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1 - RESUMO

O controle do desenvolvimento microbiano em rag¢des utilizadas na alimentacdo animal é
uma maneira de manter a qualidade higi€nico-sanitdrio e desse modo prevenir o
surgimento de alteracdes indesejdveis. O presente trabalho teve como objetivo verificar a
ocorréncia de fungos de campo e de armazenamento em uma ragdo para peixe € seus
constituintes, e detectar o nivel de contaminacao por fungos de campo e de armazenamento
em: amostras de farelo de milho e soja e, farinha de algaroba e o suplemento mineral
vitaminico (PREMIX), utilizados na formulag¢do de uma ragfo para peixes, € em amostras
da mesma, armazenadas 0, 30,60 e 90 dias. Os experimentos foram conduzidos no Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas no laboratdrio de Microbiologia
Agricola. A racdo e seus constituintes foram fornecidos pelo laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquaticos. Para isolamento dos fungos foi utilizado o método das dilui¢des
em série seguido de semeadura em placas de Petri contendo meio de cultura e incubacio
no escuro a 28°C, quando foi calculado o nimero de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC). Entre os constituintes o maior nimero de UFC foi detectado no Premix e Farinha
de algaroba (respectivamente 4,41x10% e 4,36x10%) que ndo diferiram estatisticamente entre
si. Com relacio% de algaroba adicionada a ra¢do, o maior nimero de UFC foi encontrado
foi observado no tratamento 0% e o menor com 50%. Com relacio ao tempo de
armazenamento o maior nimero de UFC ocorreu no tempo 0 e o menor aos 30 dias.
Considerando-se a interagdo entre os dois fatores verifica-se que o maior nimero de UFC
ocorreu no tempo 0 para tratamento sem farinha de algaroba (7,37x10% enquanto que o
menor foi detectado ao 30 dias de armazenamento para 50 e 100% de algaroba adicionada
(1,52x10%). Foram identificados os fungos de campo Cladosporium e Bipolaris, e

Aspergillus e Penicillium de armazenamento.

Palavras-chave: fungos de campo, fungos de armazenamento, ragdes para peixe

Occurrence of field fungi and storage and feed ingredients for tambaqui (Colossoma
macropomum)

ABSTRACT

The control of microbial growth in feed used in animal feed is a way of maintaining quality
hygienic and thereby prevent the emergence of undesirable changes. The present work
aims to verify the occurrence of field fungi and storage in a fish and feed for their
constituents, and to detect the level of contamination by field fungi and storage: samples of
corn bran and soybean, mesquite flour, vitamin and mineral supplement (PREMIX) used in

formulating a ration for fish, and in the same samples, stored, 0, 30.60 and 90 days. The



experiments were conducted at the Centro de Ciéncias Agrdrias, Univesidade Federal de
Alagoas, in the laboratory of Agricultural Microbiology. Ration and its constituents were
supplied by the Laboratory of Nutrition of Aquatic Organisms. For isolation of fungi was
used the method of serial dilutions followed by seeding in Petri dishes containing culture
medium and incubated in darkness at 28°C, when calculated the number of Colony
Forming Units (CFU). Among the constituents the greatest number of CFU was detected in
Premix and mesquite flour (respectively 4.41x10"* and 4.36x10") did not differ statistically
among themselves. Regarding % mesquite added to the diet, the highest number of CFU
was found among the patients treated 0% and the lowest with 50%. With respect to storage
time the greatest number of CFU at time 0 was the lowest at 30 days. Considering the
interaction between the two factors it appears that the greatest number of CFU occurred at
time O for treatment without mesquite flour (7.37 x104) while the lowest was detected at 30
days of storage for 50 and 100% added mesquite (1.52 x10%). We identified the field fungi

Bipolaris and Cladosporium, Aspergillus and Penicillium and storage.

Keywords: Field of fungi, storage off ungi, ration for fish.



1. INTRODUCAO

Os alimentos em geral sdo muito sensiveis a contaminagéo e a proliferacio
de fungos, principalmente aqueles que apresentam contaminagdo natural veiculada pelo ar
e pelo solo. Os danos ocasionados por fungos sdo muitas vezes desconsiderados até
alcancarem propor¢des alarmantes. Esses microrganismos ndo causam apenas perdas
diretas como também pode ameacar a saide do homem e de animais, através das
micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios, sintetizados no final da fase exponencial do

crescimento de alguns fungos.

A qualidade higi€nico-sanitdria das ra¢des corresponde a uma medida de
controle para o desenvolvimento de patégenos, jd que constitui uma parte integrante muito

importante na cadeia alimentar que se estende da alimentacdo animal até o consumidor.

Andlises feitas pelo Instituto Bioldgico da Sdo Paulo no periodo de
1989-1999, em 728 amostras de alimentos, revelaram que 18% apresentavam
contaminagdo por micotoxinas. Dessas amostras 338 eram de ragdes para animais de
criacdo e domésticos das quais 17% estavam contaminadas por uma ou vdrias micotoxinas,
em teores varidveis, com alguns destes valores fora dos limites estabelecidos pela

legislacdo (Gongalez et al., 2001).

As fontes de contaminacdo por fungos sdo diversas: na fase de produg¢do, na
colheita, no manuseio e no processamento. Esses microrganismos sdo freqiientemente
divididos em dois grupos: fungos do campo, que infectam o produto ainda no campo e

fungos de armazenamento, que invadem o mesmo pouco antes e durante o armazenamento.

Os principais géneros sdo Alternaria, Bipolaris, Cephalosporium,
Cladosporium Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Gibberella, Helminthosporium,
Nigrospora, Rhizoctonia, Trichoderma que invadem grdos e sementes durante o
amadurecimento e o dano é causado antes da colheita. Os fungos de armazenamento
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor sdo encontrados em grande nimero em
armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores, equipamentos e lugares onde sdo
armazenados, manuseados e processados produtos agricolas. Causam danos ao produto
somente se as condicdes de armazenagem forem imprdprias 2 manutencdo da qualidade do
produto. Os fungos do gé€nero Aspergillus (A. halophilicus, A. restrictus, A. glaucus, A.
candidus, A. alutaceus (A. ochraceus) e A. flavus) e os do género Penicillium (P.
viridicatum, P. verrucosum) sdo os indicadores de deterioragdo em sementes € graos

causando danos no germe, descoloragdo, alteragdes nutricionais, perda da matéria seca e 0s



primeiros estdgios da deterioragdo microbiolégica (Sinha & Sinha 1992; Miller,1995;
Marcia & Lazzari, 1998; Pinto, 1998).

O desenvolvimento de fungos pode ocorrer se: o grdo foi
armazenado antes de ter sido seco suficientemente, o grdo foi danificado durante a
colheita, manipulacdo. Ao passo que na armazenagem podem ocorrer os seguintes danos:
perda do valor nutritivo, descoloracdo do grdo, redugcdo de germinacdo, calcinacdo de
graos, aumento da temperatura do produto armazenado até o ponto de combustio
espontdnea, cheiro e sabor mofento formacdo de micotoxinas,criagio de um ambiente
adequado para o desenvolvimento de espécies de insetos especiais (indicadores de grio de

baixa qualidade)

A contagem padrdo em placa (PCA) tem sido usada como indicador da
qualidade higiénica dos alimentos, fornecendo também id€ia sobre seu tempo util de
conservagdo. Sua presenga em grande numero indica matéria prima excessivamente
contaminada, limpeza e desinfeccdo de superficies inadequadas, higiene insuficiente na
producdo e condicdes inapropriadas de tempo e temperatura durante a producdo ou

conservagdo dos alimentos.

Considerando a  importancia do controle microbiolégico e
contaminagdes/adulteracdes de ragdes e ingredientes de ragdes, o presente estudo objetivou
avaliar nivel de contaminacio por fungos de campo e de armazenamento em: amostras de
farelo de milho e soja e, farinha de algaroba e o suplemento mineral vitaminico
(PREMIX), que foram utilizados na formulagdo de uma ragdo para peixes, € em amostras
da mesma, armazenadas a 0, 30,60 e 90 dias, por meio da pesquisa de fungo indicadores de

contaminagﬁo em campo € armazenamento.



2.REVISAO DE LITERATURA

Os microrganismos estdo intimamente associados com a disponibilidade, a
abundincia e a qualidade do alimento para consumo humano. Alimentos sdo facilmente
contaminados com microrganismos na natureza, durante manipulagio e processamento. Apos ter
sido contaminado, o alimento serve como meio para o crescimento de microrganismos. Se esses
microrganismos tiverem condi¢des de crescer, podem mudar as caracteristicas fisicas e
quimicas do alimento e podem causar sua deterioracdo. Os microrganismos no alimento podem
também ser responsdveis por intoxicagdes ¢ infeccdes transmitidas por alimentos (Pelczar Jr. et al,
1997).

O conhecimento cada vez mais amplo da transmissdo de doengas através dos
alimentos tem determinado que um nimero cada vez maior de paises considere a necessidade
de submeter estes produtos a certas provas ou estudos destinados a avaliar sua inocuidade e sua
qualidade. Conseqiientemente, com esta necessidade muitas técnicas t€m sido desenvolvidas

(International Commission on Microbiological Specifications for Foods, 1984).

A presenca de microrganismos em alimentos ndo significa necessariamente um
risco para o consumidor ou uma qualidade inferior destes produtos. Excetuando-se um nimero
reduzido de produtos submetidos a esterilizacdo comercial, os diferentes alimentos podem conter
bolores, leveduras, bactérias e outros microrganismos. Muitos alimentos tornam-se
potencialmente perigosos ao consumidor somente quando os principios de sanitizagc@o e higiene
s@o violados. Se o alimento tem estado sujeito a condi¢des que poderiam permitir a entrada
e/ou crescimento de agentes infecciosos ou toxigé€nicos, pode se tomar um veiculo de transmissao

de doengas (ICMSF, 1984).

Microrganismos indicadores sdo, segundo Franco & Eandgraf (1996), grupos ou
espécies de microrganismos que, quando presentes em um alimento, podem fornecer
informacdes sobre a ocorréncia de contaminagdo de origem fecal, sobre a provével presenca
de patdgenos ou sobre a deterioragdo potencial do alimento, além de poderem indicar condi¢des

sanitdrias inadequadas durante o processamento, produc@o ou ammazenamento.

Como exemplos de microrganismos indicadores podem ser citados aqueles
que, segundo a ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for Foods),

podem ser agrupados em:

1. Microrganismos que ndo oferecem um risco direto a saide: contagem

padrdo de mesoéfilos, contagem de psicrotréficos e terméfilos, contagem de bolores e leveduras.



N

2. Microrganismos que oferecem um risco baixo ou indireto a sadde:

coliformes totais, coliformes fecais, enterococos, enterobactérias totais, Escherichia coli.

Bolores sdo os fungos filamentosos, multicelulares, podendo estar presentes no
solo, no ar, na dgua e em matéria-organica em decomposicio. (Siqueira. 1995).

A presenca de fungos e leveduras vidveis e em indice elevado nos alimentos
pode formecer varias informacdes, tais como, condi¢des higiénicas deficientes de equipamentos,
multiplicacdo no produto em decorréncia de falhas no processamento e/ou estocagem e matéria-

prima com contaminagao excessiva (Siqueira, 1995).

A ragdo € uma mistura de uma série de ingredientes, com a finalidade de
suprir as necessidades de mantenca e crescimento dos animais; no caso dos peixes, que sdo
monogdstricos, sua composi¢do provém basicamente do milho e da soja, além de adicionar
as vitaminas fundamentais, os aminodcidos essenciais, sais minerais necessarios € outros
aditivos importantes (autor). O controle do desenvolvimento microbiano em racgdes
utilizadas na alimentacdo animal visa principalmente diminuir os riscos a saide dos
consumidores de carnes. Assim, a qualidade higi€nico-sanitdria ¢ uma maneira de prevenir
ou retardar o surgimento de alteragdes indesejaveis na ragdo, controlando os agentes
patogénicos, ja que constitui uma parte integrante muito importante na cadeia alimentar

que se estende do animal até o consumidor (ICMSF, 1981).

A qualidade das ra¢des comeca pelo controle da matéria-prima que vai ser
utilizada e a escolha dos tipos de ingredientes que serdo utilizados para a confec¢do da
mesma. Para garantir a melhor alimentag¢do dos peixes, deve-se atentar para os riscos no

armazenamento da ragdo, cujos cuidados sdo idénticos as ra¢des de outros animais (Autor).

Os danos ocasionados por fungos s@o muitas vezes desconsiderados até
alcancarem propor¢des alarmantes. Esses microrganismos ndo causam apenas perdas
diretas como também pode ameacar a saide do homem e de animais, através das
micotoxinas. A ingestdo de micotoxinas pode levar homens e animais a quadros de

intoxicacdo aguda ou cronica (Gongalez et al., 2001).

As micotoxinas sdo metabolitos secunddrios, sintetizados no final da fase
exponencial de crescimento de alguns fungos. Muitas das micotoxinas sdo termoestaveis,
ou seja, ndo sdo inativadas pelo tratamento térmico e muitas vezes ndo t€m seu efeito
diminuido por processos de beneficiamento como peletizagdo em ragdes e
acondicionamento em latas (Jay, 1996). Ainda segundo o autor alguns programas de
descontaminacdo com produtos quimicos sdo capazes de controlar o desenvolvimento de

fungos e reduzir a concentragdo da micotoxina, mas deve-se levar em consideracio a



relacdo custo/beneficio da atividade. Estes procedimentos de descontaminacio ndo sio
eficientes em larga escala, tendo um custo muito elevado e com resultados ainda bastante

discutiveis.
Principais Géneros Contaminantes

As fontes de contaminagdo por fungos sio diversas: na fase de produgéo, na
colheita, no manuseio no processamento. Esses microrganismos sdo freqiientemente
divididos em dois grupos: fungos do campo, que infectam o produto ainda no campo e
fungos de armazenamento, que invadem o milho pouco antes e durante 0 armazenamento
(Marcia e Lazzari, 1998). Segundo os autores a distincdo entre fungos de campo e de
armazenamento niao € baseada na classificacdo taxondmica, mas de acordo com as
condicdes ambientais e/ou ecoldgicas que favorecem o crescimento dos mesmos. Também
nao € absoluta, pois é baseada nos seus habitos de crescimento e onde os danos ocorrem.
Os fungos do campo requerem um teor de umidade em equilibrio com uma umidade

relativa de 90-100% para crescerem.

Os principais géneros sdo Alternaria, Bipolaris, Cephalosporium,
Cladosporium, Colletotrinchum, Curvularia, Fusarium, Gibberella, Helminthosporium,
Nigrospora, Rhizoctonia, Trichoderma que invadem grios e sementes durante o

amadurecimento e o dano causado antes da colheita.

Os fungos de campo contaminam os grdos durante o cultivo por estes
requererem ambientes com umidade relativa superior a 80%. Enquanto fungos de
armazenamento demandam menor quantidade de dgua, desta forma, estes proliferam em
maior intensidade na massa de graos no periodo pds-colheita. As condi¢des principais que
influenciam no desenvolvimento de fungos em produtos armazenados sdo: teor de umidade
dos grdos, temperatura, tempo de armazenagem, graus de infestacdo por fungo no campo,

presencga de material estranho e atividade de inseto e roedores. (autor)

Os fungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor
sdo encontrados em grande nimero em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores,
equipamentos e lugares onde sdo armazenados, manuseados e processados produtos
agricolas. Causam danos ao produto somente se as condicdes de armazenagem forem
improprias a manuten¢do da qualidade do mesmo. Os fungos dos géneros Aspergillus (A.
halophilicus, A. restrictus, A. glaucus, A. candidus, A. alutaceos, A .ochraceus e A. flavus)
e os do género Penicillium (P. viridicatum, P. verrucosum) sdo os indicadores de

deteriora¢do em sementes e grdos causando germe, descoloracdo, alteragdes nutricionais,



perda da matéria seca e os primeiros estdgios da deterioracdo microbioldgica (Sinha &

Sinha 1992; Miller, 1995; Marcia & Lazarri, 1998; Pinto, 1998).

O desenvolvimento de fungos pode ocorrer se: o grao foi armazenado antes
de ter sido seco suficientemente, se o grdo foi danificado durante a colheita ou na
manipulag@o. Esses graos ao serem processados e depois utilizados na alimenta¢do animal
podem causar doencas diversas devido as micotoxinas, que podem acarretar intoxicacao

(autor).

Animais jovens apresentam reducdo no consumo de ragdo contaminada,
reducdo de crescimento e conseqiientemente perda de peso. A intoxicacdo pode proceder
de forma direta ou indireta. A forma direta ocorre quando o produto é diretamente utilizado
na alimentacdo dos animais. Enquanto a forma indireta resulta quando subprodutos e
derivados contaminados sdo utilizados. Ao passo que na armazenagem podem ocorrer 0s
seguintes danos: perda do valor nutritivo, descoloragcdo do grdo, reducido de germinacio,
calcinacdo de grdos, geracdo de focos de aquecimento até o ponto de combustio
espontanea e de migracdo de umidade na massa de grdos, aceleragdo das trocas quimicas,
reducdo da quantidade de matéria seca, cheiro e sabor mofento, formacio de micotoxinas,
criacdo de um ambiente adequado para o desenvolvimento de espécies de insetos especiais

que sdo indicadores de grios de baixa qualidade (Andnimo, 1992; Tanaka et al., 2001).

Estudos realizados por Farias et. al. (2000) revelou uma porcentagem de
grdos com coloniza¢do flingica, variando entre 0 a 100% prevalecendo Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, os trés géneros mais importantes envolvidos na produgdo de
micotoxinas. Asevedo et al. (1994), que pesquisaram a microbiota fungica e espécies
produtoras de aflotoxinas em 90 amostras de milho estocados em diferentes regides do
Brasil, também isolaram os seguintes gé€neros de fungos filamentosos apresentados em
ordem decrescente: Aspergillus (72,2%), Penicillium (67,7%), Fusarium (62,2%). Adebajo
et al. (1994) investigando a microbiota flingica de milho e produtos a base de milho,
também verificaram que os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium eram

predominantes.

Castro et al. (1995), estudando a microbiota em milho coletado em
diferentes localidades do Estado de Séao Paulo, verificaram que os géneros predominantes
eram Fusarium e Penicillium, e o género Aspergillus foi o de menor freqiiéncia. Através da
identificacdo como espécie, em 169 isolados do género Aspergillus, o fungo A. flavus foi
predominante (64%), seguido por E . amstelodami (19%), E . chevalieiri (10%) e A .

parasiticus (7%). Asevedo et al. (1994) também erificaram a predominancia de A .flavus



(36,6%) seguido dasdas espécies A. oryzae (9,9%), A. parasiticus (6,6%) e A. ochraceus
(6,6%).

O desenvolvimento de micotoxinas pode ocorrer em diferentes periodos,
durante a maturacdo do grdo na colheita € no armazenamento. Raramente ocorre a
producdo de micotoxinas nos vegetais em nivel de campo, pois os fungos que produzem
toxinas nido conseguem penetrar nos tecidos vivos, muitas vezes o fungo sé consegue
atacar apos a colheita, quando hd quebra da cuticula; protecdo natural das sementes. (autor)

Apesar do crescimento do fungo em um determinado produto ndo indicar
necessariamente a produ¢do de toxinas pelo fato do fungo nd@o ser obrigatoriamente
toxigénico, é aconselhdvel analisar qualquer matéria-prima nestas condicdes. Por outro
lado, muitos produtos que ndo apresentam crescimento visivel do fungo podem conter
quantidades suficientes de micotoxinas para causar uma intoxica¢do. Geralmente a
produgdo ocorre principalmente na faixa de temperaturas de 18 a 26°C, teores de umidade

superiores a 15% e a umidade relativa do ar entre 90 a 95%. (autor)

O alto teor de umidade é o fator isolado mais importante no
desenvolvimento do fungo. Umidade relativa muito elevada, substrato propicio (rico em
carboidratos), temperatura adequada, pH superior a 5 e ambiente pouco arejado favorecem
o seu desenvolvimento. A produgdo de micotoxinas s6 acontece em condi¢des Gtimas para
a producdo de toxinas sdo especificas para cada fungo. O fungo Fusarium sporotrichioides
elabora uma toxina a temperaturas geladas, enquanto o Aspergillus flavus tem a habilidade
de produzir toxinas a uma temperatura de 25° e até mesmo sob condicdes desfavordveis

(autor).

Temperaturas elevadas também favorecem o crescimento de fungos que se
desenvolvem melhor em temperaturas entre 10°C e 35°C e em umidades relativas elevadas.
O desenvolvimento prolongado de fungos em grios de milho, por exemplo, com elevado
teor de umidade, com temperaturas na faixa de 2°C a 7°C, pode resultar na formacgao de

potentes micotoxinas. (autor)

O teor de umidade contida nos graos tem um efeito concreto na germinacao,
colheita, armazenagem e processamento dos produtos. Para cada uma destas fases, hd um
teor de umidade 6timo ou critico, acima ou abaixo dos quais os resultados podem ser néo

satisfatérios. (autor)



Analise microbiolégica

O exame rotineiro de alimentos para detec¢do de uma numerosa série de
microrganismos patogénicos € impraticivel na maioria dos laboratérios devido ao fato de estes
estarem inadequadamente equipados. Tem-se, portanto, tornado normal a prética de analisar nos
alimentos a existéncia de bactérias, cuja presenca indica a possibilidade da presenca de
bactérias produtoras de toxinfeccdes alimentares. Estas bactérias sdo denominadas
microrganismos indicadores e sdo geralmente considerados como sendo de grande significancia
quando da avalia¢do da seguranca e qualidade microbioldgicas de alimentos (Hayes, 1995).

Segundo Hajdenwurcel (1998) os métodos rdpidos surgiram a partir da década de
70 em consequéncia da necessidade de se reduzir o tempo de andlise nos laboratérios de
microbiologia, aumentando-se a produtividade do trabalho realizado. Tais métodos apresentam uma
série de vantagens como redug¢do do tempo de andlise, significando menor retencido do
produto na industria, diminui¢@o dos custos, simplificac@o nas tarefas

A anilise microbioldgica para se verificar quais e quantos microrganismos estao
presentes € fundamental para se conhecer as condicdes de higiene em que o alimento foi
preparado, os riscos que o alimento pode oferecer a saide do consumidor e se o alimento terd ou
ndo a vida util pretendida. Essa andlise ¢ indispensdvel também para verificar se os padrdes e
especificacdes microbioldgicos para alimentos, nacionais ou internacionais, estdo sendo atendidos
adequadamente (Franco & Landgraf, 1996).

Muitos métodos e variagdes de diferentes métodos que podem ser utilizados para
deteccdo quantitativa e qualitativa de microrganismos em alimentos, estdo relatados na
literatura. Entretanto, é desejdvel utilizar métodos que tenham sido aprovados por 6rgaos
reguladores. Estes podem ser métodos padres ou recomendados. Atualmente esses métodos sdo
comumente divididos em métodos convencionais e métodos rapidos (Franco & Landgraf, 1996; Ray,
1996).

O procedimento a ser empregado € determinado pelo tipo de alimento que estad
sendo analisado e pelo propésito especifico da andlise. A escolha pode também depender dos tipos
de microrganismos a serem pesquisados em um alimento suspeito de ter causado uma doencga
(Pelczar Jr. et ai., 1997).

Segundo Feng (1995), os métodos rapidos aprovados pélos 6rgios oficiais, podem
ser utilizados somente para controle, sendo que resultados negativos sdo considerados como
definitivos, mas resultados positivos sdo considerados presuntivos e devem ser confirmados por

métodos padroes.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de Investigacao

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia

Agricola da Universidade Federal de Alagoas.

A racdo e seus constituintes foram fornecidos pelo laboratério de
Nutri¢do de Organismos Aqudticos. A constituicdo da racdo utilizada no trabalho encontra-
se no Tabela 1. Foram estudados os constituintes de origem vegetal (farinha da vagem de

algaroba, farelo de soja e farelo de milho) e o suplemento mineral e vitaminico (premix).

Tabela 1. Constituintes da Racao para Tambagqui.

% de ALGAROBA
INGREDIENTES 0 25 50 100
CELULOSE 7,30 5,60 3,95 0,00
FARELO DE MILHO 27,20 22,80 15,50 0,00
FARINHA ALGAROBA 0,00 7,30 15,50 33,80
FARELO DE SOJA 4396 | 4235 | 4225 | 41,94
L-LISINA 0,44 0,74 0,74 0,64
FARINHA DE PEIXE 5,00 5,00 5,00 5,00
HIDROXI BETIL TOLUENO (BHT) 0,02 0,02 0,02 0,02
DL-METIONINA 0,28 0,00 0,28 0,28
OLEO DE SOJA 7,60 7,70 8,55 10,30
FOSFATO BICALCICO 3,75 3,86 3,86 3,97
CALCARIO 2,45 2,35 2,35 2,05
SAL 0,50 0,50 0,50 0,50
PREMIX 1,00 1,00 1,00 1,00
CARBOXI METIL CELULOSE (CMC) | .50 0,50 0,50 0,50




3.2 Metodologia e Técnica de Analise

Amostras de 100 gramas de cada ingrediente: farelo de milho, farelo de
soja, farinha da vagem de algaroba e premix, foram retiradas assepticamente e

acondicionadas em frascos de vidro previamente esterilizados.

A racdo foi acondicionada em sacos para congelamento de alimentos,
hermeticamente fechados com capacidade para 500g e posta em prateleiras de madeira
simulando as condig¢des fisicas do ambiente de um depdsito ou armazém de racdes desse
tipo, onde fatores naturais como temperatura, ventilacdo, umidade e luminosidade

estivessem o maximo semelhante ao local de estocagem de ra¢des (Figura 1).

Figura 1. Acondicionamento e armazenamento da racao.

O procedimento para a contagem do nimero de unidades formadoras de

colonias (UFC) por grama de amostra seguiu o esquema representado na Figura 2. De cada



amostra, uma sub-amostra de 25 gramas foi suspensa em 225 ml de solucdo salina
esterilizada. Ap6s agitacdo forma feitas diluicdes em série até 10°. Das diluicdes 10°-10*
aliquotas de 1,0 ml foram depositadas em placas de Petri (trés placas para cada dilui¢do).
Adicionou-se a cada placa 15 ml do meio de cultura fundente e (44 = 1) homogeneizado
com movimentos suaves em torno de oito ou 10 vezes. As Unidades Formadoras de

Colonias foram calculadas através da seguinte formula:

X.FD
Vv

UFCg'=

X = Média de cada dilui¢ao
FD= Fator de Diluicdo
V = Volume da diluicio adicionado a placa de Petri.

Os fungos foram repicados sucessivamente para purificagio e conservados
sob refrigeragdo. As amostras dos constituintes foram retiradas antes da homogeneizacdo
dos mesmos, enquanto que para a ragdo as coletas ocorrerdo ao 0, 30, 60 e 90 dias de

armazenamento.
3. 3.Purificacio dos Fungos

Os fungos foram purificados por meio de repicagens sucessivas e

semeadura em meio de BDA.
3.3.1 Microcultivo em Lamina

Sobre a superficie de laminas, apoiada sobre bastdo de vidro, no
interior de Placa de Petri (previamente esterilizada) verteu-se com auxilio de pipeta uma
pequena aliquota de meio de suco de tomate liquefeito. Apés solidificacdo do meio de
cultura, esporos foram semeados no centro da superficie do meio. Uma por¢ao de algodao
foi umedecida em dgua destilada esterilizada, para manter a umidade durante a incubacio e
garantir o crescimento dos fungos. As placas com as culturas foram incubadas a
temperatura ambiente. Os exames do desenvolvimento dos fungos foram efetuados através

de observacdes ao microscopio diariamente.
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Figura 2. Esquema da técnica de contagem de microrganismos.



3.6. Meios de Cultura

Foram utilizados dois meios de cultura: meio de batata dextrose 4dgar

(BDA) e agar suco de tomate:

3.6.1 Meio De BDA Acidificado

Infusio de batata 200 ml
Dextrose 20,0 g
Agar 150¢g

Completar o volume para 1000 ml com dgua destilada.

3.6.2 Meio de Suco de Tomate

Suco de tomate 200 ml
Agua destilada 800 ml
Agar 150¢g

3.6.3 Solugdo Salina

N,CI 8,50 ¢
Agua destilada 1000 ml

3.7. Delineamento Experimental

Para a deteccdo de fungos nos constituintes de ragdo foi usado o
delineamento em blocos ao acaso, com trés repeti¢des dispostas em arranjo fatorial; os
dados foram transformados para Log (x + 1) e submetidos a andlise de variancia e ao teste
de Tukey. Para a ragdo utilizou-se o delineamento em blocos casualizados com quatro
repeticdes, dispostos em arranjo fatorial, os dados foram submetidos a andlise de variancia

e as médias ao teste de Dunnet.
3.8. Padrao Microbioldgico

Foi observado o regulamento técnico dos principios gerais para
estabelecimento de critérios microbioldgicos para alimentos correlatos no anexo II da
Agéncia de Vigilancia Sanitdria de outubro de 1999 item 9 (anexo), uma vez que o Brasil
ndo dispde de legislacdo propria até o momento para tal tipo de alimento animal, os
resultados obtidos foram comparados as normas microbioldgicas para ragdes fareladas
padronizadas para a Holanda citadas por Andrigueto et al. (1990) e utilizadas por Santos et

al (2000) e Gongalves et al (2005) conforme Tabela 2.



Tabela 2 - Normas microbioldgicas para racdes fareladas

Indicativo Bom Aceitavel Inaceitavel
Contagem mesofilos <10° 10" > 10°
Enterobactérias/g <10* 10*a 10° >10°
Fungos/g <10* 10*a 10° >10°

E. coliemO,1 g Ausente Presente Presente
Salmonella em 25g Ausente Ausente Presente

Dados adaptados de Andriguetto et al., 1990.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamentos de fungos nos constituintes da racao

A analise de varidncia dos resultados obtidos encontra-se na Tabela 3. O

teste F detectou diferencgas significativas entre os tratamentos.

Tabela 3. Quadrados médios e coeficiente de variagdo obtidos da andlise de varidncia do
nimero de Unidades Formadora Col6nias de fungo nos constituintes da
racdo. Dados transformados em log x + 1. -RiolLargo-AL, 2004.

Fonte de Variacao GL QM
Constituintes 3 0,748 *
Repeticdes 11 3,390%**
Residuo 33 0,159
CV% 9,72

* ** Significativo a 5 e 1 % de probabilidade respectivamente pelo teste F.

Conforme se observa na Figura 2 o maior nimero de UFC foi detectado no
Premix que, no entanto, ndo diferiu significativamente da farinha de algaroba, enquanto
que, o farelo de soja e o farelo de milho apresentaram menores nimeros de UFC ndo

diferindo estatisticamente entre si.
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Figura 3. Médias do nimero de UFC de fungos nos constituintes da racdo. Médias
seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.



4.2 Isolamentos de fungos na raciao

A anélise de variancia do nimero de UFC na racdo encontra-se na Tabela
4, o teste F detectou diferencas significativas entre as percentagens de farinha de algaroba
adicionadas a racdo fator tempo e para a interacdo indicando efeito de um fator sobre o
outro.
Tabela 4. Quadrados médios e coeficiente de variacdo obtidos da andlise de varidncia do

isolamento de unidades formadoras de coldnias de fungos na racdo. Dados
transformados em log x + 1.-RioLargo-AL, 2004.

FONTE DE VARIACAO GL QM
Tempo (A) 3 24,5936%**
% de Algaroba (B) 3 7,7199%%
AxB 9 3,2152%
Residuo 48 1,3700
CV% 12,44

** % Significativo a 1 e 5 % de probabilidade respectivamente pelo teste F.

A Figura 3 apresenta os resultados do nimero de UFC detectado na rag@o.

WO W30 060 @90 pnto

% de Algaroba adicignada

0 2 4 6 8 10 12 14 16
N2 de UFCSx10*

Figura 4. Médias do nimero de UFC de fungos nos constituintes da racdo em diferentes
tempos de armazenamento. Médias seguidas de mesma letra maidscula na
horizontal e mindscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade.



Com relagdo ao tempo de armazenamento o maior nimero de UFC ocorreu
no tempo 0 e o menor aos 30 dias. Para % de algaroba adicionada o maior nimero de UFC

foi observado no tratamento 0% e o menor com 50%.

Considerando-se a interacdo entre os dois fatores verifica-se que o maior
nimero de UFC ocorreu no tempo 0 para tratamento sem farinha de algaroba (7,37x10%
enquanto que o menor foi detectado ao 30 dias de armazenamento para 50 e 100% de
algaroba adicionada (1,52x10%.

Os géneros encontrados nos constituintes e na racdo encontram-se na Tabela

Tabela 5. Géneros de fungos e sua origem encontrada na racdo e seus constituintes. Rio
Largo —Alagoas, 2004

Ingredientes Género Origem Figura N°
Premix Aspergillus sp Armazenamento 04
Farinha de Algaroba  Trichoderma sp Campo 05A

Penicillium sp Armazenamento B
Farinha de Milho Trichoderma sp Campo 06 A
Cladosporium sp Campo B
Farinha de Soja Aspergillus sp Armazenamento 07 A
Curvularia sp Campo B

Figura 4. Microestrutura de Aspergillus sp isolado de premix.



Figura 5. Microestrutura de (A) Trichoderma sp e (B) Penicillium sp isolado da farinha
de Algaroba.

Figura 6. Microestrutura de (A) Trichoderma sp e (B) Cladosporium sp isolado da farinha
de Milho.

Figura 7. Microestrutura de (A) Curvularia sp e (B) Aspergillus sp isolado da farinha de
Milho.

O milho € um cereal de altas qualidades nutritivas assim como uma

importante fonte de energia além das fibras, o farelo de milho tem grande quantidade de



N

acticares e calorias, servindo como alimento altamente propicio a proliferacdo flngica.
Estudos com o farelo de soja e farinha de soja tém detectado principalmente a presenca de
aflotoxinas produzidas por Aspergillus, além destas, foram verificadas a presenca de
fumonisinas e zearalenona (autores).

Na farinha de algaroba detectaram-se as presencas de Trichoderma e
Penicillium (Tabela 5) respectivamente fungos de campo e armazenamento. A parede da
vagem de algaroba € altamente energética contendo sacarose e outras substincias que se
transformadas em farinha compdem um ambiente para o desenvolvimento fingico
podendo conseqiientemente ocorrer contaminagdo. Cabral Jinior (2003) detectou 10
géneros de fungos nas sementes e vagens de algarobeira, sendo a maior incidéncia de

Penicillium, Trichoderma e Talaromyces.

A presenca de fungos de campo nestes macroingredientes pode indicar
que ndo houve um adequado manuseio agricola no cultivo das sementes ou um manuseio

ineficiente de equipamentos comprometendo as condi¢des higiénicas sanitarias.

No ingrediente premix foram encontrados os fungos de armazenamento
Aspergillus, Penicillium (Tabela 5). O premix € uma pré-mistura de microminerais e
vitaminas, tornando-se de fato um substrato muito rico em nutrientes, e os fungos por
serem quimiotréficos absorvem esses nutrientes ao invés de ingeri-los, por isso a imensa
importancia do cuidado na fabricagcdo e no armazenamento desse ingrediente fundamental

na produc¢do de uma racao(autor).

Os fungos de campo como Trichoderma, Curvularia e Cladosporium
contaminam os grdos durante o cultivo e requerem Os fungos de campo contaminam o0s
graos durante o cultivo por estes requererem ambientes com umidade relativa superior a
80%. Enquanto fungos de armazenamento demandam menor quantidade de 4gua, desta
forma, estes proliferam em maior intensidade na massa de graos no periodo pés-colheita.
As condicdes principais que influenciam no desenvolvimento de fungos em produtos
armazenados sdo: teor de umidade dos grios, temperatura, tempo de armazenagem, graus
de infestacdo por fungo no campo, presenca de material estranho e atividade de inseto e

roedores. (autor)

Os fungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium, sdo encontrados em
grande nimero em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores, equipamentos e lugares
onde sdo armazenados, manuseados e processados produtos agricolas. Causam danos ao
produto somente se as condi¢des de armazenagem forem imprdprias & manutengdo da

qualidade do mesmo.



Considerando-se os resultados obtidos na andlise da racdo armazenada,
ndo foram detectados gé€neros fingicos diversos daqueles encontrados nos ingredientes.
Foi verificado um contraste em relacio ao constituinte farinha de algaroba quando
analisada separadamente o maior nimero de UFC racdo com 0% de algaroba, indicando

que a contaminagdo ndo é conseqiiéncia deste ingrediente.

Com relacdo ao tempo, ndo ocorreu aumento da populacdo ao longo do
periodo de armazenamento (Figura 4). Indicando que no presente trabalho as condi¢cdes de

armazenamento ndo contribuiram para o aumento do nimero de UFC.

Embora os resultados deste estudo estejam abaixo da faixa mdaxima
estipulada no trabalho de Andriguetto et al. (1990) para fungos, a presenca destes é
indesejavel, pois quando presentes alguns deles podem produzir micotoxinas (ICMSF,
1981).



6 CONCLUSAO

Dos dados obtidos no presente trabalho, foi constatada presenca de
fungos em todos os constituintes avaliados sendo o maior nimero de UFC detectado no

Premix e que ndo diferiu estatisticamente da farinha de algaroba.

Com relacdo a % de algaroba adicionada a ragdo, o maior nimero de UFC

foi encontrado foi observado no tratamento 0% e o menor com 50%.

O maior nimero de UFC ocorreu no tempo 0 e o menor aos 30 dias.
Considerando-se a interagdo entre os dois fatores verifica-se que o maior nimero de UFC
ocorreu no tempo O para tratamento sem farinha de algaroba enquanto que o menor foi
detectado ao 30 dias de armazenamento para 50 e 100% de algaroba em substitui¢do ao

milho .
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