alimentos e
aumentar a sua vida de prateleira, pois sdo considerados simples, rapidos, baratos e
eficientes (BELLAVER; SCHEUERMANN, 2005).

O uso de substancias quimicas com acgao antifungica é difundido, mas ainda
restrito quando comparado com o numero de antimicrobianos disponiveis no mercado,
gerando duvidas quanto ao melhor produto a ser utilizado (NOBRE et al., 2012). A
acao combinada de compostos antimicrobianos pode apresentar efeitos sinérgicos,
reduzindo as concentragdes necessarias para controle fungico. Portanto, o trabalho
teve como objetivo avaliar combinagdes de compostos antimicrobianos compostos por

acidos organicos para o controle de A. flavus produtor de aflatoxina.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar o nivel de contaminagao por Aspergillus flavus e por aflatoxina,
foram coletadas 30 amostras de milho e 30 de racédo peletizada de uma industria
localizada no centro-sul do Estado do Parana, no periodo de junho a agosto de 2016.
Sendo que as amostras de ragao foram referentes a ragdo processada a partir do lote
de milho amostrado.

A contagem total de bolores e leveduras foi realizada de acordo com Silva et
al (2007). A aflatoxina B1 foi extraida por coluna de imunoafinidade - Aflatest®,
(VICAM, 2002), e a quantificacdo através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado ao espectrofotdmetro de massa tipo triploquadrupolo — UPLC (Acquity
UPLC-MS/MS, modelo Xevo TDQ Waters). Coluna: Acquity UPLC BEH C18 (1,7um,
2,imm d.i. x 100 mm); Fase mével A: H20 + 0,1 % Acido férmico; Fase mével B:
Acetonitrila + 0,1 % Acido férmico, utilizando padrdo para aflatoxina Sigma-Aldrich,
com limite de detecgdo para aflatoxinas de 2 pg.kg.

Os seguintes agentes antimicrobianos foram avaliados: Acido Acético (p.a.,
97,70 %, pKa: 4,75), Acido Latico (71,35 %, pKa: 3,88), Acido Propiénico (97,12 %,
pKa: 4,88), Sorbato de Potassio (98,00 %, pKa: 4,76 do acido soérbico) diluidos em
agua destilada (pH 7,0) estéril. A determinagao da concentragao inibitéria minima foi
realizada com os acidos e suas combinagdes (Tabela 4) frente a cepa Aspergillus
flavus NRRL 3251 produtora de aflatoxina Bs1.



75

Tabela 4 - Concentracdes dos acidos organicos combinados
Combinacgéo de acidos (%)
AA AP | AA  SP : AL SP ! AA AL : AL AP : AP _ SP
0,025 0,025; 0,025 025 | 040 040 {0025 040 | 040 0,025 0,025 0,40
0,250 0,025! 0,250 025 | 1,00 040 {0250 040 | 1,00 0,025 0,10 0,40
0,025 0,10 | 0,025 1,00 | 040 1,00 {0025 1,00 | 040 0,10 : 0,025 1,00
0,250 0,10 | 0,250 1,00 | 1,00 1,00 {0250 1,00 { 1,00 0,10 : 0,10 1,00
0,137 0,062 0,137 0625 070 0,70 :0,137 0,70 ! 0,70 0,062 : 0,062 0,70

| 0,250 0,10 | © 0,10 0,10

Adicionais | 0,025 0,10 50,025 0,250
| 10,025 0,10

' 0,10 0,250

AA: acido acéticcla; AP: acido propiénico, AL: acido latico; SP: sorbato de potassio
Fonte: Autora

Aliquotas de 104 esporos. mL' da cepa NRRL 3251 foram inoculada Pour
plate (1 mL) e Spread plate (100 uL) 104 esporos. mL' com 19 mL de agar BDA
adicionado de cada agente antifungico. As placas foram incubadas em estufa BOD a
25 °C por 7 dias, seguido da contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).
A partir da determinagcado da concentragao inibitéria minima (CIM) de cada agente
testado isoladamente, foram testadas combinag¢des de dois agentes sobre o inéculo
fungico. O pH do meio foi determinado de acordo com os procedimentos descritos
pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

O indice da concentragdo fracionaria inibitéria (ICFI) foi determinada de
acordo com Odds (2003).

ICFI=ZFIC=FICa1 +FICA2= Ca1 + Ca2
CIMa1 CIMa2 (1)
Onde C a1 e C a2 = menor concentragdo da combinagao dos agentes A1 e A2
com atividade antimicrobiana, CIMa1 e CIMa2 a concentragao inibitéria minima dos
agentes A1 e A2 quando isolados, respectivamente. Para analise da interacdo entre
os agentes combinados, considerou FICI < 0,5 efeito sinérgico; 0,5 < FICI < 4
indiferente; e FICI = 4 antagonismo (ODDS, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo do inoculo fungico que foi testado nos testes in vitro, foi
definida baseado na contagem de bolores e leveduras de amostras de milho e ragao

de uma industria processadora, conforme apresenta a Tabela 5.
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Tabela 5 - Contagem total de bolores e leveduras em amostras de milho e ragéo peletizada

Contagem Numero de amostras contaminadas
. Aspergillus flavus Bolores e leveduras (Total)
1
(Log UFC.g") Milho Racao Milho Raco
n.d.-2 0 15 0 23
3-3,9 23 15 13 6
4-4,7 8 0 17 1

N =60, sendo: milho n=30, ragdo n=30.
Fonte: Autora

O maior nivel de contaminagao por Aspergillus flavus foi de 3,3, e 4,7 Log
UFC.g' em amostras de racdo e de milho, respectivamente. Considerando que o
milho representa em torno de 40 % da formulag&o das ragbes e que o milho no caso
foi a matéria prima para processar esta ragdo, uma reducdo na contaminagcao era
esperada. Além disso, ha de se considerar o tratamento térmico aplicado na
peletizagdo das ragées que reduziu a contaminagao microbiolégica no produto final
(MACIOROWSKI et al., 2007). Aléem da presenca de A. flavus outro fator a ser
controlado é a contaminagdo por micotoxinas. Pois embora o tratamento térmico
reduza a contaminagéo fungica, as suas toxinas sdo termorresistentes. Entre as
amostras de milho e ragao analisadas, aflatoxina B+ foi detectada em apenas 3
amostras de milho em concentragdes de 2 a 15 ug.kg', valores de acordo com os
limites estabelecidos por legislagdo nacional e internacional (BRASIL, 2011, CE, 2003).
Destaca-se ainda a importancia do controle de armazenamento pds processamento
térmico, visto que o produto pode sofrer recontaminagcao (CORADI et al., 2013).

Baseado na contagem maxima de col6nias de A. flavus (~4 Log UFC.g") nas
amostras analisadas (Tabela 5), foi definido a concentragdo de (10* esporos.mL)
para o inoculo fungico nos testes in vitro. A Tabela 6 apresenta as concentragdes

inibitérias minimas (CIM) e o pH de cada composto testado.

Tabela 6 - Concentragao inibitéria minima (CIM) dos compostos antimicrobianos testados contra
Aspergillus flavus NRRL 3251 (10* esporos.mL™") e pH

Composto (pKa) CIM % (mM) pH
Acido acético (4,75) 0,5 (83,26) 4,14 £ 0,020
Acido propiénico (4,88) 0,2 (26,99) 4,59 + 0,010
Acido latico (3,88) >2,0 (222,02) 3,35+ 0,009
Sorbato de potassio (4,76)# 2,0 (133,13) 7,04 £ 0,008

#pKa referente ao acido sérbico
Fonte: Autora

Os compostos antimicrobianos em alimentos e ragao sao aplicados

industrialmente misturados na matriz alimentar. Mas ha de considerar que a
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contaminagcdo fungica pode se dar por matéria-prima contaminada ou por
recontaminagao apos o processamento. Para avaliar estas condigbes foram testadas
duas técnicas de inoculagao: 1 mL em profundidade (Pour plate) e 100 pl em superficie
(Spread plate). As concentracgdes inibitérias minimas (CIM) dos compostos testados
(Tabela 6) foram as mesmas independente da técnica de inoculagao.

Entre os acidos testados, o acido propiénico (pKa = 4,88) foi o acido que
apresentou menor CIM para inibir A. flavus NRRL 3251 (26,99 Mm) com valor de pH
4,59, um pouco abaixo de seu pKa (Tabela 6). Os valores de CIM para os compostos
testados foram 0,5 % (83,26Mm) pH 4,14 para acido acético (pKa 4,75) e o acido latico
(pKa 3,88) n&o apresentou atividade inibitoria mesmo na maior concentracdo testada
(222,02 mM, pH 3,35). A capacidade de inibigdo dos acidos é relacionada ao valor do
pH do meio que deve ser menor que o pKa do acido em questdo, pois a acao
antimicrobiana é atribuida a forma ndo dissociada do acido (CRAMER;
PRESTEGARD, 1977).

Devido a baixa solubilidade do acido soérbico de 0,25g em 100 mL de agua a
30 °C (O'NEIL, 2013), neste experimento foi testado o seu sal, sorbato de potassio
que apresenta solubilidade 58,2 g/100 mL de agua a 25 °C (WEAST, 1979). A CIM do
SP para inibir a cepa NRRL 3251 foi de 113,13 mM (2,0 %). Considerando o pK do
acido sorbico, 4,76, o pH do meio 7,04 (Tabela 6) interferiu diretamente na acédo do
SP, que se manteve dissociado. Em matriz acidificada com acido citrico (pH 4,5)
favorece a protonacédo do sal, sendo que nestas condigbes 0,3% do SP foram
suficientes para controle de 10% esporos. mL-' de Aspergillus sp. em massa de pdo
(GUYNOT et al., 2005).

A avaliagdo da contaminagao fungica do tipo de alimento que pretende-se
aplicar determinado agente antimicrobiano é importante para determinagédo da CIM.
Além disso, os testes in vitro, deve simular também a forma de aplicagao pretendida
do composto. Dependendo da concentragdao do inéculo e forma de aplicacao
diferentes concentracdes de CIM sao relatadas para controle de A. flavus. Em um
estudo de cepas A. flavus toxigénicas e nado toxigénicas, a CIM apresentada pelo acido
aceético variou de 38,1 mM - pH 4,69 a 41,6 mM - pH 4,62, sendo as cepas toxigénicas
mais sensiveis (PELAEZ et al., 2012). O maior valor, ou seja, a CIM para cepas ndo
toxigénicas correspondeu a metade da CIM apresentada para controle de A. flavus
NRRL3251 (83,26 mM, Tabela 6). No entanto Peldez et al. (2012) inocularam 102
esporos por placa (10 yL de 104 UFC.mL™"), ja a cepa NRRL 3251 foi inoculada em
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maior numero de esporos (103) sendo necessario entdo uma concentragdo maior de
acido acético para inibir seu crescimento (Tabela 6). Por outro lado, em suporte sélido
(disco de papel) o inéculo de 5,0 x 105 UFC.mL" de A. flavus foi inibido com 0,35%
(57,85 mM) de acido acético (HIGGINS; BRINKHAUS, 1999).

O acido latico um acido fraco de cadeia curta (CH3-CHOH-COOH) é
considerado um eficiente antimicrobiano, sendo sua agdo mais relatada para o
controle de bactérias (MUYNCK et al.,, 2004). O controle de bolores por sua vez,
requer concentragdes mais elevadas de acido latico. Concentragdes de 405,4 mM em
pH 2,69 foi necessaria para inibir cepa toxigéncia de A. flavus AFUNL1 (PELAEZ et
al., 2012), ou seja, o dobro da maior concentracao testada frente a cepa NRRL 3251
(Tabela 6), sendo esta resistente a 222,2 mM de acido latico. Os dados indicam que
para a atividade antifungica € necessario que o acido esteja predominantemente na
sua forma nao ionizada.

A avaliacdo do efeito do pH na determinacado CIM dos acidos propidnico,
acético e latico demostrou uma maior efetividade destes acidos em pH 3,0 quando
comparado a pH 5,0 e 7,0 para controle de bolores. Em pH 7, todos os acidos
requereram concentracdes = 500 mM para a inibicdo das cepas A. fumigatus J9 e A.
nidulans J283. Em pH 5,0 os valores de CIM para acido propiénico e acético foram 50
e 80 mM, respectivamente, e acima de 500 mM para acido latico. Em pH 3, os valores
de CIM foram de < 20 mM para acido propibnico e acético, e = 200 mM para o acido
latico (LIND; JONSSON; SCHNURER, 2005). Os resultados atestam a importancia da
forma n&o dissociada na agao antimicrobiana de acidos organicos.

Outros mecanismos de agao dos acidos organicos podem ser em decorréncia
do estresse oxidativo e perturbacdo na membrana plasmatica (PIPER, 1999;
STRATFORD; ANSLOW, 1998). Os acidos fracos podem inibir a glicélise, uma vez
que uma enzima chave da glicélise, a fosfofrutoquinase é sensivel a valores baixos
de pH (KREBS et al., 1983). A analise da atividade enzimatica de A. niger, sugere
uma reducao substancial na atividade enzimatica a medida que o pH reduz para
valores inferiores a 6,0 as enzimas mais sensiveis ao pH testado foram hexoquinase
e fosfofrutoquinase (LEGISA; GRDADOLNIK, 2002).

A interagdo de acidos organicos pode apresentar um efeito sinérgico,
tornando a membrana das células mais permeaveis a outros acidos. A sinergia &
detectada quando a combinagao de dois compostos é mais eficaz do que o composto

sozinho, quando a inibicdo € superior a individual ou quando ocorre uma reducao de
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1 Log em comparacgao ao composto sozinho (LACHOWICZ et al., 1998; NAZER et al.,
2005; PERIAGO; PALOP; FERNANDEZ, 2002). Uma medida para avaliar a sinergia
€ a determinacgao do indice da concentragao fracionaria inibitéria (ICFl), que calculado
a partir da CIM dos agentes isolados e combinados (ODDS, 2003). A Tabela 7
apresenta a CIM, pH e os valores do ICFl dos acidos combinados sobre A. flavus
NRRL 3251.

Tabela 7 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) e indice da concentragao fracionaria inibitoria (ICFI)
para controle de Aspergillus flavus NRRL 3251 (10* esporos.mL-") e pH

Composto combinado CIM % pH ICFI
(mM)

AA (41,63) + AP (3,37) 0,25 + 0,025 4,29 + 0,005 0,62
AA (4,16) + SP (6,65) 0,025+ 0,1 5,45+ 0,010 0,09
AL (44,40) + SP (26,62) 04+0,4 4,22 + 0,020 -
AA (41,63) + AL (44,40) 0,25+04 3,81 +£0,010 -
AL (44,40) + AP (13,49) 0,4+0,1 3,810,010 .
AP (3,37) + SP (16,64) 0,025 + 0,25 5,81+ 0,010 0,25

AA: acido acético (pKa:4,75); AP.: acido propibnico (pKa: 4,88), AL: acido latico (pKa: 3,88); SP:
sorbato de potassio (pKa: 4,76 acido soérbico).

Os valores de ICFI indicaram o efeito sinérgico (IFCI<0,5) foi detectado na
combinacao de sorbato de potassio com acido acético (ICFI= 0,09, pH 5,45) e com
acido propiénico (ICFl= 0,25, pH 5,81). Isoladamente o sorbato de potassio
apresentou CIM (133,13 mM) em pH 7,04 (Tabela 6), mas a sua acao antifungica &
mais efetiva se aplicado em condigdes acidas (Guynot et al., 2005). Quando
combinado o sorbato de potassio apresentou atividade em pH que variou de 4,22 a
5,81 em concentracbes de 6,25 a 26,62 mM, para acido acético e latico,
respectivamente (Tabela 7). Em condigbes acidas ha o predominio do acido soérbico
(pKa 4,76), indicando a contribuicdo direta do &cido latico para este efeito.
Considerado o acido mais forte entre os testados (pKa 3,88), o acido latico nao
apresentou atividade antifungica isoladamente (Tabela 6), mas foi capaz, quando
combinado de inibir o A. flavus NRRL 3251 na concentracdo de 44,40 mM,
contribuindo para acao do sorbato de potassio e demais acidos.

O pH do citoplasma é considerado neutro, assim o acido sérbico (pKa 4,76),
além de reduzir o pH intracelular, exerce agdao no metabolismo (STRATFORD;
ANSLOW, 1998). As enzimas sulfidrilicas fumarase, aspartase e succinato
desidrogenase sao inibidas pelo acido sérbico, impedindo a assimilagdo oxidativa da
glicose, acetato, succinato e fumarato (YORK; VAUGHN, 1964).
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A permeabilidade na membrana depende da lipofilicidade do composto e
contribui para a agédo antimicrobiana. A concentracdo do acido propiénico combinado
com acido latico (13,49 mM) e acético (3,37 mM) foi duas e oito vezes inferior (Tabela
7), respectivamente, quando comparado com a sua CIM isoladamente (26,99 mM,
Tabela 6). Considerando os coeficientes de particao (Log P), entre os acidos testados,
0 acido propiénico é o mais lipofilico Log P = 0,33, ja os acidos latico (Log P =-0,72)
e acético (Log P =-0,17) sao considerados hidrofilicos (HANSCH et al., 1996). Assim,
a combinagcdo com o acido latico e acético contribuiu para a forma nao ionizada do
acido propibnico favorecendo a sua permeabilidade na membrana.

A principal atividade dos acidos ¢é atribuida as moléculas n&o dissociadas, que
ocorre em valores de pH baixos. O predominio da forma nao dissociada de acidos
lipofilicos favorece a sua permeabilidade na membrana plasmatica por difusdo. No
citoplasma, com o pH proximo a 7,0 as moléculas de acido sdo dissociadas e se
acumulam dentro da célula, diminuindo o pHi (pH intracelular), acidificando-o e
inibindo o metabolismo, especialmente as enzimas glicoliticas (BRUL; COOTE, 1999;
STRATFORD; ANSLOW, 1998). A interferéncia no metabolismo provocadas por
acidos organicos, reduz da taxa de crescimento e estende a fase de declinio
microbiano (PELAEZ et al., 2012; MOLINA; GIANUZZI, 1999).

Com os resultados obtidos in vitro é possivel propor a industria testes in loco,
em concentracbes mais baixas de acidos organicos em relacdo as concentragcdes
recomendadas pelos fornecedores de agente antifungico comercial. Exemplificando,
atualmente é recomendado para ragdes melagadas, o uso de acido propiénico na
concentracao de 0,5 % (67,49 mM) no melago. Considerando o prego destes agentes,
o acido acético (80 %) é o de menor custo (US$ 1,43/ kg), seguido do acido propidnico
(US$ 3,51 / kg, 65 %), acido latico (US$ 5,68/kg, 85 %) e sorbato de potassio (US$
7,45/ kg, 98 %), considerando a cotacdo em setembro de 2017. Considerando o valor
do acido propiénico comumente utilizado pelas industrias, calculou-se o custo relativo
das combinagdes (Tabela 8) Devido a maior concentragao requerida e maior custo,
as combinagcdes com acido latico se revelaram as mais caras. Mas as demais
combinagcbes apresentariam menor custo que o &acido propidnico utilizado
industrialmente. Embora o sorbato de potassio seja 0 mais caro a combinagdo com
acido propiénico poderia reduzir 24,63 % do custo deste ultimo sozinho. Destaca-se
ainda a combinacéo do acido acético e sorbato de potassio, que representaria uma

economia de 70,19 % para a industria. Economia ainda mais vantajosa de 78,42 %
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seria possivel se aplicada a combinagao de acido acético e propidnico. O uso de
compostos antimicrobianos em alimentos é resultante primeiramente de testes obtidos
in vitro onde as condi¢cbes do experimento s&o controladas. Ha de considerar que
estes valores sédo estimados e na escala industrial os ajustes s&o necessarios, mas

ainda assim, os valores s&0 expressivos.

Tabela 8 — Custo relativo da combinagéo de acidos organicos de sorbato de potassio em relagéo ao
acido propiénico comercial.

Compostos comerciais * (US$.kg™) Concentragao Custo relativo™
(%) (%)
AP comercial (5,40) 0,5

AA (1,79) + AP (5,40) 0,25 + 0,025 -78,42

AA (1,79) + SP (7,60) 0,025+ 0,1 -70,19

AL (6,68) + SP (7,60) 04+04 +111,55

AA (1,79) + AL (6,68) 0,25+0,4 -1,03

AL (6,68) + AP (5,40) 0,4+0,1 +18,96

AP (5,40) + SP (7,60) 0,025 + 0,25 -24,63

* preco considerando 100 % do produto; ** custo relativo ao AP comercial
Fonte: Autora.

Para aplicagao de acidos organicos como agentes antifUngicos em ragdes, ha
de se considerar os constituintes da racao, e também do melago, no caso de ragdes
melagadas, que poderao interferir para que nao haja a mesma reducgao de pH obtida
nos testes in vitro. O crescimento de bolores em alimentos depende de diversos
fatores como a composigao do produto, pH, atividade de agua, temperatura, umidade
relativa, presenga e concentragdo de conservantes, bem como tempo de
armazenamento (KOSEGARTEN et al.,, 2017). Se armazenadas em locais com
temperaturas e umidade relativa elevadas, a racdo absorvera a agua do ambiente,
elevando sua atividade de agua e umidade, proporcionando condigbes favoraveis a
proliferacao fungica. O uso de conservantes com acgao antifungica, podera servir entao

de barreira para o controle dessas condi¢cdes de armazenamento.

CONCLUSAO

Considerando que as contagens de bolores e leveduras nas amostras de
milho e racdo chegaram a valores de 4 Log UFC.g', além da presenga do género
Aspergillus sp. e a presenca de AFB1 em trés amostras de milho, mesmo que abaixo
dos limites aceitaveis, o alerta se da aos riscos de recontaminagéo do produto final.
Os acidos acético e propidnico apresentaram sinergismo in vitro quando combinados

com sorbato de potassio no controle de Aspergillus flavus. As determinagdes da CIM
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e do ICFI se destacam, pois, revelaram menores concentragdes necessarias para
controle fungico, com possiblidade de reducdo de custos quando comparados as

doses de acido propidnico comumente aplicado na industria.
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ARTIGO 2 — ESTABILIDADE DE RACOES PELETIZADAS COM MELACO EXTERNO
UTILIZANDO COMBINACOES DE ACIDOS ORGANICOS E SAL.

RESUMO

As racdes destinadas a animais, s&o produzidas a partir de graos e cereais, 0s quais
sdo naturalmente contaminados por bolores. Devido a produg¢do de micotoxinas por
algumas espécies fungicas, a presenca destes representa um risco a saude humana
e animal. Os acidos orgéanicos e suas combinag¢des sdo uma alternativa para controlar
o crescimento fungico em graos e ragdes. No entanto, as dosagens a serem utilizadas
para sua real efetividade requerem mais estudos. O objetivo desta pesquisa foi
determinar a estabilidade de ragdes peletizadas com melaco externo adicionadas de
combinagdes de acidos organicos. Foram preparados 7 tratamentos (T1: Controle
sem acido, T2: AP comercial, T3: AP1 0,025%, T4: AP2 0,1%, T5: AP+AC
0,025+0,25%, T6: AP+SP 0,025+0,25% e T7: AP+AL 0,1+0,4%) com concentragdes
de 4cidos organicos e avaliado a estabilidade na ragdo armazenada por um periodo
de 60 dias. As analises de contagem total de bolores e leveduras, umidade, pH,
atividade de agua e acidez, foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 30, 45 e 60 dias.
Nao foi possivel avaliar os diferentes tratamentos quanto a estabilidade das racdes
peletizadas com melago externo ao longo do armazenamento. Sendo que, a atividade
de agua foi o principal interferente no estudo de estabilidade da racao, pois os valores
de Aa ao longo do armazenamento foram inferiores aos limites minimos necessarios
para o desenvolvimento de fungos deteriorantes (0,80). Ocorreu a reducéo de 2 Log
UFC.g" para 1 Log UFC.g' na contagem de bolores e leveduras ao final do
experimento para todos os tratamentos, independente da concentracdo de acido. Nao
foi possivel estabelecer uma correlagdo da redugdo da contaminagao fungica e a
adicao dos acidos organicos, visto que, os fatores intrinsecos e extrinsecos tiveram
influéncia direta nos resultados obtidos.

Palavras-chave: Antifungico. Vida de prateleira. Nutricdo animal. Preservacéao.
Alimentacao e Racgbes.

INTRODUGAO

A inocuidade alimentar € um desafio incessante na formulacao da dieta das
diferentes espécies animais, principalmente porque diversas classes de
contaminantes podem ser veiculados pelos alimentos, afetando a saude, a producao
e ainda entrar na cadeia alimentar (DILKIN et al., 2016).

A racédo animal em fungcdo da sua composicdo e de suas matérias-primas
serem graos e cereais € naturalmente contaminada por diversos fungos, os quais

podem ser também produtores de micotoxinas, representando um risco de saude para
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animais e humanos (GONCALVES; CORASSIN; OLIVEIRA, 2015; ALONSO et al.,
2013). Além dos riscos de producédo de micotoxinas, fungos em ragdes para animais
de producado remetem a perdas econOmicas, reducdo de nutrientes, afetam a
palatabilidade e desempenho dos animais (DANTIGNY et al., 2005).

A ocorréncia de fungos em racao esta relacionada principalmente a utilizagao
de produtos contaminados. No entanto, algumas espécies podem resistir ao
processamento e tratamento térmico, como é o caso da peletizagao das ragdes, e se
desenvolver em ragcfes armazenadas desde que expostas a ambientes com
condigbes propicias ao desenvolvimento fungico, como alta umidade relativa e
temperaturas (FAO, 2004).

Uma alternativa para o controle da contaminagédo fungica, € o uso de acidos
organicos de cadeia curta, que possuem um vasto campo de aplicagao em alimentos,
matérias-primas e racdes. Podem ser utilizados como acidulantes, antimicrobianos e
como melhoradores de desempenho a animais (RICKE et al., 2003).

A utilizagdo de combinagdes de acidos organicos e sais pode propiciar a
reducao das concentracdes utilizadas individualmente, garantido a eficacia no controle
de bolores e leveduras (SAVARD et al., 2002). Portanto, o trabalho teve como objetivo
determinar a estabilidade de ragdes peletizadas com melagco externo adicionadas de
combinacdes de acidos orgénicos e sal através de 7 tratamentos com &acido
propiénico, e suas combinagdes com acido acético, latico e sorbato de potassio para

o controle do desenvolvimento fungico.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Para realizagao do teste de estabilidade em racao peletizada com melaco
externo com adicdo de combinagdo de acidos organicos e sal, foram coletadas
amostras da racado e das demais matérias-primas que compunham a formulagcao em
uma industria processadora. Foram coletados 40 kg de racéo peletizada, 2,5 kg de
melago liquido, 3,5 kg de aveia laminada e 500 g de 6leo degomado. No laboratério
da UTFPR-FB adicionou-se 0 melago e as demais matérias-primas que o envolvem,

seguindo criteriosamente a mesma formulacgao utilizada pela industria.
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Aplicagao dos acidos organicos nas ragoes peletizadas com melago externo

As concentragdes de acidos organicos utilizadas foram determinadas a partir
do resultado do teste de concentragao inibitéria minima (CIM), de acordo com o Artigo

1, dos acidos combinados (Tabela 9).

Tabela 9 - Tratamentos e concentragdes de acidos organicos para o teste de estabilidade

Tratamento Concentragao Concentragao Final na
Preparada (%) Racgao % (mM)
T1 Controle sem acido 0 0
T2 Acido Propidnico Comercial 65 0,5 (67,49)
T3 Acido Propibnico 1 3,25 0,025 (3,37)
T4 Acido Propiénico 2 13 0,1 (13,49)
T5 Acido Propidnico + Acido Acético 6,5+ 65 0,025 (3,37) + 0,25 (41,63)
T6 Acido Propidnico + Sorbato Potassio 6,5+ 65 0,025 (3,37) + 0,25 (16,64)
T7 Acido Propi6nico + Acido Latico 13 +52 0,1 (13,49) + 0,4 (44,40)

Fonte: Autora

As solugdes testes foram misturadas, adicionando 0,8 g da solugéo teste por
100 g de melago. Foram preparados 07 tratamentos em 3 repetigdes, totalizando 126
amostras. Apds a adigao das solugdes testes ao melago e homogeneizagao, realizou-
se a inclusao de 86 % de ragao peletizada juntamente com 7,5 % de aveia laminada
e procedeu-se uma pré-homogeneizagao por 20 segundos. O melago (6 %) ja
acidificado foi adicionado a 0,5 % de 6leo degomado. A mistura melago com dleo
degomado foi homogeneizada por 15 segundos e adicionada ao equipamento
juntamente com os demais constituintes da formulacéo. Apos a adicao de todas as
matérias-primas a ragao peletizada, realizou-se a homogeneizagao por um periodo de
180 segundos em um tacho de ago inox mecanizado, com aquecimento em banho-
maria, tipo basculante, com mexedores internos helicoidais. As amostras foram
embaladas em pacotes e selados para a realizacdo dos testes de estabilidade. A
Figura 6 representa o fluxograma de producdo da ragédo peletizada com melago

externo.
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Figura 6 - Fluxograma do processo de produgéo de ragao peletizada com melago externo
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Fonte: Autora.

Determinacao da estabilidade de ragoes peletizadas com melago externo

O teste de estabilidade das ragdes peletizadas com melago externo foi
realizado com adaptagdes da IN 15 (BRASIL, 2005), para testes de estabilidade em
medicamentos para uso veterinario.

O teste de estabilidade acelerada foi realizado por um periodo de 60 dias em
estufa BOD. Nos primeiros 30 dias a estufa BOD foi mantida a 30 °C e nos 30 dias
subsequentes, a 40 °C. No interior da estufa foram adicionados recipientes com agua,
para aumentar a umidade relativa. A temperatura e umidade relativa foram
acompanhadas diariamente com o auxilio de um termohigrometro, a partir do 30° dia,
foram adicionados mais recipientes com agua no interior da BOD para que a umidade
relativa chegasse a 80 %, aumentando a atividade de agua da racao.

As andlises realizadas nas amostras de ragcdo foram contagem total de
bolores e leveduras, atividade de agua (Aa) umidade, pH e acidez através dos
métodos descritos no Instituto Adolfo Lutz, Portaria 108 e IN 62 do MAPA nos tempos
1,7,14, 30, 45 e 60 dias (IAL, 2008; BRASIL, 1991, BRASIL, 2003).

A estabilidade das racdes foi determinada com base nos resultados

apresentados para Aa, umidade, pH, contagem de bolores e leveduras, e acidez total,
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avaliando a agcado da combinacao dos acidos organicos nas caracteristicas fisico-

quimicas e microbiologicas das racdes peletizadas com melago externo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacgao da estabilidade de ragoes peletizadas com melago externo

O crescimento de bolores em alimentos depende de diversos fatores como a
composigao do produto, pH, atividade de agua, temperatura, umidade relativa,
presenga e concentragdo de conservantes, bem como tempo de armazenamento
(KOSEGARTEN et al., 2017).

A maioria das pesquisas voltadas em avaliar o tempo de crescimento ou
deterioracdo causada por um microrganismo € realizada em meios apropriados para
o seu desenvolvimento, os fatores como composi¢cao dos alimentos, capacidade de
interacbes microbianas e a presenca de agentes antimicrobianas n&o séo
considerados (GOUGOULI et al., 2011).

Para verificar a possivel eficiéncia no controle fungico de racdes peletizadas
com melaco externo, foram realizados testes com agentes antifungicos adicionando
acidos organicos e sal. Considerando que as matérias-primas das ragdes sao graos e
cereais, e que esses estao naturalmente contaminados por fungos desde o campo até
0 armazenamento e processamento, a racdo também apresenta uma carga inicial de
contaminacdo. Aliada a presenca do melaco adicionado externamente a racao, a sua
caracteristica higroscopica pode favorecer a absor¢ao de agua do ambiente. Se
armazenadas em locais com temperaturas e umidade relativa elevadas, a ragao
absorvera a agua do ambiente, elevando sua atividade de agua e umidade,
proporcionando condigdes favoraveis a proliferagcéo fungica.

As amostras de racao foram armazenadas por um periodo de 60 dias e
analisadas ao longo do tempo em relagdo a alteragdes fisico-quimicas e
microbiolégicas. A Tabela 10 expressa os resultados das analises microbioldgicas na

racao ao longo do armazenamento.
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Tabela 10 - Contagem total de bolores e leveduras ragdo ao longo do armazenamento

Contagem (Log UFC.g™")

Tratamento 1 dia 7 dias 14 dias 30 dias 45 dias 60 dias
T 256+037 2,71+0,05 205+0,17 2,36+041 1,93+0,06 n.d**
T2 246+0,09 257+0,21 184+033 242+040 1531020 0,9+0,85
T3 232+021 254+026 129+1,12 264+040 162+028 0,83+0,75
T4 265+0,19 263+0,09 174+046 2,32+047 129+1,12 1,63+0,59
T5 255+0,06 255+0,38 2,05+020 240+0,22 1,83+0,08 1,10+ 1,01
T6 241+017 2651026 200+0,15 2,24+0,81 1,74+0,16 0,87 0,80
T7 225+0,09 236+0,25 153+040 2,29+0,32 1,81+0,31 n.d**

*Os resultados acima se referem a média + desvio padrao de trés repeticbes analisadas em duplicata.
**n.d: Nao detectado. T1: Controle sem acido; T2: AP comercial; T3: AP1 (0,025%); T4:AP2 (0,1%);
T5: AP+AC (0,025+0,25%); T6: AP+SP (0,025+0,25%); T7: AP+AL (0,1+0,4%).

Fonte: Autora.

Os resultados da analise realizada no primeiro e sétimo dia de coleta para
contagem total de bolores e leveduras, demonstram que a contaminagao natural inicial
da racgado e apods 7 dias na BOD a 30 °C variou de 2,25 a 2,71 Log UFC.g™! para todos
os tratamentos realizados. Pode-se verificar um pequeno aumento nas contagens de
uma semana para a outra, no entanto, mantendo-se na mesma escala logaritmica, 2
Log UFC.g'. Nao sendo possivel verificar diferencas entre os tratamentos realizados.

Ap0os 14 dias de armazenamento, em todos os tratamentos, incluindo controle
sem acido (T1) é possivel verificar uma reducao da contagem fungica. Os tratamentos
2, 3,4 e 7 passaram de 2 Log UFC.g "' para cerca de 1 Log UFC.g'. O tratamento 3
(Acido propidnico 0,025 %), foi o que sofreu a maior redugéo, passando de 2,54 para
1,29 Log UFC.g™.

Apos 30 dias de armazenamento, a contagem fungica apresentou uma
alteracdo de 1 Log para Log 2 UFC.g"' em todas as amostras, independente do
tratamento, variando de 2,29 Log UFC.g™' (T7) a 2,64 Log UFC.g" (T3).

Os resultados da analise realizada aos 45 dias demonstram um decréscimo
na contagem de bolores e leveduras para todas as amostras. Sem excegdo, 0s
tratamentos sofreram reducao de 2 Log UFC.g" para 1 Log UFC.g", em contagens
que variaram de 1,29 Log UFC.g" para o tratamento 4 (Acido propiénico 0,1 %), até
1,93 Log UFC.g" para o tratamento 1 (controle). No final do experimento, em 60 dias
de armazenamento a contagem fungica variou de n.d (T1 e T7) a 1,63 Log UFC.g"’
(T4)

A contaminacdo fungica inicial das racdes para animais de producéo

apresenta bastante variagdes entre as industrias, podendo ser em decorréncia das
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matérias-primas utilizadas, bem como as técnicas de armazenamento e controle de
qualidade. Alguns estudos sugerem contaminagdes de 2 a 3 Log UFC.g' (GABBI,
CYPRIANO; PICCININ, 2011; GUERRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006) até 5 Log
UFC.g" (ROSA et al., 2005; GUERRA et al., 2005).

A legislacdo brasileira ndo estabelece padrdes legais para contaminagao
fungica e nem limite maximo tolerado em ragao animal. No entanto, padrdes utilizados
em outros paises, recomenda-se contagens inferiores a 4 Log UFC/g (Good
Manufacture Practice — GMP, 2008).

Os baixos valores de contagem fungica (Tabela 10), ndo podem ser
associados a efetividade dos acidos organicos ao controle microbiano, visto que, o
tratamento controle (T1) também sofreu inibicdo. Os fatores intrinsecos relacionados
a ragao, atividade de agua e pH, e os fatores extrinsecos, temperatura e umidade
relativa durante a armazenagem foram os principais interferentes (PITT; HOCKING,
2009). Para avaliar a estabilidade das ragées armazenadas através da contaminagao
por bolores e leveduras, € necessario estabelecer a correlacdo com os teores de
atividade de agua do produto (AQUINO; POTENZA, 2013). A Tabela 11 demonstra os

resultados de atividade de agua para a racdo armazenada.

Tabela 11 - Atividade de agua ragéo ao longo do armazenamento

Atividade de Agua

T 1dia 7 dias 14 dias 30 dias 45 dias 60 dias

T1 0,59+0,014 4  0,56+0,010 °A  0,48+0,043 °A 0,51+0,003 A 0,76+0,00022~  0,77+0,003 2~
T2 0,60+£0,012°%4 0,550,005  0,50+0,023 9A 0,510,009 dA 0,750,003 aA 0,750,015 aAB
T3 0,61+0,003°4 0,54+0,025°*  0,49+0,010 9 0,51+0,004 ¢dA  0,76+0,004 2~ 0,75+0,010 2A8
T4 0,600,013~ 0,55+0,002°<* 0,51+0,008 9 0,51+0,005 94 0,75+0,005 2A 0,74+0,005 2B
T5 0,59+0,016 A  0,54+0,038 <A  0,50+0,013 A 0,510,005 A 0,76+0,002 aA 0,750,004 aAB
T6 0,610,011  0,55+0,004 <A  0,50+0,014 9 0,51+0,004 94 0,76+0,005 aA 0,740,008 2B
T7 0,60+0,015b4  0,54+0,034 <A  0,50+0,007 °A 0,50+0,001 A 0,76+0,002 2A 0,75+0,012 aA8

*Os resultados acima se referem a média + desvio padrao de trés repeticbes analisadas em triplicata.
Letras iguais minusculas nas linhas e letras iguais mailsculas na coluna e indicam média
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey com 5% de significancia. T1: Controle sem acido; T2: AP
comercial; T3: AP1 (0,025%); T4: AP2 (0,1%); T5: AP+AC (0,025+0,25%); T6: AP+SP (0,025+0,25%);
T7: AP+AL (0,140,4%).

Fonte: Autora.

A atividade de agua da racdo armazenada variou de 0,48 a 0,61 nos tempos
1 a 30 dias de armazenamento. Alguns trabalhos que relacionam a atividade de agua
com o crescimento fungico em ragdes apresentaram contagens baixas de bolores e
leveduras em faixas de atividade de agua que variaram de 0,48 a 0,69 (AQUINO;
POTENZA, 2013; GARCIA, 2004).
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Independentemente do tratamento ou concentragdo de acido aplicada, os
valores de atividade de agua nas faixas representadas sao considerados muito baixos
para o desenvolvimento de qualquer microrganismo, até mesmo fungos xerofilicos,
que suportam atividade de agua até a 0,65 (PITT; HOCKING, 2009). Ainda assim,
nessas faixas de atividade de agua, seria fundamental a combinagao de outros fatores
como temperatura e umidade para que houvesse o desenvolvimento. Fungos
deteriorantes exigem Aa minima de 0,80 (FRANCO, 2008).

Nesse contexto, os fungos Aspergillus, Fusarium e Penicillium representam o
maior risco e preocupagao em ragdes, pois sdo vinculados a prejuizos econdmicos e
nutricionais, além da possibilidade de producédo de micotoxinas, que podem acometer
animais e humanos (SCUSSEL, 2002; FRISVAD; NIELSEN; SAMSON, 2006). As
faixas de atividade de &agua para A. flavus, e Penicillium que sdo fungos de
armazenamento estdo proximas a 0,80 (CANOVAS et al., 2007), ja Fusarium que
acomete os graos principalmente no campo, necessita de teores mais elevados de
atividade de agua, no minimo 0,88 (GIMENO; MARTINS, 2011). Para micotoxinas, a
atividade de agua requerida é maior, estando em faixas de 0,85 a 0,99 para aflatoxina,
ocratoxina e fumonisina (ICMSF, 1996; MALLOZZI; CORREA, 1998).

Considerando que os fungos deteriorantes sao os de maior interesse no que
diz respeito ao controle fungico em ragdes, e que esses requerem teores de atividade
de agua minima proximo a 0,80, para verificar a eficacia dos acidos organicos com
potencial antifungico, € de extrema importadncia que o produto seja exposto a
condigbes favoraveis para que ocorra o desenvolvimento fungico, e se possa avaliar
o efeito dos acidos e concentragdes testadas.

A atividade de agua e a UR exercem correlagdo importante, visto que o
produto tende a estabilizar de acordo com a umidade relativa em que esta exposto
(GAVA, 2008). O resultado das médias de temperatura e umidade relativa ao longo

do armazenamento estao expressos na Figura 7.
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Figura 7 - Umidade relativa e temperatura ao longo do armazenamento
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Fonte: Autora.

No primeiro dia de armazenamento, as amostras de racdo apresentaram
atividade de agua média de 0,60 e a umidade relativa estava em 52 %. O primeiro
resultado representa a caracteristica da racdo, onde apds o processamento sua
atividade de agua é préxima a 0,60.

Apos 7 dias de armazenamento, a atividade de agua das amostras foi de 0,54
e umidade relativa de 60 %. As analises realizadas aos 14 dias de armazenamento,
demonstraram uma redugao ainda maior na atividade de agua da ragao, estando em
meédia com 0,49 de Aa e UR de 67 %. Com 30 dias de armazenamento, a média da
Aa subiu para 0,50 e a UR estava na faixa de 75 %. E possivel verificar um aumento
nos niveis de UR até os 30 dias de armazenamento, no entanto esse mesmo aumento
nao refletiu na atividade de agua das amostras. Este aumento reflete as condi¢des
climaticas do periodo chuvoso (15/05 a 01/06), indicando que a estufa nao foi capaz
de assegurar a umidade relativa nestas condic¢des.

A temperatura na qual as amostras foram submetidas nos primeiros 30 dias
de armazenamento (30 °C) pode ter influenciado para que nao houvesse uma maior
absorcdo da umidade, visto que, baixas temperaturas com umidade relativa alta, a
quantidade de vapor d’agua € menor (AL-MUHTASEB; MCMINN; MAGEE, 2002).

Com o intuito de acelerar o estudo de estabilidade do produto, apés 30 dias a

temperatura da BOD em que as amostras foram armazenadas foi alterada para 40 °C
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objetivando-se aumentar a pressdo de vapor d’agua, para que umidade relativa
chegasse a 80 % e consequentemente a atividade de agua das amostras aumentasse,
e assim fosse possivel estudar os efeitos de cada tratamento. Quando estocados em
ambientes com UR superior a sua Aa, os alimentos tendem a absorver umidade do
ambiente, aumentado Aa e criando condigbes favoraveis ao desenvolvimento
microbiano (AZEREDO, 2012).

A atividade de agua e a umidade relativa estdo interligadas. Quando um
alimento esta em equilibrio com o ambiente, sua Aa se iguala a UR do ambiente. No
caso das ragdes, esse equilibrio s6 pode ser verificado a partir do 45° dia de
armazenamento, em que os valores de atividade de dgua da ragao foram de 0,75 e a
UR 79 %, bem como no 60° dia que Aa era de 0,75 e a UR 78 % (Figura 7).

Para que fosse possivel verificar a diferenga entre os tratamentos com acidos
organicos e sal, seria necessario que as amostras apresentassem valores de atividade
de agua mais elevados, préximo a 0,80, bem como a umidade relativa na faixa de 80
% ou mais. Quando foi realizado o aumento da temperatura da BOD de 30 para 40
°C, a capacidade de absorgéo de agua do ar aumentou, elevando também a umidade
relativa. Dessa forma, se a UR fosse superior a 80 % os fungos encontrariam
condicdes ideais para o seu desenvolvimento, e a agdo dos antifungicos poderia ser
verificada.

Os resultados de atividade de agua na racdo armazenada influenciaram
diretamente na contagem de bolores e leveduras (Tabela 10). Uma vez que, valores
de atividade de agua inferiores a 0,80 impedem o desenvolvimento de fungos
filamentosos em matérias-primas e ragdes destinadas a alimentagdo animal
(VALSECHI, 2006; JOUANY, 2007). Assim, mesmo com o aumento dos valores de
atividade de agua na ragao, apés 30 dias de armazenamento, proximos a 0,75 nao foi
suficiente para o desenvolvimento fungico (Tabela 11).

Um estudo realizado com ragdes destinadas a frangos de corte avaliou a
atividade de agua para verificar a capacidade de crescimento fungico durante o
armazenamento em granjas avicolas. Os resultados confirmaram o aumento da
atividade de agua ao longo do armazenamento. Na fabrica, a ragao apresentou Aa de
0,681 e apds 10 dias de armazenamento, 0,693. No entanto, os valores de atividade
de agua apresentados mesmo depois do armazenamento, ndo estavam inseridos nos

limites minimos para desenvolvimento fungico (0,78 Aa) (GARCIA, 2004).



95

Embora o tempo de armazenamento avaliado por Garcia (2004), tenha sido
inferior ao realizado no presente estudo, as analises foram realizadas em condicdes
de armazenamento cotidianas UR 70 %, umidade 12 % e atividade de agua 0,69
(valores médios ao longo do armazenamento). Os resultados refletem o aumento da
atividade de agua durante o armazenamento devido as condi¢des do ambiente, e
também apresentou valores de atividade de agua abaixo dos limites para o
desenvolvimento fungico.

O efeito da temperatura, pH, atividade de agua e nove antifiUngicos comerciais
foram avaliados no crescimento de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. O
crescimento maximo para os dois fungos ocorreu a 33 °C a pH 5 e atividade de agua
0,99. Quando submetidos a 15 °C sem os agentes antifungicos, houve crescimento
com atividade de agua 0,99, mas ndo a Aa 0,90. Todos os antifungicos testados
apresentaram atividade inibitéria, e sua agao foi maior a medida que a atividade de
agua era reduzida (HOLMQUIST; WALKER; STAHR, 1983).

A baixa atividade de agua nas ragdes peletizadas com melago externo
adicionadas dos acidos organicos representou a principal barreira ao desenvolvimento
fungico. A atividade da agua (Aa) e a temperatura sao os fatores mais importantes
qgue controlam o crescimento de fungos (NORTHOLT; EGMOND, PAULSCH, 1977).

Trés ragdes para equinos, peixe e avestruz foram analisadas durante 4
meses, perante a qualidade microbiologica e fisico-quimica. As ragdes foram
armazenadas em trés locais: Industria, distribuidor ideal (T °C e UR controladas), e
distribuidor problema (litoral de Sdo Paulo, sem controle de T °C e UR). As ragdes
armazenadas no distribuidor problema apresentaram contagens de bolores e
leveduras, umidade e atividade de dgua superiores aquelas armazenadas na industria
e no distribuidor ideal, sendo que no 3° més de analise as amostras ja ndo estavam
mais préprias para consumo, com contagens de bolores e leveduras acima de 4 Log
UFC.g' e bolor aparente até nas embalagens (GABBI; CYPRIANO; PICCININ, 2011).

As condi¢cbes de armazenamento influenciam diretamente a qualidade e a
estabilidade das rag¢des. O maior desafio para as industrias processadoras € garantir
a estabilidade dos produtos nos distribuidores e clientes finais. Algumas condigées
como utilizacao da matéria-prima de qualidade, aliadas ao controle do processo na
industria, correto resfriamento da ragao peletizada, controle de umidade, atividade de
agua e em alguns casos 0 uso de conservantes, viabilizardo a garantia da qualidade

dos produtos. No entanto, € de suma importancia o controle apds a expedi¢do da
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industria. A etapa de armazenamento seja nos distribuidores ou clientes finais deve
ser realizada em locais livres de umidade e temperaturas elevadas, possibilitando que
o produto mantenha a sua estabilidade ao longo do armazenamento.

As

intermediaria, apresentando valores de Aa entre 0,60 a 0,85, dependendo das

racdes animais sao classificadas como alimentos de umidade

condicdes de processamento e armazenamento. Possuem pH variavel (5,0 a 7,0) que
podem ser delimitados sobretudo pela inclusdo de acidos organicos na formulagao,
como conservante microbiano ou aditivo nutricional (JAY, 1978). A analise de pH nas
amostras de racao peletizada com melago externo analisadas durante o
armazenamento para 7 tratamentos com acidos orgéanicos e sal estdo representadas

na Tabela 12.

Tabela 12 - pH ragao ao longo do armazenamento

pH

1 dia 7 dias 14 dias 30 dias 45 dias 60 dias

6,30+0,124 @A 6,17+0,019 avB 6,15+0,040 bA 6,25+0,022 abA  6,20+0,013 aA  594+0,010 °A
6,24+0,0152~  6,17+0,013 2B 6,08+0,044 abA  §,24+0,023 aA 6,260,144 aA 5,92+0,075 bA
6,37+0,041 2~  6,25+0,051 abcA  6,18+0,065 A 6,30+0,065 abA  6,17+0,022 A 5,92+0,023 dA
6,25+0,036 @»  6,17+0,021 B §,12+0,037 cA 6,21+0,020 abA  6,16+0,029 A 593+0,031 dA
6,26+0,025 24  6,19+0,016 avB 6,08+0,075 bA 6,19+0,018 abA  6,22+0,089 aA 5,88+0,014 cA
6,28+0,049 @A  6,20+0,012 @B 6,15+0,070 @A 6,26+0,081 aA 6,160,020 @A 5,94+0,008 bA
6,22+0,039 24  6,13+0,022 bB 6,16+0,047 abA  6,15+0,0152A  6,15+0,012 @A 5 88+0,024 cA

*Os resultados acima se referem a média = desvio padrao de trés repeticdes analisadas em ftriplicata.
Letras iguais minusculas nas linhas e letras iguais mailsculas na coluna e indicam média
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey com 5% de significancia. T1: Controle sem &cido; AP
comercial; T3: AP1 (0,025%); T4:AP2 (0,1%); T5: AP+AC (0,025+0,25%); T6: AP+SP (0,025+0,25%);
T7: AP+AL (0,1+0,4%).

Fonte: Autora.

O pH nas amostras de racao variou de 5,88 a 6,37 entre os 7 tratamentos
testados durante o periodo de armazenamento de 60 dias (Tabela 12). Nos tempos 1
e 30 os valores de pH apresentam resultados mais elevados estando entre 6,15 (T7:
AP+AL: 0,1+0,4%) e 6,37 (T3: AP1: 0,025%).

armazenamento ocorreu uma reducao nos valores de pH para todos os tratamentos,

Nos tempos 7, 14 e 45 dias de

incluindo controle sem acido (T1). No ultimo dia de coleta, foram obtidos os menores
valores de pH entre 5,88 (T5: AP+AC: 0,025+0,25% e T7: AP+AL: 0,1+0,4%) e 5,94
(T1 controle e T6: AP+SP: 0,025+0,25%). O tratamento 7 (AP + AL) recebeu a maior
concentracdo de acido, apresentando os menores valores de pH durante todo o
armazenamento. No entanto, mesmo na maior concentragao testada (T7), os valores
de pH estiveram bem acima do pKa dos acidos (acido latico: 3,88; acido propidnico:
4,88).
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Cabe ressaltar que, as concentracbes utilizadas nos tratamentos com
combinacgdes de acidos organicos na ragao peletizada com melago externo foram as
mesmas obtidas na concentragao inibitéria minima (CIM) para Aspergillus flavus
NRRL3251 produtor de aflatoxina. No entanto, quando aplicadas na ragéo, os
constituintes da formulacdo e do melagco podem ter influenciado para que nao
houvesse a reducdo do pH nos mesmos niveis que obtidos in vitro. Para o
experimento, os acidos foram aplicados no melago, que possui pH préoximo a 5,58
(valores nao representados), quando adicionado dos acidos, a exemplo, o Tratamento
7 (AP+AL) atingiu pH de 5,09, quando no teste in vitro o valor foi de 3,81 (Artigo 1).

O uso de compostos antimicrobianos em alimentos é resultante em sua
maioria de testes obtidos previamente in vitro onde se podem controlar as condi¢des
em que o experimento sera realizado. No entanto, quando o0 mesmo
composto/concentracao € aplicado em produtos alimentares, cuja fabricagéo envolve
diferentes formulacdes, com diferentes matérias-primas e processos, a eficacia pode
ser substancialmente reduzida, podendo exigir dosagens maiores para obter a mesma
eficacia obtida in vitro (WEISS; LOEFFLER; TERJUNG, 2015). Cabe ressaltar que, no
presente estudo, a dosagem recomendada por um fabricante de acido propiénico
comercial para nutricdo animal, cuja concentracéo é superior aos demais tratamentos
realizados, foi avaliada (T2 0,5 %) e nao foi verificado efeito.

A umidade é um fator extrinseco importante para a estabilidade de graos e
ragdes, quanto menor a umidade, menor a oportunidade de desenvolvimento fungico.
A faixa de umidade 6tima para crescimento de fungos de armazenamento é acima de
14 %, com umidade relativa acima de 65 % (PEZZINI; VALDUGA; CANSIANI, 2005).
Os resultados obtidos para analise de umidade da ragao ao longo do armazenamento
estdo expressos na Tabela 13. Para a analise de umidade, ndo houve diferenga

significativa entre os tempos testados, por isso ndo serao representados na tabela.
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Tabela 13 - Umidade ragao ao longo do armazenamento

Umidade (%)

Tratamento 1 dia 7 dias 14 dias 30 dias 45 dias 60 dias
T 11,5+0,42 2 11,840,352 11,540,252 11,540,912 11,440,432 11,540,352
T2 11,240,092 11,8+0,03 2 11,3+0,23 @ 10,5+0,86 @ 11,1+0,78 @ 12,0+0,612
T3 11,3+0,28 2 11,740,192 11,4+0,27 @ 10,640,812 11,240,452 11,1+0,30 @
T4 11,320,322 12,140,462 11,340,452 11,0+0,59 © 11,240,142 11,640,229 &
T5 11,240,13 % 11,9+0,122> 11,2+0,323ac  11,1+0,44¢ 11,3+0,163< 11,9+0,26 2
T6 11,7£0,1920  12,2+0,15°2 11,4+0,36 11,0+0,39° 11,2+0,33° 11,940,44 2>
T7 11,540,312> 12,440,712 11,740,132  11,2+0,56 2 10,7+0,45° 11,3+0,48 b

*Os resultados acima se referem a média + desvio padrao de trés repeticbes analisadas em triplicata.
T1: Controle sem acido; T2: AP comercial; T3: AP1 (0,025%); T4: AP2 (0,1%); T5: AP+AC
(0,025+0,25%); T6: AP+SP (0,025+0,25%); T7: AP+AL (0,1+0,4%).

Fonte: Autora.

Os valores de umidade sofreram poucas alteragbes durante o
armazenamento e nos tempos de coleta. Os resultados variaram de 10,5a 12,4 %. A
baixa umidade encontrada inicialmente na racdo pode ser resultado da etapa de
resfriamento, que ocorre apds a peletizacao, o produto é direcionado para o resfriador,
visando o abaixamento da temperatura e também a reducdo da umidade a niveis
inferiores a 13 %.

Em consequéncia dos valores de umidade, as baixas contagens de bolores e
leveduras (Tabela 10) possivelmente estiveram relacionadas com os niveis de
umidade considerados seguros para o nao desenvolvimento fungico nas ragodes.
Mesmo que as amostras tenham sido submetidas a um ambiente com altos indices
de umidade relativa (préximo a 80 %) e temperatura elevada, a embalagem de
polietileno selada utilizada no experimento pode ter proporcionado uma barreira para
a absorcao da umidade. O tipo de embalagem, aliada a umidade relativa do local de
estocagem influenciam na troca de umidade do meio (MARSH; BUGUSU, 2007,
GENKAWA et al., 2008).

Para que pudesse ser verificada as diferencas entre os tratamentos com
acidos organicos e sal, poderiam ser utilizados sacos de polipropileno, os quais, em
algumas industrias ainda sao utilizados para o armazenamento de ragdes. Essas
bolsas, sdo permedveis permitindo a troca de calor e umidade no decorrer do
armazenamento (LESSARD, 2002). Em

colaboradores (2004), foi possivel identificar as diferengcas nos teores de umidade

trabalho realizado por Rupollo e
avaliados (8, 11 e 14 %) durante o periodo de 12 meses de armazenamento de graos
de aveia acondicionados em sacos de polipropileno. Outra alternativa, é a utilizagao

de embalagens de papel. O papel é altamente poroso, podendo absorver a umidade
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e as trocas de temperatura a que for submetido (AZEREDO, 2012). Dessa forma, a
embalagem n&o se torna uma barreira, o produto sera submetido ao estresse causado
pelo armazenamento, sendo possivel avaliar sua estabilidade e agao dos antifungicos
adicionados.

A acidez é proveniente dos acidos organicos presentes nos alimentos e
racdes, dos inseridos intencionadamente, assim como os resultantes das alteragdes
quimicas (IAL, 2008). Os acidos orgéanicos fornecem informagbes sobre a
estabilidade, conservacéo e qualidade dos produtos, podem provocar alteracdes de
cor, sabor, odor, sendo essas caracteristicas desejaveis ou ndo em alguns alimentos
(CECCHI, 2003). A Tabela 14 apresenta os dados para acidez da ragao ao longo do
armazenamento. Para a analise de acidez, ndo houve diferenga significativa entre os

tempos testados, por isso ndo serao representados na tabela.

Tabela 14 - Acidez na ragéo ao longo do armazenamento

Acidez mg.g™
T 1 dia 7 dias 14 dias 30 dias 45 dias 60 dias
T1 2,59+0,19 2 2,76+0,37 ab 2,65+0,37 ab 2,93+0,07a  2,14+0,20° 2,92+0,122
T2 2,70+0,162 2,63+0,34 2 2,78+0,29 @ 3,14+0,32@  2,55+0,132  3,00+0,02 @
T3 2,43+0,07 & 2,76+0,42 @b 2,8340,34 @ 2,91+0,132  1,96+0,45° 2,94+0,07 2
T4 2,60+0,14 2 2,46+0,11 2 2,68+0,28 @ 3,16+0,182a  1,65+0,59°  3,06+0,052
T5 2,61+0,162° 2,83+0,27 2 2,54+0,24 ab 3,26+0,42a  1,83+0,56°  3,08+0,132
T6 2,58+0,20 2 2,87+0,39 2 2,71+0,35 ab 3,130,172  1,77+0,72°  3,00+0,14 2
T7 2,48+0,08 2 2,64+0,312 2,800,322 297+0,372@ 2,060,682 2,96+0,10°2
*Os resultados acima se referem a média + desvio padrao de trés repeticbes analisadas em triplicata.
Letras iguais minusculas nas linhas indicam médias estatisticamente iguais pelo teste de Tukey com
5% de significancia. T1: Controle sem acido; T2: AP comercial; T3: AP1 (0,025%); T4: AP2 (0,1%);
T5: AP+AC (0,025+0,25%); T6: AP+SP (0,025+0,25%); T7: AP+AL (0,1+0,4%).
Fonte: Autora.

Os resultados para acidez na ragdo armazenada variaram de 1,65 mg.g'a
3,26 mg.g'. Os tratamentos 1 e 7 (controle e AP+AL) apresentaram resultados de
acidez semelhantes no decorrer do armazenamento, variando de 2,14 a 2,93 mg.g™"
(T1) e 2,06 a 2,97 mg.g' (T7). O tratamento 2 (AP comercial) foi o que apresentou os
maiores indices de acidez desde o primeiro dia de coleta, variando de 2,55 a 3,14
mg.g'. O tratamento 2 foi realizado com um acido comercial utilizado em fabrica de
racdes, cuja concentracdo de acido propiénico € de 0,5 %. Os maiores indices de
acidez podem ter sido influenciados pela agdo do acido comercial, bem como dos
constituintes da racéao.

No ultimo dia de coleta, houve um aumento nos indices de acidez na racao

para todos os tratamentos. Durante o armazenamento, as condi¢des de temperatura,
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umidade relativa, composicdo do produto, presenca de luz dentre outros, acarretam
em transformacdes quimicas que afetam o indice de acidez (ELIAS, 2008).

O indice de acidez em ragao farelada e peletizada foi avaliado ao longo de 90
dias de armazenamento, utilizando farelo de arroz como um dos constituintes da
matéria-prima. Ambas as rac¢des iniciaram o armazenamento com indice de acidez
em torno de 2,0 mg.g™*. No final do armazenamento, os teores de acidez foram
maiores na ragdo farelada, estando préximo de 5,0 mg.g' e na ragéo peletizada ficou
proximo a 3,0 mg.g"' (CARRERA et al., 2010). Mesmo que a peletizagdo tenha
apresentado um valor mais baixo para acidez em relagcao a racao farelada, demonstra
o aumento da acidez ao longo do armazenamento, independente da adi¢ao de acidos
organicos.

Portanto, os valores de acidez da racao peletizada com melaco externo, nao
podem ser apenas considerados pelos acidos adicionados através dos tratamentos,
mas também pelo fato de os constituintes da ragcado poderem ter influenciado e a
temperatura da BOD, pode ter proporcionado a aceleragao dos processos quimicos
de deterioracdo, além da acéo dos acidos organicos adicionados.

Na literatura, sdo escassas as pesquisas sobre a estabilidade de ragbes
destinadas a animais de producdo, estabelecendo valores de atividade de agua
minimos, contaminacdo fungica ao longo do armazenamento, concentragdes de
antifungicos utilizadas e sua real efetividade, sendo acidos organicos ou nao.

Em testes in vitro realizados anteriormente, demonstraram a efetividade dos
acidos organicos isolados ou combinados para o controle de Aspergillus sp. Devido a
falta de informagdes na literatura, e legislagbes que estabelecam limites e
metodologias, a pesquisa serve para elucidar esses pontos e auxiliar em pesquisas
futuras.

Os resultados encontrados para contagem total de bolores e leveduras na
racao peletizada com melaco externo avaliada por 60 dias, aliados aos dados de
atividade de agua (Aa), pH, umidade e umidade relativa (UR), servem de informagdes
para possiveis testes futuros, uma vez que, deverao ser os principais fatores a ser
considerados para um teste de estabilidade. Atualmente, os fornecedores de acidos
organicos comerciais, recomendam doses elevadas de antifungicos a serem
adicionados na ragao/melago. O estudo demonstrou que, os fatores intrinsecos e
extrinsecos devem ser priorizados em testes de estabilidade para que se possa avaliar

a efetividade e as concentragcbdes necessarias a serem utilizadas de acidos organicos
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para o controle do desenvolvimento fungico na ragcdo e produtos armazenados,
garantindo a seguranca e qualidade do produto.

Para realizar um teste de estabilidade em ragbées ao longo do
armazenamento, avaliando a acao de acidos organicos no controle fungico, os fatores
atividade de agua, umidade, temperatura de armazenamento, umidade relativa e
embalagem devem ser considerados. Os fungos deteriorantes necessitam de Aa
minima préxima a 0,80 para o seu desenvolvimento. Para que esse nivel de Aa seja
alcangado na ragao, a UR do ambiente deve ser ajustada em pelo menos 80 %, para
que os fungos encontrem condi¢des ideais para o seu desenvolvimento.

Além disso, no presente estudo, a estabilidade da racdo foi avaliada
considerando apenas a contaminacao natural da racao, oriunda das matérias-primas
utilizadas e do produto final apds o processamento, cuja a contagem microbiana inicial
foi baixa ~2 Log UFC.g'. Alternativamente, pode-se realizar a contaminacgéo artificial,
com quantidade de in6culo e espécie previamente definidas, de modo a padronizar e
homogeneizar a contaminacgao inicial da ragao. A escolha da espécie fungica pode ser
realizada de acordo com as caracteristicas do produto e armazenamento, historico de
contaminacao e deterioracido pelos microrganismos.

O tipo de embalagem também deve ser considerada, de maneira que propicie
as trocas de temperatura e umidade em que o produto esta sendo submetido, e ndo
se torne uma barreira. Controlando os fatores intrinsecos e extrinsecos relacionados
a racdo e ao ambiente, sera possivel avaliar o efeito dos acidos organicos para

controle fungico na ragao.

CONCLUSAO

Devido a baixa atividade de agua das amostras de ragao peletizada, nao foi
possivel avaliar o efeito dos tratamentos aplicados na estabilidade das ragdes
peletizadas com melago externo para controle fungico. A contagem de bolores e
leveduras na ragédo sofreu um decréscimo de 2 Log UFC.g"' para 1 Log UFC.g' ao
longo do armazenamento em todos os tratamentos testados, devido a falta de
disponibilidade de agua livre para o seu desenvolvimento. Os valores de atividade de
agua da racdo nio estiveram inseridos dentro do limite minimo para crescimento de

fungos filamentosos (0,80). Os baixos valores de Aa apresentados, aliados com o
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baixo percentual de umidade interferiram diretamente para que nao ocorresse o

desenvolvimento fungico nas ragoes.
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6 CONCLUSAO

As amostras de milho e ragéo peletizada coletadas na industria demonstraram
niveis de contaminacgéo de até 4 Log UFC.g", além da presencga do género Aspergillus
sp. e AFB1 em trés amostras de milho, mesmo que abaixo dos limites aceitaveis,
aponta para os riscos de recontaminagao do produto final. A CIM dos compostos
testados contra Aspergillus flavus NRRL 3251 foi determinada com os acidos isolados
acético, latico, propidnico e sal sorbato de potassio, e as combinagdes que
expressaram os melhores resultados foram o acido propiénico combinado com o acido
acético ou o sal sorbato de potassio, demonstrando a redug¢ao nas concentragcoes
necessarias quando combinados. Para a determinacdo da estabilidade de ragdes
peletizadas com melago externo, ndo foi possivel analisar o efeito dos tratamentos
com combinac¢des de acidos orgéanicos e sal devido a baixa atividade de agua que
amostras de racdo apresentaram, ndo estando dentro dos limites minimos

necessarios para o desenvolvimento de fungos deteriorantes.

7 CONSIDERAGOES FINAIS

A determinacdao da concentragao inibitéria minima (CIM) para Aspergillus
flavus NRRL 3251 demonstrou a efetividade dos acidos orgénicos e sal quando
combinados. O acido acético € o de menor custo comercial, seguido do acido
propiénico e sorbato de potassio. Ha de se considerar a possibilidade de redugao de
custos na produgéo com a utilizagao das combinagdes de acidos organicos. Os fatores
atividade de agua, umidade, temperatura de armazenamento, umidade relativa e
embalagem devem ser considerados na realizagéo de testes de estabilidade para que
se possa avaliar a efetividade e as concentracdes a serem utilizadas para o controle
do desenvolvimento fungico na ragdo e produtos armazenados. As condigbes de
armazenamento influenciam diretamente a qualidade e a estabilidade das racoes.
Para as industrias, a utilizacdo de matéria-prima de qualidade, aliadas ao controle do
processo, como resfriamento da racao peletizada, controle de umidade e Aa
possibilitarao a estabilidade do produto por um maior tempo. Ja para os distribuidores
e clientes, o correto armazenamento em locais livres de umidade e temperaturas

elevadas sera determinante para assegurar a qualidade do produto final.



