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RESUMO. A Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) é causada por uma proteina
chamada prion responsavel pela degeneragdo do sistema nervoso em seres humanos e
animais. A forma classica da doenca ocorre com a ingestdo de proteina animal
contaminado com o prion infeccioso. O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento é responsavel pela promogdo de controle e prevencdo desta doenga no
pais devido a transmissdo da doenca de ruminantes para humanos. O Brasil € um grande
produtor de alimentos para animais, assim, € importante o controle efetivo de ingredientes
para alimentacdo animal. Subprodutos de origem animal (farinha de cascos e chifres,
carne e 0ssos, penas, farinha de peixe, visceras de aves, 0ssos ndo calcinados, 0ssos
calcinados e produtos lacteos) sdo importantes para a suplementacdo protéica e mineral
na alimentacdo de ruminantes. No entanto, apenas 0s 0ssos cozidos no vapor e produtos
lacteos sdo permitidos para ruminantes. Foi relatada a avaliagdo macro e microscopico de
rages, suplementos e subprodutos de origem animal (OA), o0 que permitiu a
caracterizacao dos diferentes tecidos. As analises macroscopicas foram realizadas durante
a preparacdo da amostra e, em seguida microscopicamente (estereoscopia e por
fluorescéncia) para identificar os ingredientes, se podiam (ou seja, incluidos na lista) nas
normas estabelecidas. O limite de deteccdo do método (LD) nas amostras fortificadas
(farinha de sangue, 0sso nédo calcinado em pd, farinha de penas e cascos e chifres) chegou
até 0,05%, o que foi confirmado por testes quimicos especificos. LD obtidos forneceram
confiabilidade aos resultados e permitiram o desenvolvimento da acuidade visual analista.
O método microscopico para a deteccdo de subprodutos animais foi eficaz e considerada
uma ferramenta Util, de facil execugdo e de baixo custo para mitigar o risco de EEB.

Palavras chave: EEB, limite de detecgdo, microcospia, racfes, ruminante, subprodutos
animais.

Evaluation of international methodology microscopy-based for ruminants feed animal origem
ingredients identification

ABSTRACT. The Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) is caused by an infectious
protein called prion responsible for the nervous system degenerationof humans and
animals. The classic form of the disease occurs with the intake of animal protein
contaminated with the infectious prion. The Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply is responsible for promoting control and prevention of this disease in the country
due to the posiblerisk of disease transmission to ruminants. Brazil is a major feed
producer thus, it is important the effective control of feed ingredients. Animal by-
products (flour hooves and horns, flesh and bones, feathers, fish, poultry viscera, bones
not calcined, calcined bones and dairy products) are important for protein and mineral
supplementation of ruminants diet in (however, only the steamed bones and dairy
products are allowed for ruminants). We report the macro and microscopic evaluation of
feed, supplements and by-products of animal origin (OA) carried out in the
microscopylaboratory, Southern Brazil, which enabled the characterization of difference
AO tissues. Analysis were performed macroscopically during the sample preparation and
then microscopically (by stereoscopy and fluorescence) to identifythe ingredients,
whether they were allowed (i.e., included in the list) in theestablished standards. The
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metods detection limit (LD) in the fortificated samples (blood meal, bone non-calcined
powder, feather meal and hooves and horns flour) reached up to 0.05%which was
confirmed by specific chemical tests. LDobtained provided reliability to the results and
enabled the development of analyst visual acuity. The microscopic method for the
detection of animal by-products was effective andconsidered and useful tool, easy to
perform and inexpensive to mitigate the risk of BSE.

Keywords: BSE, detection limits, microcospy, diets, ruminants, coproducts.

Introducéo

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho
bovino do mundo com 200 milhdes de cabecas,
contribuindo na producdo de leite e sendo o
maior exportador mundial de carne desde 2004
(Brasil, 2015). Isto se deve a ampliagdo das
pastagens, melhoramento de ragas, corregdo e
fertilizacgdo do solo, medidas sanitérias
profilaticas, além do confinamento dos animais
antecipando o abate (Bittar, 2006). O alto nivel
de qualidade dos ingredientes e ragdes para uso
animal torna os gastos com alimentag&o em torno
de 60 a 70% dos custos totais com a criagdo
animal (Gabbi, 2011).

A utilizaggdo de proteina animal na
composicdo de ragdes lhe confere alto valor
nutritivo, visto que é um material rico em
aminoacidos, lipidios, minerais e vitamina Bi,
(Fireman, 2010). Todavia, a utilizagdo de alguns
tipos de subprodutos de origem animal (OA) na
alimentagcdo de ruminantes (farinha de cascos e
chifres - FCC, farinhas de carne e ossos- FCO,
farinhas de penas- FP), farinhas de peixe - FPX,
farinhas de sangue- FS, farinhas de viscera de
aves (FVA), e 0ssos ndo calcinados (ONC), vem
sendo proibida no Brasil (exceto 0sso0s
calcinados — OC e derivados do leite - DL) desde
1996 (Brasil, 2008), devido & ocorréncia de
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), a
Mad Cow Disease. Essa doenca ataca o gado
causando a degeneracdo progressiva do tecido
nervoso (Momcilovic & Rasooly, 2000;
Raamsdonk et al., 2011). O Brasil registrou
somente um caso de EEB atipica no Mato Grosso
em 2014 causada pela idade avangada do animal,
ndo possuindo nenhuma ligacdo com a ingestdo
de alimentos contaminados (OIE, 2015).

Portanto, é necesséria a aplicacdo de métodos
para viabilizar a identificacdo de ingredientes de
racbes e subprodutos de AO advindos do
processamento de carcacas e partes delas (aves,
mamiferos, e peixes). Aavaliagdo é importante
devido a grande variacdo de qualidade das
farinhas existentes no mercado e dificuldade na

deteccdo de fraudes (Khajarern & Khajarern,
1999). Os métodos mais comuns sdo o de Wende,
de Van Soest, imunoensaios e a reacdo em cadeia
da polimerase, contudo a analise microscopica é
0 método oficial para analise de subprodutos em
races para ruminates (Butolo, 2002; Sanches et
al., 2006). O método é rapido e de baixo custo,
faz uso de microscépios (estereoscopio e éptico
de fluorescéncia) para caracterizar seus
ingredientes e é considerada adequada as normas
estabelecidas (AAFM, 1992). Depende quase que
exclusivamente da habilidade visual/sensorial do
analista em identificar os constituintes (pela sua
forma, cor, tamanho, textura, dureza, brilho, odor
e conhecimento da estrutura celular) de tecidos
animais e vegetais. Pode ser complementada com
testes quimicos especificos conforme a
composicao dos tecidos (UE, 2009; Brasil, 2003).

Este trabalho caracterizou microscopicamente
0s principais subprodutos de OA utilizados na
alimentacdo de ruminantes e estabeleceu o0s
limites de detec¢do (LDs) do método aplicado
para cada subproduto, utilizando provas quimicas
de confirmacéo.

Material e Métodos

Amostras:  foram  utilizadas racbes para
ruminantes, suplementos para ragcfes e padrdes de
subprodutos de AQO.

(a) Ragdes para ruminantes: (a.1) granuladas
(total: 14 amostras — farelos de arroz, milho, soja,
sorgo e trigo) e (a.2) peletizada (total: 01 amostra
— farelos de milho e soja triturados, prensados e
estrusados, em formato tubular: 10/3/1, 5mm);

(b) suplementos para rages: pé (total: 05
amostras - minerais: carbonatos, fosfatos e
cloretos). Todas as ra¢fes para ruminantes e 0s
suplementos (20 amostras) foram obtidos nos
estados da Regido Sul (de agosto a dezembro de
2014), acondicionados em embalagens plésticas;

(c) Padrdes de subprodutos de (OA): partes
ndo comestivel dos seguintes animais: aves
(penas e visceras); peixes (cabeca, escamas,
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0ss0s e visceras) e suinos/bovinos (cascos,
chifres, 0ssos, sangue e visceras), totalizando 12
amostras. Se apresentavam sob a forma de
farinha de cascos e chifres (FCC), farinhas de
carne e 0ssos (FCO), farinhas de penas (FP),
farinhas de peixe (FPx), farinhas de sangue (FS),
farinhas de viscera de aves (FVA), 0ss0s
calcinados (OC) e ossos nédo calcinados (ONC).
Esses subprodutos foram utilizados como
Material de Referéncia (MR), contendo cédigos
MR/ALA/SLAV (para checagem de adulteracéo
na composicdo de ingredientes para ragdes de
ruminantes).

Reagentes: &cido sulfdrico (Quimica Moderna),
acido cloridrico (Biotec), glicerina (Vetec), acido
acético glacial (Lafan), acetato de chumbo
(Vetec) e hidréxido de sédio (Panreac), todos p.a.
Solventes: cloroférmio (Vetec) e éter etilico
(Panreac), todos p.a; além de agua (destilada e
deionizada). SolucBes: &cido cloridrico (6M),
hidroxido de sodio (10%), acetato de chumbo
(5%), 4&cido acético (50%) (Khajarern&
Khajarern, 1999; Morita & Assumpcao, 2007;
UE, 2009). Todas armazenadas em frascos
ambar/conta-gotas.  Sistema de  solventes:
cloroférmio: éter etilico (70:30).

Equipamentos

Microscopios: estereoscopio, modelo SZX16
(Olympus), aumento méaximo de 70x, com
camera (Canon), modelo Power (Shot S5 IS) para
fotomicrografia digital com resolugdo de 8.0
megapixels. (b) optico de fluorescéncia, modelo
Axiostar Plus (Zeiss), aumento maximo de 1000
vezes.
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Balangas:  analitica  (Mettler  Toledo),
resolucdo minina de 10mg e (b) semi analitica
(Edutec), com resolucdo minima de 0,1 g.

Outros: capela de exaustdo (Lucadema);
conjunto de tamises (aberturas de 1,40; 1,00 e
0,5mm) (Bronzinox); estufa de esterilizag&o.

Secagem (DelLeo): sonda exploradora e
software para analise de imagens (Zoom Browser
EX), compativel com sistema operacional
Windows 97.

Coleta das amostras: as racfes e suplementos
(cerca de 1 a 2 kg) foram adquiridas por fiscais
do MAPA (agosto a dezembro de 2014) das
indUstrias do Parana, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina de forma representativa, em sacos
plasticos e embaladas em de caixas de papeldo
(81 x 12,50 cm) e registradas conforme codigos
estabelecidos pelo Laboratério de Microscopia
(LM). Coletadas de forma apropriada para
amostragem e homogeneizada. Foram
armazenadas em embalagens plasticas e
entregues ao LM-SLAV/SC para a realizagdo das
analises. Ja os subprodutos de OA (MR), estavam
em frascos de vidros (Brasil, 2009).

Preparo das amostras: seguiu 0 método oficial
do MAPA descrito na Instrugdo Normativa (IN)
69/2003, para o preparo de ragdes, suplementos
para racOes e subprodutos de OA (Brasil, 2003).
O preparo da amostra compreendeu varias etapas
(pesagem=» flotacao= seletividade = secagem=pse
paracdo por peneira ou tamizagdo). As Figuras 1
e 2 correspondem ao material utilizado e a
sequéncia analitica das analises, respectivamente.

B Cc

Figura 1 - Material para o preparo e analise de amostras: (A) tamisadorcom malhas de 1,40; 1,0, e 0,50 mm, (B) sonda

exploradora e (C) pinca

Analises macro e microscépica: a analise (a)
macroscopica (analise preliminar) envolveu

avaliacdo sensorial (visual - cor e formato
particula; olfato - aroma) e as (b) microscopicas
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envolveu duas  andlises microscopicas
(estereoscopico e de fluorescéncia) e seguiram o
método do MAPA descrito na IN 69/2003. (b.1)
estereoscopicas — iniciando pela avaliacdo das
fracdes peneiradas mais grossas a mais finas,
examinadas com aumentos de 10 vezes, com
auxilio de sonda exploradora. As placas foram
examinadas com movimentos leves e por
camadas. Foram observadas suas estruturas, cor,
textura e dureza (Brasil, 2003). As particulas,
cuja andlise necessitava de maior cuidado, foram
retiradas com auxilio de pinca edepositadas em
placas de Petri devidamente identificadas. (b.2)
fluorescéncia - os achados contendo sangue
foram levados ao microscopio de fluorescéncia
para visualiza¢do de sua estrutura e comprovagao
das caracteristicas por fluorescéncia (Khajarern;
Khajarern, 1999). Apds esses procedimentos,
foram realizadas provas quimicas para
comprovagdo da natureza dos achados.

Testes de confirmag&o do nivel de deteccéo (LD):
foram realizados através das etapas de
fortificagdo, microscopia e provas quimicas;

(a) fortificacdo - para avaliagdo do método
para subprodutos de OA (permitidos e néo
permitidos pela legislagdo) (Brasil, 2004), as
amostras foram fortificadas com 0,05, 0,1 e 0,2%
de FS, ONC, FP e FCC para posterior analise
microscopica e quimica (Tabela 1).
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(b): microscopia - as particulas suspeitas
foram retiradas, depositadas em placas de Petri
devidamente identificadas, re-analizadas ao
microscopio e submetidas as provas para
confirmacéo.

(c) provas quimicas: foram utilizandos
reagentes especificos. Encontrada a menor
porcentagem de deteccdo (LD - limite de
deteccdo) do subproduto de AO estudado, foram
preparadas seis replicatas (e um branco -
Controle) dessa menor porcentagem de
fortificagdo encontrada utilizando o método
DOC-CGCRE-008 do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
0 qual descreve as orientacbes que devem ser
seguidas sobre a validagdo de métodos analiticos
(Brasil, 2010).

Apo6s fortificacdo, foram seguidos 0s
procedimentos de preparo de amostra, analise
microscopica e comprovagdo por provas
quimicas, sendo o LD de cada componente
estabelecido quano 100% (seis placas) desse
componente fosse encontrado. Caso contréario, o
experimento era repetido com a porcentagem
imediatamente superior de fortificacdo. Nota: A
pesagem dos célices foi realizada no dia anterior
ao preparo das amostras, porém a randomizacao,
0 preparo e a analise foram realizados no mesmo
dia e pelo mesmo analista para sua maior
veracidade.

Tabela 1 - Niveis de fortificagdo com subprodutos de origem animal para confirmagéo do limite de detecgdo com

provas quimicas

Niveisde Matriz®, g Fortificacdo®, g
Placas Fortificacdo, % OC’, o FPx%,&FCO%,  ONC',&FS%, FP"; &FCC',,
Controle’ NA 2,0000 15,0000 NA NA
01 0,05 1,9990 14,9925 0,0010 0,0075
02 0,10 1,9980 14,9850 0,0020 0,0150
03 0,20 1,9960 14,9700 0.0040 0,0300

a'bsubprodutos de origem animal (OA), ‘ossos calcinados, %farinha de peixe, *farinha de carne e 0ssos, Tossos ndo calcinados,
Sfarinha de sangue, Pfarinha de penas, 'farinha de cascos e chifres, lsem fortificacéo, knéloaplicé\vel, nanalito x y fortificacéo,

respectivamente

Provas quimicas: para a realizacdo dessas provas
para deteccdo de subprodutos de OA, foram
definidos os seguintes OAs a serem pesquisados:
FCC, FP, FS e ONC, de acordo com os métodos
descritos por Khajarern & Khajarern (1999) e UE
(2009). (a) FCC - fortificada em FCO e utilizou
acido acético 50% como reagente, (b) FP -
fortificada em FPx, utilizou solugdes dehidoxido

de sodio 10% e de acetato de chumbo 5%, (c) FS
- fortificada em fragmentos de OC queimados e
reagente &cido sulfdrico p.a., seguido de
avaliagdo no microscopio de fluorescénciae (e.4)
ONC - fortificadoem OC e utilizado o acido
cloridrico como reagente. Foram seguidos, além
do método de Khajarern & Khajarern (1999), os
oficiais estabelecidos pela Unido Europeia (2009)
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RACOES, SUPLEMENTOS E SUBPRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL
(FCC? FCO®, FP, FPxY, FS®, FVAe OCY)

l

| RACAO | | SUPLEMENTO | |

SUBPRODUTO |

OO

e  PREPARODA AMOSTRA!:
o  Pesagem (15 -20 g);

(70:30);

A 4

o  Flotagéo Cloroférmio seletividade penas: cloroférmio: éter

o  Secagem (160 °C, por 10 min);
o  Separagdes (peneiras 1.4, 1.0, 0.5: 8 placas de Petri).

¥

FRACOES PENEIRADAS

A 4

e Andlise macro e microscopica (estereoscépio e fluorescéncia).
(Descrigdo da composicdo e das caracteristicas)

¥

e Provas quimicas.

e  Fortificacdo em trés niveis: 0,05; 0,1 e 0,2.
e  Confirmacéo dos niveis de deteccéo.

Figura 2: Fluxograma das analises de racdes, suplementos e subprodutos de origem animal (*farinha de cascos e
chifres, ° farinha de carne e ossos, “farinha de penas, ® farinha de peixe, ¢ farinha de sangue,  farinha de visceras

de aves e ¢ 0ssos calcinados).

Resultados e Discussao

Detalnes das caracteristicas macro e
microscOpicas das amostras de racles para
ruminantes, suplementos e subprodutos de OA
(aves, bovinos, peixes e suinos) obtidos estdo
descritos nas Tabelas 2 e 3. Os resultados das
provas quimicas para confirmagdo e do LD do
método do MAPA para identificacdo e avaliagdo
de fraude na avaliacdo de subprodutos de AO em
racOes estdo descritos nas Tabelas4 a 6, incluindo
critérios de aceitabilidade (Tabela 7).

Caracteristicas macro e microscopicas de ragdes
e ingredientes de origem animal para
alimentac&o de ruminantes

Das racOes, suplementos e subprodutos para
ruminantes submetidos a analises macro e
microscopicas, foi observado que estavam dentro
dos requisitos exigidos pela legislagéo brasileira
guanto as caracteristicas sensoriais (cor, aspecto,

odor); bem como quanto a deteccdo de
subprodutos de OA (Brasil, 2003). (a)
Caracteristicas macroscopicas: os dados obtidos
indicam que as amostras apresentavam cor e odor
caracteristicos de seus componentes, assim como,
seu aspecto. Detalhes das amostras estdo
descritas na Tabela 2(b) Caracteristicas
microscopicas: j& as amostras de racdes e seus
ingredientes  avaliados  por  microscopio

estereoscopico, ambos apresentaram  10%
dederivados de leite (DL) e OC. Os
macrominerais mais evidentes foram o0s

(carbonatos, fosfatos e cloreto de sédio) onde 60,
35 e 90% das amostras o0s continham,
respectivamente. Somente trés amostras tiveram
a presenca de cobre o que equivale a 15%.
Referente a presenca de diferentes tipos o0s
farelos (arroz, milho, soja, sorgo e trigo) esses
foram encontrados em 20, 75, 45,30 e 50% das
amostras, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas macro e microscopicas de componentes de ragdes para ruminantes obtidospelo Servico
de Fiscalizagdo de Insumos Pecudrios

Caracteristicas e composicao das amostras

Racdo L Microscépica
NUmero Macroscopica Farelos Suplemento
: : : P Subp.OA®
Cor*  Odor Arroz Milho Soja Sorgo Trigo °CO;? °PO,> NaCl Outros P
1 Amarela® Cereal® ND° D' D ND D D ND D ND ND
2 Amarela® Cereal ND D ND ND D ND ND D ND oct
3 Amarela® Cereal ND D D ND D ND ND D ND ocC
4 Amarela® Cereal ND D ND ND ND D ND D ND ND
5 Marrom? Cereal ND D D ND D D ND D ND ND
6  Cinza"® NO' ND ND ND ND ND D D D ND ND
7 Cinza® NO ND ND ND ND ND D D D ND ND
8 Amarela®  Cereal ND D ND D ND D ND D ND ND
9 Amarela® Cereal D D ND D D D D D ND ND
10 Marrom* Cereal ND D ND D D D D D cu ND
11 Amarela® Cereal D D D D ND D ND D Cu ND
12 Marrom* Leite D D D ND D ND ND ND ND DLX
13 Marrom ® Leite D D ND ND D ND ND ND ND DL
14 Cinza® NO ND ND ND ND ND D D D ND ND
15 Cinza® NO ND ND ND ND ND D D D Cu ND
16  Cinza® NO ND ND ND ND ND D D D ND ND
17 Amarelo®  Cereal ND D D ND D ND ND D ND ND
18  Amarelo*  Cereal ND D D D D ND ND D ND ND
19  Amarelo®  Cereal ND D D ND ND ND ND D ND ND
20  Amarelo®  Cereal ND D D D ND ND ND D ND ND

®subprodutos de origem animal,bcarbonatos,°qufatos (Regina &Bertechini, 2010), mixde farelos, °ndo detectado,
'detectado, Yossoscalcinados,suplementos, 'ndoobservado,icobre “derivados de leite, tipos de amostras:
“granuladas,”peletizadase “suplementos, *aspecto

Avaliacdo do método por microscopia para possivel identificar suas particulas, constituintes,
deteccdo de subprodutos de origem animal aspectos organolépticos a niveis baixos (0,05%).
proibidos em ragdes para ruminantes Esses mesmos foram utilizados para fortificar os
préprios subprodutos de AO para sua aplicagdo
nas provas quimicas. Excecdo, quando incluida,
sem FPx esse LD se elevou a 0,1% (Tabela 6).

O método foi avaliado utilizando os
subprodutos de OA (FCC, FCO, FP, FPx, FS,
FVA e OC) ja existentes como padrdes (MR) do
LM do SLAV/SC do MAPA (Tabela 3). Foi

Tabela 3. Identificacdo das caracteristicas dos subprodutos de origem animal

Caracteristicas dos subprodutos

Amostra — : —
Macroscopicas Microscopicas

CASCOS & CHIFRES

FCC*(01)

Presenca de filamentos de cascos: cinza claro.
Filamentos de chifres brancos e perolados.
Apos contato com acido acético 50% continuaram rigidos.

Coloragaobranca acinzentada.
Fragmentos grossos e tortuosos.
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Tabela 3. Identificacdo das caracteristicas dos subprodutos de origem animal (continuagao)

Carne & 0ss0s

FCOP (01)
Coloragdo amarela clara e Presenca de:
mistura de granulos com Ossos de coloragdo branca ou amarela com espessura e
tamanhos variados. tamanhos variados; reativos a HCI 6M.
Colageno, pelos, fibras musculares, tenddes e fragmentos
de chifres.
FCO (027)
Coloragdo marrom escuro.
Odor caracteristico de
subproduto de origem suina. Presenca de tecidos moidos, granulares e macigos
(aparéncia porosa).
Fibras musculares transldcidas e cilindricas.
Cartilagens transldcidas, planas e finas.
Colageno amarelo escuro, rigido e de formato arredondado.
Pelos hidrolisados e ndo hidrolisados.
PENAS
E .
Coloragdo amarela, com Presenca de:
segmentos branco-amarelados., | Filamentos musculares, R
Fragmentos de penas hidrolisadas e ndo hidrolisadas como
barba, barbelas e raques.
FP (029) ‘
P& de aspecto marrom escuro.
Presenca de:
Filamentos finos e transparentes de penas hidrolisadas,
como Barbas, barbelas e raques.
PubVet Maringa, v. 9, n. 12, p. 544-557, Dez., 2015
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Tabela 3. Identificacdo das caracteristicas dos subprodutos de origem animal (continuagao)

PEIXE
FPx? (025)
Coloragdo amarela mostarda Presenca de:
com odor caracteristico de Muitos fragmentos de espinhas, 0ssos branco, misculos,
peixe. tenddes, escamas madre pérolas, cartilagens, couro e feixe
de fibras condensadas ou soltas.
FPx (028)
Coloragdo marrom e odor Presenca de:
caracteristico de peixe. Fragmentos de musculo, couro e cartilagens.
Espinhas moidas finas e transparentes; escamas madre
pérolas, 0ssos finos.
SANGUE
FS® (07)
Coloragéo vermelha com Presenca de:
particulas de tamanhos Fragmentos cilindricos, granulares e irregulares que se
variados desmancham com presséo.
E outros compactos como se estivessem cristalizados.
FS (08)
Coloragdo marrom café, com Presenca de:
presenca de particulas brancas | Granulos de diversos tamanhos e formas; brilhantes e
e amarelas. resistentes ao corte.
0Ossos ndo calcinados, de tamanhos e formas variadas.
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Tabela 3. Identificacdo das caracteristicas dos subprodutos de origem animal (continuagéo)

VISCERA DE AVES

FVA' (05)

Coloracdo de amarelo claro
a mostarda.

Presenca de:

Cartilagens, tend@es, fibras musculares, penas hidrolisadas.
Ossos caracteristicos da espécie, finos eplanos.

Estruturas brancas opacas em forma de escamas.
Fragmentos de estruturas 6sseas assemelhantes a bico de
ave.

FVA (026)

P6 fino cor mostarda

Presenca de:

Escamas brancas a opacas, fibras musculares condensadas e
rigidas; tenddes e cartilagens amareladas.

Ossos finos e planos.

Penas hidrolisadas e ndo hidrolisadas.

OSSOS CALCINADOS

0CY(01) . e
b _—
7

Coloracéo branca e aspecto de

Presenca de:
po. Ossos calcinados reativos ao HCI 6M.

*FCC - Farinha de cascos e chifres, "FCO - farinha de carne e o0ssos, °FP - farinha de penas, “FPx - farinha de
peixe, °FS - farinha de sangue, "FVA - farinha de visceras de aves e OC- 0ssos calcinados

Caracteristicas das farinhas: as farinhas de
subprodutos de OA sdo submetidas a altas
temperaturas, que acarretam a formacdo de
compostos de Maillard e pontes de dissulfeto,
considerados fatores antinutricionais (Berchielli
et al., 2011). No entanto sdo fontes de proteinas
importantes para a complementacdo nutricional
de animais de criacdo e retiradas muitas vezes de
residuos de abatedouros, colaboram para a
conservacdo ambiental (Bellver, 2010). Isso
explica a presenca de muitas fibras musculares,
tend@es, 0ssos, escamas, caudas e nadadeiras de
peixes; fragmentos de bicos de aves, penas e uma
infinidade de outros subprodutos nas ragfes. A
pesquisa histologica e morfolégica das particulas

através do microscopio estereoscopico (aumento
de 10X) tem como principio a identificacdo
desses subprodutos utilizando MR desses tecidos
para comparacéo, seguido de aplicagdo de provas
quimicas para a confirmagdo (Momcilovic &
Rasooly, 2000).

Segundo Butolo (2002), as caracteristicas
visuais da FCO sdo de particulas marrom (claro e
escuro), granular e 0ssos com variadas cores e
tamanhos, além de aparéncia gordurosa e
efervescéncia caracteristica de ONC (Figura 3.a).
Ao estereoscopio as particulas de pd estdo
aderidas a gordura. Os 0ssos apresentam varias
tonalidades (Campestrini, 2005). E obtida através
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de ossos e tecidos de residuos de abatedouros
(moidos e prensados)com aplicacdo deBoas
Préticas de Fabricacdo. Porém ndo devem possuir
sangue, cascos, chifre, pelos e/oucontetdo
estomacal (Bellever, 2010). N&o foram
encontradas contaminagfes por sangue nas
amostras analisadas, porém na amostra FCO

foram encontrados pelos e chifre, uma
contaminacdo  facilmente  detectada pela
microscopia, porém que ndo é permitida

(Raamsdonk et al., 2011, Brasil,2003).

A FP é composta por estruturas de canhdes de
penas em forma de tubos plasticos firmes, ocos e
de coloragdo amarelada devido & queratina.
Podem estar presentes particulas de bico, unhas,
fragmentos de 0ssos grandes, escamas do tarso e
pés. E permitida a presenca de sangue,em torno
de 5% (Bellever, 2010) ou em quantidade que
ndo comprometa a qualidade do produto (Butolo,
2002; Fireman, 2010).

Os FCC constituem contaminagdo da FCO,
pois ndo devem ser acrescentados a ragdes por
sua deficiéncia nutricional e denunciam a
deficiéncia da aplicacdo deBoas Préaticas de
Fabricacdo.As FPx sdo constituidas de partes
depeixe como cabeca, visceras e barbatanas;
sem a presenca de fragmentos de crustaceos
(Bellever,  2010). As  definicbes  das
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caracteristicas da FPx sdo de suma importancia
visto que a Diretiva 956 da Unido Europeia (CE,
2008) libera a utilizacdo de FPx como
constituinte na alimentagdo de ruminantes jovens
deste que ndo esteja contaminada com outros
subprodutos de OA (UE, 2008). Todavia, no
Brasil FPx ainda é proibida para este uso.A FS
ndo deve ser obtida a partir da secagem do
sangue em temperaturas moderadas (devido a
producdo de complexos com a lisina que ndo sdo
digeridos, pelos animais) e n&o pode ser
produzida com pelos e conteldo estomacal
(Bellever, 2010). Na descricdo de Butolo (2002)
a FS apresenta esferas secas e quebradicas de
coloracdo vermelha a preta; contudo, pode ser
contaminada com fragmentos de 0ssos, pelos e
fibras vegetais do ramen pela falta de higiene dos
equipamentos.A FVA néo deve apresentar cascas
e ovos, mas é composta por restos do
processamento de viscera de aves, pés, cabegas e
restos de incubatério. Bellever (2010), por sua
vez, considera a presenga de residuos de ovos e
restos incubatério uma contaminagdo por
adulteracdo. Os OC sdo subprodutos permitidos
na alimentacdo de ruminantes, desde que ndo
apresentem particulas de ONC (Brasil, 2004). E
um pé de aspecto branco leitoso e de particulas
bem finas(Butolo,2002).

(A) Farinha de Carne e Ossos

(@l

(B) Ossos Calcinados

(b.1)

(C) Farinha de Penas

(c.1)

(c.2)

Figura 3. Amostra de farinha de (A) carne e 0ssos preparada para analise: (a.1) e (a.2)analise da efervescéncia
de ossos ndo calcinados em &cido cloridrico(com efervescéncia lenta) e formacdo de estrutura gelatinosa, (B)
0ssos calcinados: analise da efervescéncia de 0ssos calcinados em &cido cloridrico (com efervescéncia rapida) e
(C) penas: (c.1) presenca de penas e (c.2) presenca de raques de penas escurecidas pelo reagente
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Provas quimicas na deteccdo de subprodutos de
AO em ragdo para ruminantes

Segundo o Inmetro, o LD é a menor
quantidade do analitopresente na amostra que a
distingue do zero (Controle: sem analito) (Brasil,
2010). J& o MAPA, o considera como limite
minimo detectavel do analito (Brasil, 2011).
Portanto, os resultados foram expressos em ND
(ndo detectado) quando ndo foi possivel a
deteccdo de subprodutos de OA e D (detectado),
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quando foi possivel a percepgdo das particulas de
subprodutos de OA, citando os LD obtidos em
procedimentos de validacdo para os analitos
pesquisados (Brasil, 2003; Sancheset al., 2006).
Os testes de deteccdo foram desenvolvidos
primeiramente selecionando o LD para cada
analito pesquisado (Tabela 4), seguido da
porcentagem encontrada (objetivo de confirmar o
LD) para FCC, ONC, FP e FS (Tabelas 5 e 6,
respectivamente) (Rossetto, 2015).

Tabela 4. Niveis de contaminacao e resultados obtidos através de provas quimicas de subprodutos de AO em

ragéo para ruminantes

Peso,
Identificacdo Fortificacdo, % Analito ’ Fortificacdo Resultados
OC%x FPXx’,/FCO%, ONC",/FS%, FP%/FCCY,
Controle" NA' 2,00 20,00 NA NA ND’
1 0,05 1,9990 19,9900 0,0010 0,0100 DX
2 0,1 1,9980 19,9800 0,0020 0,0200 D
3 0,2 1,9960 19,9600 0,0040 0,0400 D

%0ss0s calcinados, "farinha de peixe, “farinha de carne e 0ssos, “0ssos ndo calcinados, *farinha de sangue, 'farinha

de penas,*farinha de cascos e chifres, hsemfortificau;ao,inz§1oaplicé1ve|,jnz§1o detectado,

xy fortificagdo, respectivamente.

kdetectado, j.analito

Tabela 5. Confirmacéo do limite de deteccdo para subprodutos de origem animalpor provas quimicas

Peso, g
Identificacdo Fortificacdo, % Analito Fortificacdo Resultados
OC°,/ONC%,  FPx%,/[FCO";,  ONC,,/FS%,  FP"/FCC,

Controle® NA® 2,00 20,00 NA NA ND'

1 0,05 1,9990 19,9900 0,0010 0,0010 DX

2 0,05 1,9990 19,9900 0,0010 0,0010 D

3 0,05 1,9990 19,9900 0,0010 0,0010 D

4 0,05 1,9990 19,9900 0,0010 0,0010 D

5 0,05 1,9990 19,9900 0,0010 0,0010 D

6 0,05 1,9990 19,9900 0,0010 0,0010 D

o

semfortificagéo, ndoaplicavel,‘ossos calcinados, © 0ssos ndo calcinados, *farinha de peixe, 'farinha de carne e

0ssos, %farinha de sangue, "farinha de penas, ‘farinha de cascos e chifres, 'ndodetectado,“detectadoe, ,analito x

yfortificacéo, respectivamente

A deteccdo de sangue, em particulas ndo
sanguineas foi possivel devido & coloragdo das
particulas de hemécias, as quais sdo muito
caracteristicas  (variando de vermelho ao
bordeaux escuro) e sua opacidade as difere das
particulas de sais (Sanches et al., 2006). Como
resultado, deve ser registrada a coloracdo
vermelha (quando a particula é analisada em
microscopio de fluorescéncia). O LD de sangue
foi de 0,05% confirmando os achados reportados
por Sanches et al. (2006) (Tabela 7).

A anélise microscopica da presenca de
fragmentos de ONC se da pela comparacdo do
tempo de efervescéncia (Figura 3.a)a qual é mais
lenta e com a formagdo de uma estrutura

gelatinosa - 0 que ndo acontece com as particulas
de OC (Figura 3.B), onde a efervescéncia é
rapida e as particulas desaparecem (Khajarern &
Khajarern, 1999). O LD de ONC em OC
permaneceu em 0,05% conforme descrito por
Sanches et al. (2006), e foi confirmado pela
prova quimica utilizado como reagente, o &cido
cloridrico (Campestrini, 2005; Khajarern &
Khajarern, 1999).

Na pesquisa de cascos e chifres as placas de
Petri contendo fragbes com granulometria de 1,00
e 0,05mm (onde estdo localizados os minerais)
sdo as mais provaveis de encontrar tais estruturas
por conterem as particulas mais pesadas. Quando
da suspeita de tais achados, sdo retiradas 2ou 3
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particulas suspeitas e acrescentado &cido acético
1:1 (5mL),seguido de repouso por 60 min. Os
cascos e chifres continuam duros, firmes e ndo
quebradicos. Ja as outras particulas contendo
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proteinas, ficam macias e faceis de partir
(Campestrini, 2005; Khajarern & Khajarern,
1999).

Tabela 6. Confirmacéo do limite de deteccdo de farinha de penasem farinha de peixe

Niveis de Peso, g
Identificacdo Fortificacdo, % Matriz (FPx)* Fortificacio(FP)° LD, %

(1) (2) Analise(1) Analise(2) (1) (2) 0,05 0,1
Controle® NA® NA 20,0000 20,0000 NA NA ND' ND
1 0,05 0,1 19,9900 19,9800 0,0100 0,0200 D D
2 0,05 0,1 19,9900 19,9800 0,0100 0,0200 ND D
3 0,05 0,1 19,9900 19,9800 0,0100 0,0200 D D
4 0,05 0,1 19,9900 19,9800 0,0100 0,0200 D D
5 0,05 0,1 19,9900 19,9800 0,0100 0,0200 ND D
6 0,05 0,1 19,9900 19,9800 0,0100 0,0200 D D

*farinha de peixe, “farinha de penas,‘limite de deteccdo,’sem fortificacdo, ndo aplicavel, 'ndo detectado

eYdetectado

A FP foi possivel de ser detectada até 0,05%
de fortificacdo (Tabela 6), analise (1), obtendo
recuperacao (71%) baixa o que ndo comprova o
método: ideal proximo a 100% (Brasil, 2010).
Foi realizada repeticdo [Tabela 6, anélise (2)]
utilizando fortificacéo de 0,1% e foi obtido 100%
de deteccdo nas amostras de FP em FPx,
contrariando Sanches et al. (2006) que estipula
um limite de 0,05% para este teste. As particulas
suspeitasforam confirmadas com o reagente de
cistina (acetato de chumbo e hidréxido de sodio
10%) com o escurecimento das particulas (Figura
3.c.2) em ambas as fortificagdes (UE, 2009).

Discussao geral

Embora, tenha sido observado que os LD para
subprodutos de OA, no presente estudo, variam

entre 0,5 e 0,1% (Eckhardt et al.,, 2013 e
Sancheset al., 2006) reportam variacdo de 0,05 a
0,80% para FCA, OC, FP, FPx e de 0,10 a 0,80%
para FVA. Contudo Raamsdonk et al., (2011)
encontraram LD de 0,02% de subprodutos de OA
como a FCO, FP, FPx, porém citam como
desvantagem a dificuldade de identificar as
espécies de animais utilizados.AUnido Europeia
estipula que os subprodutos de OA identificados
pelo método de microscopia (estereoscépico)
deva ter especificidade menor que 0,1% (UE,
2009),estando entdo, as analises do LD do
presente trabalho dentro dos parametros
estipulados  pela legislagdo internacional
(europeia) (Tabela 7).

Tabela 7. Critério de aceitabilidade e limites de deteccdo do método aplicado para subprodutos de origem animal

em amostras de ragGes para ruminantes

LD?

Subprodutos, farinhas

Critério de aceitabilidade, %

Valores obtidos, % Concluso (UE, 2009)°

Cascos e chifres 0,1
Penas 0,1
Sangue 0,1
0sso0s nado calcinados 0,1

0,05 Conforme
0,10 Conforme
0,05 Conforme
0,05 Conforme

%limite de deteccéo (Sanches et al., 2006),°conforme legislago internacional - Comunidade Europeia (UE, 2009)

Concluséo

As racBes para ruminantes avaliadas macro e
microscopicamente apresentaram caracteristicas
gue sao consideradas adequadas (dentro dos
padrdes estabelecidos pelo MAPA), ndo apenas
no aspecto, como também na auséncia de
subprodutos OA proibidos na alimentacdo de
ruminantes. A avaliagdo do método com

juntamente com provas
quimicas, confere maior confiabilidade aos
resultados e também contribui para o
desenvolvimento da acuidade visual do analista.

definicdo do LD

Através deste estudo foi possivel concluir que
0 método microscopico para deteccdo de
subprodutos de OA ¢ eficiente e apurado para 0s
principais subprodutos utilizados em alimentacéo
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animal, o que torna a analise microscopica de
racbes uma ferramenta (til, barata e de facil
execucdo na mitigacdo de risco a EEB.
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