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RESUMO

Devido a grande criacdo de animais domésticos no mundo, aumentou-se
também o mercado de produtos direcionados a esses animais, como as
racOes. Essas ragdes, por sua vez, podem estar sujeitas a contaminagcdes
microbianas, principalmente por fungos, que sdo microrganismos que podem
causar deterioragcdo no alimento ou produzir substancias toxicas como as
micotoxinas, levando a prejuizos financeiros e, quando ingeridos, causando
riscos a saude do animal. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi isolar,
guantificar e identificar os fungos filamentosos presentes em racéo para cées e
gatos, comercializadas em suas embalagens originais fechadas e a granel, no
municipio de Serra Talhada/PE. Foram analisadas quatro amostras vendidas
em embalagem fechada (duas para caes e duas para gatos) e quatro amostras
comercializadas a granel (duas para cées e duas para gatos), utilizando dois
diferentes métodos, o de diluicdo seriada e o de plagueamento direto para
determinacao da quantidade de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por
grama de racdo e o indice de contaminacdo, respectivamente. Todas as
amostras apresentaram fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium, com uma
quantificacdo maxima de 36,7 x 10° UFC/g de fungos para racéo
comercializada em sua embalagem original, bem como para uma amostra de
racdo para gatos foi encontrado um indice de contaminacdo de 100 %. No
geral, as racbes vendidas em embalagens fechadas apresentaram maior
guantidade de contagem de fungos do que as que eram comercializadas a
granel, porém ndo houve diferenca significativa entre as amostras, em
conformidade com outros trabalhos. N&o existe legislacdo brasileira que
determine o limite méximo de coldnias fungicas por grama de racdo, o0 que
torna dificil classificar a amostra como segura ou ndo. Porém, a presenca de
Aspergillus e Penicillium em condicGes de baixa atividade de agua pode indicar
uma possivel producdo de micotoxinas nas ragdes. Assim, determina-se que a
forma de comercializacdo n&o € o Unico fator que influencia na contaminagéo
fungica dos alimentos, embora ressalta-se, que as embalagens protegem os
alimentos conservando suas caracteristicas originais e tornando-os menos
propensos a contaminagdes microbianas.

Palavras-chave: alimentacdo animal, indice de contaminacdo, micotoxinas,
pets.



ABSTRACT

Due to the great domestic animal breeding in the world, the market of products
directed to these animals, such as rations, has also increased. These feeds, in
turn, may be subject to microbial contamination, mainly by fungi, which are
microorganisms that can cause food deterioration or contamination by toxic
substances such as mycotoxins, leading to financial losses and, when ingested,
causing health risks to the animal. Thus, the objective of this work was to
isolate, quantify and identify the filamentous fungi present in feed for dogs and
cats commercialized in their original package and bulk containers in the
municipality of Serra Talhada / PE. Four samples sold in their original package
(two for dogs and two for cats) and four samples sold in bulk (two for dogs and
two for cats) were analyzed using two different methods: serial dilution and
direct plating for determination of quantity of Colony Forming Units (CFU) per
gram of feed and the contamination index, respectively. All samples showed
fungi of the genera Aspergillus and Penicillium, with a maximum quantification
of 36,7 x 10* CFU / g of fungi for feed marketed in their original packaging, as
well as for one sample of cat food the contamination index was 100%. In
general, rations sold in sealed packages had a higher amount of fungal counts
than those sold in bulk, but there was no significant difference between the
samples, according to other studies. In Brazil, there is no legislation that
determines the maximum limit of fungal colonies per gram of feed, what makes
it difficult to classify the sample as safe or not. However, the presence of
Aspergillus and Penicillium under conditions of low water activity may indicate a
possible production of mycotoxins in feed. Thus, it is determined that the form of
commercialization is not the only factor that influences the fungal contamination
of foods, although it is emphasized that the packaging protects the foods
conserving their original characteristics and making them less prone to
microbial contaminations.

Key-words: animal feed, contamination index, mycotoxins, pets.
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1. INTRODUCAO

A domesticacdo de animais pelo Homem é datada de mais de 30 mil
anos, sendo o céo registrado como o primeiro animal a ser domesticado
(SCHWEIZER et al., 2018). Apesar desta relacdo de longa data, sé nas ultimas
décadas dos séculos XX e XXI é gue a criacdo de animais domeésticos em
residéncias, como caes, gatos, passaros e peixes cresceu consideravelmente,
Atualmente, estima-se que no Brasil existam 52,2 milhdes de caes, 22,1
milhdes de gatos domésticos (IBGE, 2013), o que inevitavelmente, associado
ao estilo de vida contemporaneo, impulsiona um mercado de produtos

direcionados aos chamados pets, incluindo aqui a producéo de racoes.

As ragdes, assim como outros alimentos processados e armazenados,
estdo suscetiveis a contaminagées microbianas, desde a producédo da matéria
prima no campo, até no armazenamento e comercializacdo das mesmas. Os
fungos, por exemplo, sdo microrganismos que podem estar presentes nos
alimentos e trazer maleficios e prejuizos financeiros quando deteriorantes ou
produtores de toxinas (CRUZ, 2010).

Apesar de estar presente nos alimentos ha um longo tempo, foi em
1960, quando a doenca conhecida como “Turkey X’ levou a morte mais de
100.000 perus na Inglaterra, que os fungos presentes em alimentos estocados
obtiveram a devida importancia (PITT; HOCKING, 2009). Desde entdo outros
surtos relacionados as ra¢gfes contaminadas ja foram relatados, inclusive em
animais domeésticos, com consequentes prejuizos financeiros (GUTERRES et
al., 2017; WOUTERS et al., 2013; ROSA et al., 2002).

Dentre os contaminantes fangicos, destacam-se aqueles potenciais
produtores de micotoxinas, que sdo metabdlitos secundérios que apresentam
efeitos tdxicos e que, ao serem ingeridas por animais ou humanos, podem
causar doencas hepaticas, renais e formacédo de tumores, e até levar a morte
(SANTURIO, 2007). Existem mais de 500 tipos de micotoxinas conhecidas,
sendo as principais as aflatoxinas, ocratoxinas e fusariotoxinas, por
apresentarem grande potencial de toxicidade. Os géneros de fungos mais
frequentemente associados a produgdo de micotoxinas sdo Aspergillus e

Penicillium (MUZOLON, 2008). As aflatoxinas sdo produzidas pelos fungos do
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género Aspergillus e podem causar danos no figado, ma formagdo embrionéria
e diminuir as fungdes imunoldgicas. Podem estar presentes em graos,
principalmente milho, que é matéria prima para muitas racées de cées, que sao
considerados um dos animais mais suscetiveis ao efeito destas toxinas.
Embora as aflatoxinas sejam as mais estudadas, por serem as mais comuns,
outras micotoxinas também causam danos a esses animais e devem ser

estudadas para evitar futuras contaminagdes (MALLMANN et al., 2009).

Os fungos osmofilicos sdo capazes de se desenvolver em substratos
com atividade de agua (a,) abaixo de 0,85, assim, sdo frequentemente
encontrados em racdes para animais domesticos, uma vez que essas racoes
costumam apresentar valores de a,, entre 0,60 e 0,85 (COPETTI, 2005). Essa
atividade de agua é a quantidade de agua “livre” encontrada no alimento e
favorece o desenvolvimento de microrganismos e reacdes de deterioracdo do
proprio alimento (DITCHFIELD, 2000).

O Ministério da Agricultura, Agropecuaria e Abastecimento (MAPA)
estabelece um limite de 50 pg/Kg para quantidades de aflatoxinas em racéo
animal (BRASIL, 2002), porém ndo existe no Brasil nenhum limite estabelecido
para a quantidade de fungos filamentosos por grama de racdo. Desta forma,
este trabalho objetivou o isolamento, quantificacdo e identificacdo de fungos
filamentosos em racdes para cdes e gatos comercializadas no municipio de
Serra Talhada, visando trazer informacdes importantes sobre quais géneros de
fungos predominam em determinadas racfes e se a forma de armazenamento
e comercializacdo (por exemplo, a granel) interfere nesta quantificacdo. Os
resultados obtidos podem auxiliar na elaboracdo de medidas de controle de
contaminacdo fungica e, consequentemente, de contaminagdo por micotoxinas

em ragoes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos filamentosos — caracteristicas gerais

Os fungos filamentosos sdo assim chamados porque tém o seu corpo
constituido de filamentos tubulares microscépicos chamados de hifas,
compostas por multiplas células e cujo conjunto forma o micélio; este pode
sofrer diferenciacdo e desenvolver estruturas reprodutivas ou ainda permitir sua
fixacdo no substrato e nutricio (BOSSOLAN, 2002). Esse micélio pode
apresentar coloracfes diversas, devido a presenca de esporos assexuados ou
producdo de pigmentos, que auxiliam na identificacdo de géneros e espécies
(BORGES et al, 2002).

As hifas séo classificadas como septadas, quando apresentam paredes
transversais como no filo Ascomycota, e cenociticas, quando apresentam
septos apenas separando estruturas vegetativas das reprodutivas, a exemplo
dos filos Chytridiomycota e Glomeromycota (LEITE; ESPOSITO, 2010).

O reino Fungi é atualmente dividido em quatro Filos denominados
Chytridiomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basiodiomycota (HIBBETT et
al. 2007). Esta classificacdo é baseada em analise filogenética molecular,
porém as estruturas reproducdo sexuada (zigésporos, 00Sporos, ascOsporos e
basidiésporos) tém grande importancia na taxonomia classica dos fungos.
Alguns fungos nédo tém reproducdo sexual como os fungos mitospéricos, e por
Isso sdo comumente chamados de fungos imperfeitos, sendo colocados,
geralmente, dentro de Ascomycota e Basiodiomycota (MAIA; CARVALHO
JUNIOR, 2010).

Os fungos véao produzir estruturas de esporulacdo quando houver uma
reducdo de nutrientes disponiveis no ambiente em que se encontram,
entretanto, se 0 ambiente oferece condicbes adequadas, havera apenas o
crescimento somatico do organismo (LEITE; ESPOSITO, 2010). Os esporos
produzidos podem ter funcdo de reproducdo, dispersao e sobrevivéncia do
fungo, por isso muitos deles produzem mais de um tipo de esporo.

Sao capazes de se desenvolver nos mais diversos tipos de ambiente, como
no solo, matéria organica e agua (SILVA, 2008); tém alto poder de adaptacdo

e, consequentemente, capacidade de crescer em substratos em condi¢cdes
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diversas, como atividade de agua reduzida (entre 0,65 e 0,99); pH abaixo de
3,0; temperaturas entre 0°C e 40°C; e capacidade de esporulacdo e
disseminacdo em diferentes condicbes (SILVA, 2008), permitindo sua
proliferagdo. Os fungos também estabelecem diferentes relacbes com o
ambiente e com outros seres vivos, podendo ter o habito saprofitico, de
parasitismo, simbionte e até mesmo de predacao.

Deve-se lembrar que fatores como pH, temperatura, umidade e
disponibilidade de oxigénio influenciam diretamente no crescimento fangico, o
que influencia no seu habitat, e apesar de poder ser encontrado nos mais
diversos ambientes, os principais locais em que habitam sdo o solo, agua e no
interior de vegetais (MACCHERONI JUNIOR; ARAUJO; LIMA, 2010).

Eles também podem ser encontrados em ambiente extremos como em
regides polares, onde crescem em temperaturas de 0°C, ou regibes quentes,
cujas temperaturas chegam a 55°C. Ha ainda os fungos halofilicos que se
desenvolvem em ambientes com salinidade superior a encontrada em
ambientes marinhos. Também s&do encontrados em ambientes acidos e com
grandes concentracfes de metais pesados, e até deteriorantes de concreto
(MACCHERONI JUNIOR; ARAUJO; LIMA, 2010).

Além da importancia ecologica e medicinal dos fungos, esses
microrganismos sao, atualmente, utilizados em diferentes abordagens frente
aos desafios encontrados mundialmente. Suas aplicagbes envolvem promover
0 crescimento de plantas cultivadas aumentando sua absorcdo de nutrientes,
podem ser utilizados no controle biolégico, na indulstria alimenticia, e sdo
constantes fontes de pesquisa para o desenvolvimento de drogas
antimicrobianas, biocombustiveis e recuperacdo de ambientes degradados
(LANGE, 2014).

2.2 Fungos filamentosos osmofilicos em racdo animal

Fungos osmofilicos sdo aqueles capazes de se desenvolver em atividade
de agua (ay) inferior a 0,85 mesmo que ndo sejam capazes de se desenvolver
em toda condicdo de pH, temperatura, potencial redox e outros fatores de
crescimento (PITT, 1996). Essa atividade de agua reflete a quantidade de agua
livre disponivel, ou seja, aquela que nao estd nas ligacbes quimicas ou na
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dissolucédo do soluto (SILVA et al, 2015), pois a agua presente no alimento
pode estar ligada ao substrato ou apresentar-se de forma livre.

Atividade de agua é diferente de umidade, pois enquanto a atividade de
agua avalia a quantidade de agua livre que é suscetivel a diversas reacoes, a
umidade mede o percentual de toda a agua disponivel no alimento, tanto livre
guanto ligada. Assim, essa quantidade de agua que ndo esta ligada ao
substrato fica disponivel para as reacdes fisicas quimicas e biolégicas
(GARCIA, 2004).

Os fungos osmofilicos (também chamados de xerofilicos) sdo considerados
moderados quando possuem capacidade de crescer em a, abaixo de 0,85,
mas nao necessitam de um meio especifico para crescimento. Assim Sao 0s
fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus e Eurotium, todos relacionados a
producao de micotoxinas (SILVA et al., 2015).

A fim de produzir alimentos com maior durabilidade, as industrias
alimenticias costumam reduzir a atividade de agua e pH, realizar um
tratamento térmico e usar agentes antimicrobianos. As racgfes animais
pertencem ao grupo de alimento com disponibilidade intermediaria de atividade
de agua com de valores de a, entre 0,60 e 0,85 e pH variavel (COPETTI,
2005). Com esses tratamentos é possivel controlar a presenca de bactérias,
entretanto, como os fungos osmofilicos sdo capazes de se desenvolver sob
essas condicdes, as racoes ficam sujeitas as contaminagdes fungicas que, por
sua, vez, permitem a contaminacdo da racdo por micotoxinas (COPETTI,
2005).

Entretanto, a presenca do fungo na racdo nao significa, necessariamente,
gue haja producdo de micotoxinas, da mesma forma, a micotoxina pode estar
presente sem haver a presenca do fungo. Isso é devido ao fato de que a
maioria das micotoxinas sdo termoestaveis, e resistem a diversos tratamentos
térmicos ou processos de desidratacdo, que destroem o fungo que as produziu
mas ndo a micotoxina (MAZIEIRO; BERSOT, 2010). Além de se
desenvolverem nessas condi¢ces, os fungos presentes nas ragfes tém ainda
capacidade de suportar baixas quantidades de oxigénio, conseguindo
sobreviver em quantidades de até 0,2%. Quantidades inferiores a esta, s6 sédo
alcancadas em embalagens hermeticamente fechadas (DA ROCHA et al.,
2010).
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Ha trabalhos que comprovam a presenca de fungos filamentosos em racées
como o de Hillmann et al. (2015), que investigaram a presenca de fungos dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium em racfes para caes e gatos
comercializadas a granel e em embalagem fechadas. Eles verificaram que
Aspergillus estava presente em todas as amostras, Penicillium esteve presente
em 33% das amostras, e Fusarium em 16,6%. Nesse trabalho a quantidade de
fungos isolados foi maior nas ragdes comercializadas em embalagens fechadas
(HILLMANN et al, 2015).

Mendes et al (2014) realizaram um trabalho em que simulava a venda a
granel de duas ra¢des (uma para cao e uma para gato) deixando-as expostas
ao meio ambiente por 60 dias e comparando com duas amostras (uma para
cdo e uma para gato) que permaneceram em suas embalagens originais
fechadas. Percebeu-se nesse caso que a quantidade de fungos filamentosos
foi maior nas racdes expostas ao ambiente e, houve maior predominancia dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (MENDES et al, 2014).

A presenca desses géneros em racOes para pets pode ser observada
também em trabalhos internacionais como o realizado por Singh e Chuturgoon,
em 2017, que analisaram 20 ra¢fes vendidas em supermercados, pet stores e
redes de veterinarios na Africa do Sul. Em todas as amostras foram
identificados fungos do género Aspergillus, Penicillium e Fusarium, embora
tenham predominado as espécies: A. flavus, A. fumigatus e A. parasiticus, além
da presenca de micotoxinas do tipo aflatoxinas e fumosinas (SINGH;
CHUTURGOON, 2017).

Em 2001, Bueno, Silva e Oliver analisaram a presenca de fungos
filamentosos de 21 amostras de racdes (12 para cées e 9 para gatos) de 8
marcas no total, produzidas e importadas na Argentina. Nessas amostras foram
encontradas 77 cepas pertencentes a 10 géneros, sendo os de mais frequéncia
Aspergillus com 62% de ocorréncia, Rhizopus com 48% e Mucor com 38%, 0s
géneros Penicillium e Fusarium apareceram com menor frequéncia (BUENO;
SILVA; OLIVER, 2001).

Em Portugal, em 2003, foi realizado um estudo que obteve resultados
semelhantes a partir da analise de 60 amostras de racdes (20, para céaes, 20
para gatos e 20 para passaros domésticos). Apesar do baixo nivel de

contaminagdo encontrado nas ragdes, as que apresentaram crescimento
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fungico tiveram maior ocorréncia de Aspergillus (58,3%) seguidos por
Penicillium e Mucor (38,3%), além de ser detectada a presenca de micotoxinas
nas ragoes para cades (MARTINS; MARTINS; BERNARDO, 2003).

Apesar da presenca do fungo né&o indicar necessariamente uma
contaminacdo também pela micotoxina, estudos apontam que ha uma
correlacdo direta entre a atividade de agua do alimento/temperatura/presenca
do fungo com a presenca da toxina fungica (PACHECO et al., 2010). Apesar do
risco potencial da presenca desses microrganismos em alimentos, no Brasil
ndo existe uma legislacdo especifica que limite a quantidade de contagem de
fungos em racfes para animais. Em outros paises, como na Suica, esse limite
é de 10° UFC/g (Unidade Formadora de Col6nia por grama) segundo a GMP —
Specific Feed Safe Standards (2017).

2.3 Micotoxinas

Os fungos tém sido associados as doencas humanas ha muito tempo, como
na Idade Meédia quando surgiu uma doenca conhecida com Ergotismo,
principalmente na Franga. Ap6s o aumento do uso de centeio na Europa
percebeu-se o aparecimento de doencgas e reducao de fertilidade, que estavam
associados a exposicdo do espordo do centeio, que foi reconhecido pelo
micologista Louis Tulasne (1815 — 1885) como resultado de uma infec¢ao pelo
fungo Claviceps purpurea (PITT; MILLER, 2017).

Essa associagéo foi provada em 1630 pelo médico Dr. Thuillier, na Franca,
que observou que a gravidade dos sintomas era proporcional ao consumo dos
graos de centeio contaminados, e que pessoas que se alimentaram de uma
maior variedade de grédos sofreram menos (PITT; MILLER, 2017). O ergotismo
também ficou conhecido como “fogo de Santo Antbnio”, pois se acreditava que
uma peregrinacdo ao santuario de Santo Antdnio aliviaria as sensagfes de
gueimacdo que eram sentidas. Hoje, sabe-se que 0 ergotismo € uma
intoxicacdo causada pela ingestdo da ergotina, micotoxina produzida por C.
purpirea e que causa sintomas de depressao, confusdo mental, hipertenséo,
bradicardia, perda de consciéncia, cefaleia, cianose periférica (médos e pés

palidos), podendo ainda levar ao coma e morte (MEDEIROS et al., 2012)
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Em 1960, houve na Inglaterra a morte de 100.000 perus. O exame poés-
morte revelou inflamacg&o no intestino e no figado sugerindo envenenamento,
fato que ficou conhecido como “turkey X disease”, visto que ndo se sabia a
causa do surto (HOMEI, WORBOYS, 2013). Apds a investigacdo do caso,
descobriu-se que os perus tinham se alimentado de racdo contendo amendoim
contaminado por metabolitos secundarios produzidos pelo fungo do género
Aspergillus (MEDEIROS et al, 2012).

Metabdlitos secundéarios sdo substancias produzidas por plantas e
microrganismos que ndo S&0 essenciais para seu crescimento e reproduc¢ao.
Esses metabdlitos sdo produzidos quando ha uma grande quantidade de
metabolitos primarios e sédo codificados por genes geralmente organizados em
clusters, que incluem genes que codificam as enzimas biossintéticas, genes
para resisténcia a acao toxica do proprio metabdlito, e genes para a secrecéo
dos metabolitos produzidos (MARTIN; CASQUEIRO; LIRAS, 2005).

A maioria desses metabdlitos serve como comunicagao entre 0 organismo
produtor e outros seres que vivam ao redor como outros microrganismos
(MARTIN; CASQUEIRO; LIRAS, 2005), e também como hormonios sexuais,
agentes de simbiose, como competicdo e efetores de diferenciacdo (DEMAIN;
ADRIO, 2008).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos
exclusivamente por espécies de fungos filamentosos, que podem contaminar
produtos agricolas e causar doencas ou até a morte em animais e humanos.
Essas intoxicacfes causadas por micotoxinas sdo chamadas de micotoxicoses
(ATANDA et al., 2011).

Desde 1960, quando as micotoxinas foram descobertas, inUmeras
pesquisas foram feitas a fim de entender como ocorrem essas contaminagoes.
Entretanto, é dificil estimar as consequéncias causadas pelas micotoxinas
porque elas podem ocorrer em baixas concentracdes, o que dificulta sua
deteccao; quando os sinais de micotoxicoses aparecem, geralmente, o produto
ja foi totalmente consumido; além disso, os sintomas da micotoxicoses sao
comumente confundidos com os de outras doencas mais comuns (JOBIM et
al., 2001).
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A producdo das micotoxinas pode ser influenciada por fatores ambientais,
dependendo entdo da localizacdo geogréafica e dos meéetodos de producédo e
armazenagem dos graos (ADEYEYE, 2016). Ocorrem com frequéncia em milho
e amendoim, que sdo comumente utilizados como matéria-prima na fabricacéo
de racbes (ZAKI et al., 2012).

Dentre as centenas de micotoxinas conhecidas, as mais estudadas, devido
maior nimero de ocorréncia, sdo as aflatoxinas e fumonisinas. As aflatoxinas,
produzidas principalmente por Aspergillus flavus, s&o um grupo de toxinas
cujas principais sao B1, B2, G1, G2 que sao classificadas baseadas na cor da
fluorescéncia emitida sob luz ultravioleta (blue ou green). Essas micotoxinas
tem a capacidade de se ligar ao DNA, afetando a sintese proteica, além de ter

propriedades carcinogénicas e imunossupressoras (FREIRE et al, 2007).

As fumonisinas foram isoladas primeiramente de Fusarium moniliforme, sdo
encontradas naturalmente em milho e, na maioria dos animais, pode causar
danos hepaticos e renais, compromete a fungcéo imunoldgica e causa perda de
peso. Essas toxinas sdo resistentes ao processamento do alimento, uma vez
gue sao termoestaveis e ndo sao degradadas durante a fermentacdo (ZAKI et
al, 2012).

Dentre estas, as aflatoxinas, sdo as mais estudadas tanto por serem as
mais comuns, quanto pelo seu alto grau de toxicidade (IAMANAKA et al. 2010).
Esse grupo de fungos (Aspergillus spp.) € comumente encontrado na industria
de alimentos, uma vez que sdo fungos deteriorantes, e crescem em baixa
atividade de agua (ADEYEYE, 2016). Dentre as aflatoxinas, a Aflatoxina B1
(AFB1) € a mais toxica e tem efeito carcinogénico (IAMANAKA et al. 2010). Em
animais, a aflatoxicose causa falta de apetite, perda de peso, anormalidade
neurologica, ictericea da membrana mucosa, diarreia sanguinolenta,
convulsdes e morte (HILLMANN et al., 2015).

Esses efeitos podem ser comprovados pelo estudo de Newman et al.
(2007), avaliaram nove caes que tinham se alimentado de ragcdo contaminada
com aflatoxina, no estado do Tennessee, EUA. Os animais apresentaram
depressao, dores abdominais, diarreia, vdmito, anorexia, ictericia. Apesar do
tratamento nenhum animal sobreviveu (quatro morreram e cinco passaram por
eutanasias), e todos apresentaram danos no figado (NEWMAN et al, 2007).
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Um estudo feito por Wouters et al., em 2013, ressalta os efeitos da
aflatoxina B1 em cées através de alimento contendo milho contaminado. Nesse
estudo 65 cées, de nove fazendas diferentes no estado do Rio Grande do Sul,
Brasil, consumiram alimentos cujo ingrediente comum era o milho, que estava
contaminado com aflatoxina. Dentre esses animais 60 vieram a Obito, com 0s
mesmos sintomas do estudo anterior, além de fibrose hepética e degeneracao
dos hepatdcitos (WOUTERS et al, 2013).

Guterres et al. (2017), relataram um surto de aflatoxicose aguda que
ocorreu na cidade Pelotas/RS, devido a ingestdo de quirelas de milho e arroz
contaminado, atingindo 18 cédes dos quais apenas um ndo veio a Obito. Foi

observado na autopsia a degeneracao e necrose hepéatica severa.

A contaminacédo das ragdes por micotoxinas deve ser evitada em todo o seu
processo de fabricagdo, desde a colheita e armazenamento até o
processamento da racdo, para que se possa proporcionar uma alimentacao de

gualidade, e sem riscos a saude dos animais.

2.4 Embalagens

As embalagens sdo fundamentais para manter um alimento de qualidade,
pois ajuda a retardar a deterioragdo dos mesmos, aumenta o tempo de vida util
do produto na prateleira, oferecendo protecdo contra riscos fisicos, quimicos e
biolégicos (MARSH; BUGUSU, 2007). Além de oferecer protecdo ao alimento,
o0 material da embalagem pode influenciar nas caracteristicas do mesmao.

A influéncia da embalagem na qualidade quimica e biolégica de racbes
secas para cades e gatos pode ser verificada, por exemplo, quando duas
amostras de racdo (uma para cao e uma para gato), retiradas da embalagem
original e expostas ao ambiente por sessenta dias, a fim de simular a venda a
granel foram analisadas. Os autores compararam essa analise com outras
duas amostras que permaneceram em suas respectivas embalagens.
Constatou-se que as ragOes que foram expostas ao ambiente apresentaram
alteracbes na composicdo da racdo, uma vez que o contato com o0 oxigénio
atmosférico pode oxidar os lipidios presentes, causando odores e sabores
desagradaveis, tornando o produto inconsumivel. O valor da atividade de agua
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(aw) também aumentou em proporcao ao tempo de exposi¢cdo, 0 que propiciou
uma maior deterioracdo do alimento devido a presenca de fungos e bactérias
(MENDES et al, 2014).

Normalmente, as ragfes sdo comercializadas em embalagens plésticas
(Figura 1 e 2) devido ao custo e facilidade na producédo, entretanto, essas
embalagens possibilitam uma permeabilidade quanto a luz, gases, vapores e
moléculas de baixo peso molecular (MARSH; BUGUSU, 2007) que podem

influenciar na qualidade dessas racgoes.

Figura 1. Ragbes comercializadas em embalagens plasticas originais
fechadas.
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Ocasionalmente, racdes comercializadas a granel podem estar dispostas
em containers de vidro (Figura 3), e oferece vantagens como ser impermeavel
a gases e vapores, mantém o produto fresco por mais tempo, embora seja
pesado e tenha um custo mais elevado de transporte (MARSH; BUGUSU,
2007).

Figura 3. Ragbes comercializadas a granel em recipiente de vidro.

E importante ressaltar que as embalagens nos alimentos também os
protegem de outros microrganismos patogénicos. Um trabalho feito por Girio et
al. (2012), também nédo encontrou diferenca significativa do numero de fungos
filamentosos e leveduras entre racdes para caes comercializadas a granel e em
embalagem fechada, porém, foram encontradas uma maior quantidade de
microrganismos indicadores de contaminacdo fecal nas amostras
comercializadas a granel, ficando a preocupacdo com a qualidade das racdes

comercializadas dessa forma (GIRIO et al, 2012).

As racdes vendidas a granel também estdo sujeitas a presenca de
insetos que podem ser veiculadores de microrganismos. Em 20 amostras de
racdes comercializadas a granel, todas apresentaram contaminacao fungica e
das mesmas também foram isolados insetos das racoes, dos quais Sitophilus
zeamais (gorgulho) foi o mais frequente, e estava associado a fungos dos

géneros Fusarium e Penicillium, além de Aspergillus terreus e leveduras.
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Outras espécies de insetos também foram encontradas e estavam associadas
a Aspergillus flavus (AQUINO; POTENZA, 2013).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta das amostras e estratégia amostral

Foram analisadas amostras de diferentes marcas de racao seca para caes
e gatos, vendidas sob diferentes condicdes e locais na cidade de Serra
Talhada, PE. Os locais de comercializacdo e marcas das ragcbes foram
escolhidos aleatoriamente. Em cada local, foram compradas quatro amostras
vendidas a granel em container aberto e quatro amostras vendidas em suas
embalagens originais e que estavam integras, totalizando oito amostras. De
cada grupo de quatro amostras, dois foram ragcfes para caes, e dois foram
racoes para gatos. As amostras vendidas a granel foram retiradas com um
utensilio de metal e postas em um saco plastico. As amostras foram
identificadas quanto ao local e embalagem de venda, enumeradas e estocadas

de acordo com as condic¢des indicadas para cada uma.

Na coleta, também foram observadas e anotadas caracteristicas como a
presenca de insetos, temperatura do local, incidéncia de luz solar, local de
armazenamento (prateleiras, chdo ou armarios), dentre outras (Figura 4 e 5).
Quando possivel, também foram anotadas informacfGes sobre as racoes,
incluindo data de fabricacéo, data de validade, valor nutricional e atividade de
agua.

Figura 4. Local de obtencdo das amostras comercializadas em embalagens
originais fechadas.
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Figura 5. Local de obtencdo das amostras comercializadas a granel.

Uma vez coletadas, as amostras foram imediatamente transportadas para o
Laboratério de Microbiologia da UAST onde foram submetidas as analises

microbiologicas descritas a seguir.

3.2. Andlises microbiologicas

As analises microbiolégicas constaram do isolamento e quantificacdo de
fungos osmofilicos, ou seja, aqueles com habilidade em se desenvolver em

substratos com baixa atividade de agua.

Para tal, foram pesados assepticamente 25 gramas de cada amostra que
foram reidratadas em 225 mL de agua destilada esterilizada, sendo esta a
primeira diluicdo (10™); a partir desta diluicdo, foi realizada a diluicdo seriada
transferindo um mL para tubos de ensaio contendo nove mL de agua destilada
esterelizada 0,1% e assim sucessivamente até a diluicdo 10™. De cada
diluicdo, foi transferido 0,1 mL para o meio de cultura Agar Sabouraud com
glicerol 18% em placas de Petri e espalhadas em toda a superficie com o
auxilio de uma alca de Drigalsky (Figura 6). Esta concentracdo de glicerol
diminui a atividade de agua do meio de cultura permitindo o isolamento de
fungos osmofilicos (HOCKING & PITT, 1980).
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Figura 6. Representacao da técnica de Diluicdo Seriada
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As placas de Petri foram incubadas a 28°C por 5 a 7 dias e examinadas
para a presenca de fungos filamentosos osmofilicos. Placas que apresentaram
de 10 a 100 colbnias foram selecionadas para isolamento e enumeracdo de
fungos. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nia
por grama (UFC/g). Todas as analises foram feitas em triplicata sob condi¢bes

de esterilidade.

Também foi realizada a determinacéo do indice de contaminacgéo fungica a
partir do plagueamento direto (Figura 7) dos graos das rac6es na superficie do
meio de cultura Agar SAB 18% de glicerol. Foram transferidos assepticamente
de 5 a 10 grédos de cada racao (a depender do tamanho) para a superficie do
meio de cultura, num total de 25 grdos por amostra. O indice de contaminacao
foi calculado pelo numero de grédos com crescimento fungico/nimero total de

gréaos x 100.
Figura 7. Representacao da técnica de Plaqueamento Direto
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Para identificagdo dos géneros dos fungos Aspergillus, Penicillium e
Fusarium foram utilizadas chaves de identificacdo para caracteristicas micro e

macroscopicas das coldnias.

3.3 Integracéo e analise dos dados

As contagens de fungos foram realizadas através da Analise de Variancia
(ANOVA), e as médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de

significancia 5%, através do programa “Microsoft Excel 2010”.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras contidas em embalagem originalmente fechadas foram
analisadas, sendo duas para cdes (C1l e C2) e duas para gatos (G1 e G2);
todas possuiam a classificacdo Premium na embalagem indicando que
possuiam algum aditivo antioxidante com atividade antifingica.

Quando as amostras foram analisadas por meio da técnica de diluicdo
seriada (Figura 8 - ANEXO), foi constatado um maior nimero de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) de fungos na amostra C2, com um maximo de
36,7 x 10 UFC por grama de racdo analisada (Tabela 1). Este resultado
também reflete no indice de contaminagcdo desta mesma amostra, que atingiu

92 % nos graos analisados.

Quando comparadas as quantificacdes de UFC na menor diluicdo das
amostras comercializadas em suas embalagens originais (Tabela 1), verificou-
se que amostra G1 apresentou a maior quantificacdo, chegando a 100 UFC/g.
esta mesma amostra apresentou as maiores quantificacbes quando analisadas
todas as diluicbes, bem como um indice de contaminacao de 100 % dos graos
analisados. As racdes para gatos possuem um maior percentual de proteinas
(34% na amostra G1) quando comparadas as racdes para caes (21% em Cl e
C2), o que pode justificar o alto indice de contaminacdo por fungos nesta

amostra.
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Os indices de contaminacdo obtidos por meio do plagueamento direto
dos graos (Figura 9 - ANEXO) foram de 76% e 92% para as racdes destinadas
a cées e de 100% e 86 % para as racoes destinadas a gatos. Tratando-se de
rac0es comercializadas em suas embalagens originais, os resultados obtidos
apontam um alto indice de contaminacdo das mesmas, porém, ndo ha limites
estabelecidos no Brasil para a quantificacdo de fungos osmofilicos nestes tipos
de amostras; a legislacdo brasileira padroniza para racdes apenas o limite
maximo de Aflatoxinas (50 pg/g). Portanto, este cenario torna dificil a conclusao
do real risco que estas quantidades de fungos representam, porém, este risco

nao pode ser excluido.

Tabela 1. Quantificacdo e indice de contaminacgéo por fungos em racdes para
cdes e gatos comercializadas em embalagens originalmente fechadas no
municipio de Serra Talhada, PE.

Quantificacao de fungos (UFC/g) por diluicdo

©

g

£ 1 2 3 4 Presenca de Presenca de
< 10 10 10 10 IC " Aspergilus  Penicillium
Cc1 33 6,7 x 10° 0 3,3x10* 76% Sim Sim

Cc2 33 1x10° 3,3x10® 36,7x10* 92% Sim Sim

Gl 100 2,67x10* 1x10* 4,67 x 10*  100% Sim Sim

G2 33 6,7x10> 3,3x10° 3,3x10* 86% Sim Sim

IC = indice de Contaminac&o; UFC = unidades formadoras de col6nias; C1 e C2 = racéo para cées; G
e G2 =racdo para gatos; os valores estao expressos pelas médias das triplicatas de cada dilui¢ao.

Por outro lado, em todas as amostras foi observado o crescimento de
fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium (Tabela 1), estes
presentes e isolados de um substrato com baixa disponibilidade de agua
(racBes secas), o que ja torna um indicativo da capacidade destes fungos em
produzir micotoxinas (PARDO et al., 2004).

A presenca desses géneros pode ser justificada pelo fato de que as
espécies de Aspergillus sdo contaminantes frequentemente encontrados na
etapa pos-colheita, podendo estar presentes também no processamento e

manipulacdo dos grdos (KOCSUBE et al., 2013). Sua presenca nas racées
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indica um fator de risco ja que € um produtor de micotoxinas cujas principais
sao as aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas e patulinas (VARGA et al., 2015).
Dentre estas as aflatoxinas sédo as mais destacadas pelos pesquisadores, com
a aflatoxina B1 sendo encontrada com mais frequéncia e conhecida como a
micotoxina com maior potencial carcinogénico do figado (SWEENEY;
DOBSON, 1998).

Ja o género Penicillium possui mais de 100 espécies produtoras de
micotoxinas, produzindo principalmente ocratoxinas, patulinas e citrininas. A
producdo das micotoxinas, no geral, esta frequentemente associada as
condicBes climaticas. Por exemplo na producdo de ocratoxina, Penicillium a
produz em regides de climas temperados, ja Aspergillus prefere climas mais
guentes (SWEENEY; DOBSON, 1998).

Esses géneros sdo, portanto, 0s principais contaminantes flngicos e
produtores de micotoxinas em racdes, uma vez que Sao 0S mais comuns como
comprovado em um estudo de analise de racbes destinadas a passaros, em
gue foram analisadas 60 amostras de racao comercializadas no Rio de Janeiro,
Aspergillus foi encontrado em 82% das rac¢des, enquanto que a frequéncia de
Cladosporium foi de 50% e de Penicillium foi de 42%. Também foi determinada
a contaminacdo de 95% das racdes por fumonisinas e 40% por aflatoxinas
(QUEIROZ et al, 2013).

Ainda sobre os géneros identificados nas ragdes, em 2014, Alves et al
analisaram 45 amostras de ra¢des, das quais 15 eram destinadas aos suinos,
15 as aves e 15 aos cées, e identificou nas mesmas 8 espécies de Aspergillus.
Destas, A. flavus possuiu a maior frequéncia (60,93%), embora nenhuma de

suas cepas produzisse afltoxinas (ALVES et al, 2014).

Também em um trabalho realizado com racdo para gatos, no qual as
amostras foram classificadas como Premium e “racbes de mercearias”, foi
constatado uma maior presenca de Aspergillus sp. nas amostras Premium. Os
autores enfatizaram que este achado, na verdade, ndo foi surpreendente, pois
espécies de Aspergillus sdo fungos do solo contaminantes comuns do milho,
amendoim e outros cereais comumente utilizados na producdo de alimentos
para animais (SINGH; BAIJNATH; CHUTURGOON, 2017).
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Outro fator importante € que as aflatoxinas também sao frequentemente
encontradas em paises com o clima quente, e pesquisadores tem associado
seu aparecimento na Europa com mudancas climaticas (KOCSUBE et al,
2013). Foi ressaltado também por Pereira, Carvalho e Prado (2002) que os
principais fatores para deterioracdo dos alimentos sdo a atividade de agua,
temperatura, potencial de oxirreducdo e a concentracdo de oxigénio. Desta
forma, por mais que as racdes estivessem em suas embalagens originais,
fatores como contaminacdo da matéria prima no campo e durante o
processamento das racdes por falta de medidas de controle, associados ao
clima do Brasil, podem justificar a presenca de Aspergillus e Penicillium nas

amostras analisadas.

Quanto as amostras vendidas em embalagens previamente abertas, em
particular das amostras C3 e G3, verificou-se um menor quantitativo de
colénias fungicas, tanto quando comparadas as amostras vendidas em
embalagens originalmente fechadas como também entre as amostras
comercializadas a granel (Tabelas 1 e 2). Para estas amostras (C3 e G3) a
técnica de diluicdo seriada (Figura 10 - ANEXOS) mostrou que houve uma
pequena quantidade de UFC/g em ambas as amostras, com crescimento de
colénias fungicas apenas na diluicdo 102 As demais diluicdes nao
apresentaram colbnias de fungos filamentosos, embora tenham apresentado
algumas colbnias de leveduras que nao foram contabilizadas por néo ser o

objetivo do trabalho.

Quanto ao indice de contaminacdo, utilizando a técnica de
plagueamento direto (Figuras 11 - ANEXOS), a amostra C3 e G3 apresentaram
0s maiores indices, com 76 % e 72 %, respectivamente. Esses resultados
corroboram com os encontrados por Hillmann et al (2015), que analisaram
duas amostras de racdo (uma para cao e uma para gato) e percebeu que a
contagem meédia de fungos em racdes de embalagens fechadas (1,89 UFC/Q)

foi maior que nas racdes que estavam expostas ao ambiente (1,76 UFC/g).
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Tabela 2. Quantificagdo e indice de contaminagdo por fungos em racdes para
cdes e gatos comercializadas a granel (embalagens originais previamente
abertas) no municipio de Serra Talhada, PE.

Quantificacao de fungos (UFC/g) por diluicdo

©
g Prezznga Prezznga
-1 2 3 4
§ 10 10 10 10 IC Aspergillus  Penicillium
C3 0 33 0 0 76% Sim Sim
C4 0 0 0 1,33 x 10* 96% Sim Sim
G3 0 33 0 0 72% Sim Sim
G4 33 0 0 0 94% Sim Sim

IC = Indice de Contaminacdo; UFC = unidades formadoras de coldnias; C3 e C4 = ragdo para
cées; G3 e G4 = racdo para gatos; os valores estdo expressos pelas médias das triplicatas de

cada diluicao.

As amostras C4 e G4 (Figura 10 - ANEXOS) também apresentaram uma
menor quantidade de Unidades Formadoras de Colonia quando comparadas
com as amostras comercializadas em embalagens originais (Tabela 2), apesar
de a amostra C4 tenha apresentado varias colonias de leveduras e de ter sido
observado a presenca de moscas na ragcdo ho momento da compra, além da
presenca de gatos no estabelecimento de venda, que poderiam ser
veiculadores de microrganismos. J4 o indice de contaminacdo, obtido pelo
método do plaqueamento direto (Figura 11 - ANEXOS), foi alto sendo de 96% e

94% respectivamente.

Apesar das amostras em embalagens fechadas terem um ndmero de
colénia fungicas superior as de embalagem aberta, a Analise de variancia
(ANOVA) ndo mostrou diferenca significativa entre as mesmas. Porém, todas
as amostras apresentaram Aspergillus sp. e Penicillium sp. em concordancia
com o trabalho de Barbosa et al (2014) que observou a presenca desses

géneros ao analisar racdes para gatos.

Acredita-se que o fato de haver uma maior quantidade de UFC nas
racdes comercializadas em suas embalagens originais, deve-se a possibilidade
de ter havido contaminagdo no momento da producdo da racdo, seja pela

forma ou equipamentos utilizados ou pelos ingredientes que poderiam ter
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alguma contaminacdo fangica, uma vez que parte dos fungos encontrados,
pertencentes ao género Aspergillus sp., sdo comumente encontrados em graos

de milho, que € um dos ingredientes da maioria das racdes comercializadas.

Esse fato pode ser observado em um trabalho no qual foi analisada a
presenca de micotoxinas em graos de milho que eram destinados a producao
de racdo para animais domésticos na regido de Pirassununga, no estado de
Sao Paulo, e embora houvesse auséncia de fungos filamentosos, todas as
amostras de milho foram positivas para Fumonisina além de apresentaram uma

concentracéo total de Aflatoxinas inferior a 5 pg/Kg (CRUZ, 2010).

Outro estudo que comprova a influéncia dos gréao utilizados no processo
de fabricacdo da racdo foi realizado por Campos et al. (2008), no intuito de
comparar a contaminacgdo fungica e por micotoxinas em amostras da matéria
prima utilizada para fabricacdo de rag¢des (fubd de milho, grdos de milho e
sorgo) bem como da prépria racdo pronta para consumo e chegaram a
conclusdo que Aspergillus sp. estava presente em pelo menos 65 % das
amostras e que em 100% das amostras da matéria prima foi detectada a
contaminagao por aflatoxinas. Este resultado salienta a interferéncia da
contaminacgéo dos graos utilizados para a producéo de ragdes, o que determina
a perda de qualidade destes produtos independentemente de serem

comercializados em suas embalagens originais ou a granel.

Ha também a possibilidade de contaminacdo durante o processo de
armazenamento das racdes pois, em um estudo realizado em Santa Catarina
27 amostras de racdo para cdes obtidas de silos de armazenamento de
produtores, foram analisadas e encontrados fungos em 26 das 27 amostras,
pertencentes ao género Fusarium, Aspergillus e Penicillium, além da presenca
da micotoxina deoxinivalenol em 7,4% das amostras (OLDONI; ROSA;
TEIXEIRA, 2012).

A contaminacdo das racbes também pode ter ocorrido durante o
processamento da ragcdo, pois em uma das etapas de producdo da racao,
chamada de extrusdo, ocorre a mistura dos ingredientes em altas temperaturas
e pressdes que podem modificar a qualidade do produto. O processo de

secagem também é importante, pois € nessa etapa que sera retirada a
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umidade do produto e entdo a racdo vai para o silo, onde ficara estocada até o

momento de ser embalada para transporte (MENDES, 2003).

Além disso, é necesséario que durante o processamento dé-se atencao
aos graos que possam estar danificados, rachados ou mal formados, pois estes
sdo propicios ao crescimento fangico, além de a maioria das micotoxinas
serem encontrados nesses graos fracionados e no p6 formado pelo manuseio
dos mesmos (DIAS, 2018). Assim, pode-se evitar a proliferacdo de fungos
selecionando os graos que irdo compor a racao, bem como fazer a lavagem
dos mesmos, visto que as micotoxinas produzidas, geralmente, ficam sobre a
superficie do grdo (LEUNG; DIAZ-LLAND; SMITH, 2006).

A industria de alimentos tem um grande desafio com relacédo a analise
prévia dos ingredientes que compdem a ragdo para a presenca de micotoxinas,
pois as mesmas nao se distribuem igualmente entre os graos. Dessa forma ao
se fazer a andlise, pode-se obter um resultado falso-positivo ou falso-negativo,
aceitando um lote de grdos que tem niveis de micotoxinas maior que o
aceitavel, ou rejeitando um que estivesse adequado para o uso (LEUNG; DIAZ-
LLAND; SMITH, 2006).

Assim, o melhor combate as micotoxinas € a prevencao, e para Stroka e
Goncalves (2019), estratégias como melhoramento genético e tradicional de
plantas resistentes, monitoramento de condi¢cdes climaticas favoraveis ao
crescimento flngico e aplicagdo em campo de fungos competitivos ndo-toxicos

podem funcionar.

Os autores ainda apontam que durante o processamento dos graos e
racOes é possivel diminuir o potencial téxico das micotoxinas. As fumonisinas e
aflatoxinas, por exemplo, podem ser parcialmente degradadas ao se tratar o
grao de milho com cal ou cinza. As aflatoxinas também podem ser reduzidas
com amobnia, embora esse tratamento diminua o valor nutritivo das racoes,
outras estratégias também estdo sendo pesquisadas (STROKA; GONCALVES,
2019).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Como o numero de fungos filamentos foi maior nas racoes
comercializadas em embalagens fechadas, percebe-se que a forma de
comercializagcdo ndo é suficiente para determinar a qualidade da racdo em
relacdo a contaminacao fangica, ja que em outros trabalhos citados as racdes
expostas ao ambiente apresentaram uma maior quantidade de col6nias
fungicas em comparacdo com as que permaneceram fechadas, embora néo

tenha havido diferenca estatistica significativa entre as amostras.

Apesar de ndo ter havido diferenga estatistica significativa entre a
quantidade de fungos filamentos encontrada em ragdes comercializadas em
embalagens fechadas e a granel, ressalta-se a importancia das embalagens na
protecdo da qualidade do alimento com relacdo as caracteristicas quimicas,
tais como cor, sabor e nutrientes, bem como bioldgicas, quanto a prevenir
proliferacdo bacteriana ou o contato com insetos que possam ser veiculadores

de patégenos.

Percebe-se também a necessidade de haver uma legislacdo que
estabeleca os limites seguros da quantidade de UFC/g de fungos a fim de se
evitar a producdo de micotoxinas, além de maior fiscalizacdo quanto a
gualidade dos ingredientes utilizados na fabricacdo das rac6es bem como
condicbes adequadas de producdo, armazenagem e comercializacdo desses

alimentos.

Diversas doencas que acometem cées e gatos estdo diretamente
relacionadas a alimentacdo dos animais, como por exemplo, alergias
alimentares, diabetes, doencas hepaticas e renais, obesidade e cardiopatias.
Os indices de canceres em animais domésticos tém aumentado
consideravelmente, o que pode estar associado a maior longevidade destes
animais, mas que nao exclui uma possivel relagdo com a ingestédo de alimentos
de baixa qualidade, incluindo aqui aqueles contaminados com micotoxinas, que
a longo prazo tém efeitos cancerigenos e téxicos, principalmente no figado e
nos rins. Neste contexto, existe uma necessidade de estudos mais
aprofundados que tragam respostas mais esclarecedoras sobre a influéncia da

gualidade das racdes e a qualidade de vidas dos pets.
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ANEXOS

Figura 8. Unidades Formadoras de Colbénias obtidas por meio da técnica de
diluicdo seriada das amostras comercializadas em embalagens originais
fechadas.

A

1

1. Amostra C1 diluicdes: a —10™; b, ¢ — 10% d —10™. 2. Amostra C2 diluicbes: a
—10% b, c—10% d-10% e, f, g — 10™. 3. Amostra G1 diluicées: a— 10" b, ¢ —
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10% d, e — 10 f, g, h — 10™. 4. Amostra G2 diluices: a — 10™; b - 107%; ¢ — 10°
%d-10"

Figura 9. Crescimento de fungos filamentosos a partir do plagueamento direto
de graos de racdo comercializadas em embalagens originais fechadas,

ostra G1; 4. Amostra G2.

1. Amostra C1; 2. Amostrél- C2; 3. Am
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Figura 10. Unidades Formadoras de Colbnias de fungos obtidas por meio da
técnica de diluicdo seriada das amostras comercializadas a granel.

1. Amostra C3 — diluicdo 10% 2. Amostra G3 — diluicdo 10 3. Amostra C4 —

diluicdo 10 amostra G4 — diluicdo 10™.
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Figura 11. Crescimento de fungos filamentosos a partir do plagueamento direto
de racdo comercializada a granel.

1. Amostra C3; 2. Amostra G3; 3. Amostra C4; 4. Amostra G4.
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