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SIMAO, Vanessa. Avaliacdo da qualidade de alimentos completos para aves de
companhia quanto ingredientes, corantes artificiais, fungos e micotoxinas. 2010.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia
dos Alimentos, Universidades Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC.

RESUMO

O Brasil possui grande potencial para o mercado de alimentos completos para animais de
companhia. Por esse motivo sua qualidade deve ser constantemente avaliada como forma de
garantir a seguranca destes alimentos aos seus consumidores. Desta forma, foram realizados
dois estudos relacionados a qualidade de alimentos completos: (1) Determinacgdo do perfil
de ingredientes e de corantes artificiais em alimentos e sua relacdo com micotoxinas; (2)
Avaliacdo da micobiota e de micotoxinas em alimentos para aves de companhia
comercializadas no sudeste e sul do Brasil. Em (1) foi determinado o perfil de ingredientes
e corantes artificiais adicionados em alimentos completos destinados para aves de companhia,
correlacionando com os dados descritos nos rotulos pelos fabricantes. Foram coletadas 36
amostras, sendo 26 comercializadas em embalagens lacradas e 10 a granel, para diferentes
espécies de aves (sabia, curid, trinca-ferro, papagaio, passaro-preto, calopsitas, entre outros).
Foram determinadas as proporc¢des de cada ingrediente dos alimentos completos através de
separacdo macroscopica (visual) e microscépica (estereoscépio) e calculada as respectivas
proporcdes para 100 g (%). Os principais ingredientes contidos nos alimentos completos
foram: (a) racdo extrusada ou em pelets, biscoito e frutas (cristalizada e/ou desidratadas), (b)
amendoim (com e sem casca), (c) grdos (milho, arroz, soja, trigo, triticale, triguilho, ervilha e
aveia), (d) outros (farelo de soja e trigo, quirera de milho e arroz, alpiste, painco). Os
ingredientes presentes em maior quantidade foram: racdo extrusada e/ou peletizada, sementes
de girassol, milho e amendoim. A composicdo dos ingredientes dos alimentos completos
variou de acordo com as diferentes espécies de aves. Quanto a determinacdo de corantes
artificiais 33,3 % amostras ndo apresentavam adi¢do de corantes e 66,7 % apresentaram
alguns dos corantes (tartrazina, amarelo crepusculo, azul brilhante, indigotina, azorrubina,
ponceau 4R, amaranto ou bordeaux S, vermelho 40, azul patente V e verde rapido). Dentre as
amostras com corantes, quatro fabricantes relataram a presenca no rotulo, o que foi
confirmado através das analises realizadas. Das 24 amostras com corante, 58 diferentes cores
e suas tonalidades foram extraidas. Destas 12 apresentaram alguma incoeréncia quanto a
presenca de corantes. Foi observado que amendoim, milho, frutas desidratadas e cristalizadas
estavam presentes na composicdo dos alimentos em grande proporcdo, e que muitos dos
ingredientes se encontravam danificados e infestados por insetos, 0 que pode favorecer
também a proliferacdo de fungos e formacdo de micotoxinas. Dessa forma, € importante
ressaltar que a qualidade de alimentos completos deve ser freqlientemente avaliada, quanto os
parametros toxicologicos, uma vez que esses produtos apresentam uma composi¢do complexa
de ingredientes e aditivos, fato este que permitiria possiveis contaminagdes. Em (2) foi
verificada a contaminacgéo de alimentos completos para aves de companhia quanto a presenca
de bolores, leveduras e micotoxinas. Foram coletadas 36 amostras de alimentos completos
para aves, adquiridos em supermercados, agropecuarias, e lojas especializadas neste tipo de
alimento, nas cidades de Belo Horizonte, Florianopolis e Passo Fundo, nos estados de Minas
Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, respectivamente. A metodologia para contagem
total de bolores e leveduras foi 0 plaqueamento de superficie em meio agar batata dextrose, e
para determinacdo da micobiota toxigénca em meio diferencial gar Aspergillus flavus e A.
parasiticus. Para a analise das micotoxinas foi utilizado o método para multitoxinas
[aflatoxinas By B, G; e G, (AFB;, AFB;, AFG; e AFG,), ocratoxina A (OTA), zearalenona



(ZON) e fumonisina B; (FB;1)] por cromatografia liquida com detectores massa/massa (LC-
MS/MS), com fontes de ionizagdo: por: electrospray e quimica sob pressdo atmosférica. Os
limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram: 34 e 100, 34 e 100, 67 e 200, 83 e
250, 1,7 e 5, 34 e 100, 27 e 80 ng.kg'1 para AFB;, AFB;, AFG;, AFG,, FB; OTA e ZON,
respectivamente. Neste estudo foi verificado que a contagem média de bolores e leveduras foi
1,1 x 10° UFC/g, sendo que o minimo foi de 4,5 x 10° e 0 maximo de 6,6 x 10°. Foi observado
que 75 % (27) das amostras estavam com indices acima do valor preconizado nos manuais de
boas préaticas de manufatura (1 x 10 UFC/g). Foi observado também que as amostras
comercializadas a granel foram as que apresentaram maior contagem. Foi verificada uma
correlacdo entre os conteudos de umidades e a contagem de bolores e leveduras, sendo que as
amostras com menores conteddos de umidades foram as que apresentaram menor contagem
de total de bolores e leveduras. Os géneros mais frequientes foram Aspergillus e Cladosporium
ambos com 47,2 %, seguido de Mucor e Penicillium com 38,9 % e 27,8 %, respectivamente.
Do total de amostras analisadas, 22,2 % apresentaram crescimento de estirpes toxigénicas de
Aspergillus. As espécies identificadas foram: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus. Nenhuma amostra apresentou contaminagdo acima
dos valores quantificaveis por AFLs, OTA, FBs ou ZON. Foi verificado que composicdo
complexa das amostras pode ser fator determinante para a presenca de fungos toxigénicos e
micotoxinas, embora nenhuma toxina tenha sido quantificada. Algumas amostras
apresentaram niveis de bolores e leveduras acima do valor considerado higienicamente
seguro, o que permite concluir que em alguma etapa da cadeia produtiva, as boas praticas de
fabricacdo nao foram satisfatorias.

Palavras-chave: alimentos completos, aves de companhia, ingredientes, corantes, fungos,
micotoxinas.



SIMAO, Vanessa. Evaluation of the quality of feeds for pet birds - ingredients, food dyes,
moulds and mycotoxins. 2010. Dissertagdo (Mestrado em Science of Foods) — Program of
After-Graduation in Science of Foods, Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis,
SC.

ABSTRACT

Brazil’s potential to pet food is great. For this reason, its quality must be evaluated as a way to
guarantee the safety of these foods to its consumers. Therefore, two studies related to the
quality of feed were carried out: (1) Profile determination of artificial food dyes and
correlation of ingredients to mycotoxins contamination in feeds for pet birds; (2)
Evaluation of mycoflora and mycotoxins in feed for pet birds commercialized in the
Southeast and South of Brazil. In (1) it was determined the profile of ingredients and
artificial dyes added to pet birds feed, correlating them to data on the manufacturers™ labels.
36 samples of pet birds” feed had been collected: 26 commercialized in sealed packages and
10 in bulk. The proportion of each ingredient in the feed separation was determined by
macrocospic selection (visual) and microscopical selection (stereoscopic) and the respective
proportions calculated for 100 g (%). The main ingredients in the feeds were: (a) extrused
feed or in pellets, biscuit and fruit (crystallized and/or dehydrated), (b) peanut (peeled and not
peeled), (c) grains (corn, rice, soy, wheat, triticale, wheat middling, birdseed and oat), (d)
others (bran of soy and wheat, corn and rice grits, birdseed, millet). The ingredients in greater
amount were: extrused feed and/or pellets, seeds of sunflower, corn and peanut. The
composition of the ingredients in the feeds varied according to the different specie of birds.
As to the determination of artificial dyes, 33% of the samples did not present addition of dyes
and 66,7 % presented some dyes (tartrazine, sunset yellow, brilliant blue, indigotine,
azorrubine, ponceau 4R, amaranth or bordeaux S and red 40). Amongst the samples with
dyes, four manufacturers reported their presence on the label, what was confirmed by the
analyses. Out of the 24 samples with dye, 57 different colors were extracted, of these 12
presented some incoherence about the presence of dyes. In (2) the contamination of
companion animal food by yeasts, mold and mycotoxins was verified. 36 samples of bird feed
were acquired in supermarkets, farming stores and specialized stores in Belo Horizonte,
Minas Gerais, Floriandpolis and Passo Fundo. The methodology for moulds and yeasts
counting was the surface plating in media agar potato dextrose (PDA), and to determine the
toxigenic mycobiota in Aspergillus agar flavus and. parasiticus environment (AFPA). For the
analysis of the mycotoxinas it was used as multitoxin method (AFB1, AFB,, AFG;, AFG,,
OTA, ZON and FB;) using liquid chromatography with mass/mass detectors with ionization
sources: by electrospray under atmospheric pressure. The detection limits (LOD) and the
quantification (LOQ) were: 34 and 100, 67 and 200, 83 and 250, 34 and 100, 27 and 80, 1700
and 5000, ng.kg™ to AFB;, AFB,, AFG;, AFG, OTA, ZON and FBy, respectively. In this
study it was verified that the average counting of mould and yeasts was 1.1 x 10° UFC/g,
being the minimum 4.5 x 102 and the maximum 6.6 x 10°. It was observed that 75 % (27) of
the samples indicated indexes above the amount recommended in the manuals of good
manufacturing practices (1 x 10* UFC/g). It was also observed that the samples sold in bulks
were the ones that showed the most counting. It was observed a correlation between the
moisture content and the amount of yeast and moulds, and the samples with the least moisture
contents were the ones that showed the smallest counting of yeast and mold. The most
common species were Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus. None of the samples showed contamination above the quantifiable
values by AFLs, OTA, FBs or ZON. It was verified that complex composition of the samples



could be a determinant factor to the toxigenic fungi and mycotoxins, although no mycoxin
was quantified. Some samples showed mould and yeasts level above to what is considered
hygienic, which shows that some stage of production was not satisfactory.

Key Word: pet food, companion birds, ingredients, food dyes, fungi, moulds, mycotoxins.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1. Estrutura genérica das antocianinas e formas encontradas nos alimentos 34

Figura 2. Possiveis mudancas estruturais das antocianinas decorrentes das mudancas de pH

em meio aquoso 35
Figura 3. Estruturas quimicas de alguns carotendides 37
Figura 4. Estrurura genérica para as clorofilas 41

Figura 5. Principais vias de degradacdo das clorofilas, compostos formados e respectivas
coloracdes 44
Figura 6. Estrutura geral da betalaina: (A) molécula de acido betalamico, (B) estrutura que
RleR2 45

Figura 7. Principais estruturas quimicas das betacianinas e betaxantinas encontradas na

beterraba vermelha 46
Figura 8. Estrutura quimica dos principais corantes utilizados em alimentos 51
Figura 9. Cadeia produtiva para controle na industria de alimentos completos 61

Figura 10. Estruturas quimicas das micotoxinas (a) AFLs, (b) FBs, (c) OTA e (d) ZON 67
Figura 11. Tipos de divisores de amostras: (a) divisor de Boerner e cargo; (b) divisor de

precisdo elétrico e (c) divisor de Gamet 86

ARTIGO 1

Figura 1. Amostras de alimentos para aves de companhia (a) comercializadas embaladas e (b)
acondicionadas a vacuo para estocagem 124
Figura 2. Fluxograma do estudo do perfil de ingredientes e corantes em alimentos para aves
de companhia e sua relacdo com micotoxinas 128
Figura 3. Exemplos dos Grupos (Racdo, Grdos, Frutas, Semente e Nozes) e Tipos de
ingredientes (grdos de milho, frutas cristalizadas, sementes de girassol, ragdo extrusada,

amendoim com e sem casca) presentes nos alimentos destinados & aves de companhia 130

ARTIGO 2

Figura 1. Fluxograma do estudo da contaminacdo de alimentos para aves de companhia por

fungos e micotoxinas 156



LISTA DE QUADROS

REVISAO DE LITERATURA

Quadro 1. Principais nutrientes necessarios em uma dieta balanceada para animais 25
Quadro 2. Exemplos de ingredientes utilizados para producdo de racOes e alimentos
completos para animais 26
Quadro 3. Classificacdo dos corantes permitidos para uso na alimentacdo humana conforme
legislacdo brasileira 32
Quadro 4. Antocianinas e respectivas fontes alimentares 34
Quadro 5. Géneros de fungos isolados de diversos tipos de graos e produtos derivados 64

ARTIGO 1

Quadro 1. Local de fabricacdo, coleta e descricdo das amostras de alimentos para aves de
companhia avaliadas - embalagens fechadas e a granel 123
Quadro 2. Ingredientes corados presentes nos alimentos para aves de companhia e seus
respectivos codigos — identificacdo visual 135
Quadro 3. Diversidade e nimero de cores dos ingredientes ccorados presentes nos alimentos

para aves de companbhia - identificacdo visual 136

ARTIGO 2

Quadro 1. Local de fabricacdo, coleta e descricdo das amostras de racdo para aves de

companhia avaliadas - embalagens fechadas e a granel 155



LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA

Tabela 1. Exigéncia de nutrientes para suinos e frangos de corte conforme fases de crescimento27
Tabela 2. Propriedades dos corantes artificiais permitidos para uso em alimentos e racdes no
Brasil 56
Tabela 3. Relagdo dos corantes artificiais permitidos no Brasil, e respetivos INS, IDA, LMP e
riscos a saude 57
Tabela 4. Espécies fungicas e pardametros de desenvolvimento 72

Tabela 5. Limites méximos permitidos na legislacdo para alimentos destinados para animais de

producéo 75
Tabela 6. Niveis maximos de micotoxinas permitidos em produtos acabados utilizados na
nutricdo de animais de companhia 78
ARTIGO 1

Nenhuma entrada de indice de ilustracdes foi encontrada.
Tabela 1. Absorbancias méximas de padrbes de corantes artificiais da literatura utilizados no

presente estudo 126
Tabela 2. Gradiente de fase movel (methanol:agua) com acetato de am6nio 5 mM para anélise de
micotoxinas em amostras de alimentos para aves de companhia 127
Tabela 3. Determinagdo das porcentagens dos diferentes Grupos e Tipos de ingredientes
utilizados nos alimentos para aves de companhia - amostras fechadas 132
Tabela 4. Determinacdo das porcentagens dos diferentes Grupos e Tipos de ingredientes
utilizados nos alimentos para aves de companhia - amostras a granel 133
Tabela 5. Corantes artificiais permitidos no Brasil e respectivos IDA, LMR e toxicidade 137
Tabela 6. Identificacdo espectrofotométrica dos corantes artificiais e naturais extraidos de
ingredientes presentes em alimentos para aves de companhia 138
Tabela 7. Conteldo de umidade das amostras de alimentos para passaros comercializados

embalados e a granel 143

ARTIGO 2

Tabela 1. Gradiente de fase movel (methanol:agua) para analise de micotoxinas em amostras de
alimentos para aves de companhia 158
Tabela 2. Contagem total de bolores e leveduras, micobiota, espécies toxigénicas de Aspergillus,

contetido de umidade e niveis de micotoxinas em amostras para aves de companhia 166



ug
AAFCO

AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
AFLs
AFM1
AFM2
AFPA
ANFAL-Pet

AOAC
atm
Aw
BPF
CCD
CLAE
cm
CM
EC

EU
EUA
FAO
FB1
FB2
FB3
FBs
FDA

g

GMP
h
HPLC
IARC
IDA
INS
JECFA
kg

LC
LC-MS/MS
LMP
LOD
LOQ
MAPA
Max.
mg
MG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Micrograma

Association of American Feed Control Officials
AFlatoxina B,

AFlatoxina B;

AFlatoxina G;

AFlatoxina G,

AFlatoxinas

AFlatoxina M;

AFlatoxina M,

Agar Diferencial para Aspergillus flavus e A. parasiticus
Associacdo Nacional de Fabricantes de Alimentos para Animais de
Estimacao

Association of Official Agricultural Chemists
atmosfera

Atividade de agua ou water activity

Boas praticas de manufatura

Cromatografia de camada delgada

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Moisture content

Conteudo de Umidade

European Communities

European Union

Estados unidos da América

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Fumonisina B;

Fumonisina B,

Fumonisina Bs

Fumonisinas

Food and Drug Administration

Grama

Good Manufacturing Pratices

hora

High Performance Liquid Chromatography
International Agency Research of Cancer

Ingestdo diaria aceitavel

International Numbering System

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
Kilograma

Liquid Chromatography

Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry
Limite maximo permitido

Limit of detection

Limit of quantification

Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento
Méaximo

Miligrama

Minas Gerais



Min
min
MRL
MS
ng
nm
°C
OMS
oT
OTA
PCHRG
PDA
pH
ppb
ppm

ppt
PR

RS

SC

seg

SP

U.S. FDA
UR

uv
WHO
ZON

Minimo

minuto

Maximum residue level
Massa detector
Nanograma

Nanémetro

Graus Celsius
Organizagdo Mundial de Saude
Ocratoxina

Ocratoxina A

Public Citizen Health Research Group
Agar Batata Dextrose
Potencial hidrogeniénico
Partes por bilhdo

Partes por milhdo

Partes por trilh&o

Parana

Rio Grande do Sul

Santa Catarina

segundo

Sédo Paulo

United State Food and Drug Administration

Umidade Relativa do Ar
Ultravioleta

World Health Organization
Zearalenona



LISTA DE DEFINICOES

(a) Alimentacéo para animais

>

>

Ingrediente: qualquer matéria-prima simples e livre de mistura, utilizada na
alimentacdo animal,

Ragéo: é a mistura composta por ingredientes e aditivos, destinada a alimentagéo de
animais de producdo, que constitua um produto de pronto fornecimento e capaz de
atender as exigéncias nutricionais necessarias;

Aditivo: é a substancia intencionalmente adicionada ao alimento com a finalidade de
conservar, intensificar ou modificar suas propriedades, desde que ndo prejudique seu
valor nutritivo, como os corantes, conservadores, antioxidantes e outros

Alimento completo: é um produto composto por ingredientes e aditivos destinado
exclusivamente a alimentacdo de animais de companhia, capaz de atender
integralmente suas exigéncias nutricionais, podendo possuir propriedades especificas
ou funcionais;

Alimento coadjuvante: é um produto composto por ingredientes e aditivos destinado
exclusivamente a alimentacdo de animais de companhia com disturbios fisiologicos
ou metabdlicos, cuja formulagdo é privada de qualquer agente farmacoldgico ativo;
Alimento especifico: € um produto composto por ingredientes e aditivos destinado
exclusivamente a alimentacdo de animais de companhia com finalidade de agrado,
prémio ou recompensa € gque nao se caracteriza como alimento completo, podendo
possuir propriedades especificas

Racéo: (a) extrusada: alimento que passou pelo processo de extrusdo gue consiste no
cozimento a alta presséo (50-80 atm), umidade (23-33 %) e temperatura (120-140 °C),
em curto espaco de tempo (10-30 seg.). (b) peletizada: alimento que passou pelo
processo de peletizacdo, ou seja, aglomeracdo de pequenas particulas em maiores,
(pelets), elaboradas por um processo mecanico que combina umidade (15-18 %), calor
(85-95 °C) e pressdo (10 atm), sendo que as particulas sdo menores, mais compactas,
mais densas e estaveis que as extrusadas.

(b) Rotulagem para alimentacdo animal

>

>

Niveis de garantia: quantidades maximas ou minimas de um componente ou
substancias que garantam a seguranca e qualidade do produto para o consumidor;
Composicdo baésica: lista de ingredientes que deve ser relatada nos rétulos ou
etiquetas pelos fabricantes do produto comercial ou pelo fracionador. Esta
nomenclatura foi definida para alimentos destinados a animais de companhia.



(c) Animais

>

Animais da fauna domeéstica: animais que através de processos de manejo e/ou
melhoramento zootécnico tornaram-se domeésticas, apresentando caracteristicas
bioldgicas e comportamentais em estreita dependéncia do homem, podendo apresentar
fendtipo variavel, diferente da espécie silvestre que os originou, como por exemplo, o
cachorro, a galinha e o cavalo

Animais da fauna silvestre brasileira (nativos): animais pertencentes as espécies
nativas, migratorias e quaisquer outras, aquaticas ou terrestres que tenham seu ciclo de
vida ocorrendo dentro dos limites do Territorio Brasileiro ou aguas jurisdicionais
brasileiras, (papagaios, araras, macacos, ongas, capivaras, tatus)

Animais da fauna silvestre exotica: sdo espécies ou subespécies de animais (1) cuja
distribuicdo geografica nao inclui o Territério Brasileiro; (2) introduzidas pelo
homem, (inclusive domésticas em estado asselvajado ou algado); (3) que tenham sido
introduzidas fora das fronteiras brasileiras e suas aguas jurisdicionais e que tenham
entrado em Territdrio Brasileiro, (ledo, elefante, zebra, calopsita, agapornis);

Animais de acougue: sdo os mamiferos (bovideos, eqlideos, suinos, ovinos, caprinos
e coelhos) e aves domésticas, bem como os animais silvestres criados em cativeiro,
sacrificados em estabelecimentos sob inspecao veterinaria;

Animais de companhia: os animais pertencentes as espécies criadas e mantidas pelo
homem para seu entretenimento, sem proposito de fornecimento de produtos ou
subprodutos de interesse econdmico;

Animais de estimacdo: sdo aqueles provenientes de espécies da fauna silvestre,
nascidos em criadouro comercial legalmente estabelecido, mantidos em cativeiro
domiciliar, sem finalidade de abate, de reproducdo ou de uso cientifico e
laboratorial;

Animais de interesse econdmico: todo aquele considerado animal de produgdo ou
aqueles cuja finalidade seja: esportiva e que gere divisas, renda e empregos, mesmo
que sejam também considerados como animais de producéo;

Animais de producdo: todo aquele cuja finalidade da criacédo seja a obtencdo de
carne, leite, ovos, 1&, pele, couro e mel ou qualquer outro produto com finalidade
comercial, podendo ser animais silvestres que se destinam a manutencdo ou
reproducdo em cativeiro para a producdo de matrizes, reprodutores, animais de
estimacdo, partes, produtos ou subprodutos;

Animais domeésticos: sdo considerados animais domésticos, aqueles das seguintes
espécies: asinina, bovina, bubalina, eqlina, suina, ovina, caprina, canina, leporina e
outras de interesse zootécnico e econdémico;

Animal silvestre: animal pertencente a fauna silvestre nativa ou exotica;

Espécies consideradas de interesse zootécnico e econdmico para efeito de registro
geneal6gico de animais domésticos: equinas, asininas, bovinas, chinchilas, ovinas,
caprinas, suinas, e bubalinas. Pequenos animais domesticos (cées, gatos e roedores);
Zootecnia: manejo de animais de producdo e nativos, melhoramento genético, manejo
da reproducéo, nutricdo, pastagens e forragens, alimentos, instalagdes e equipamentos
zootécnicos;
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1 INTRODUCAO

O comércio de alimentos completos para animais de companhia tem se tornado um
mercado extenso e promissor no agronegocio. De acordo com dados divulgados pela
Associacdo Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de Estimacdo (ANFAL-
PET), a producéo de alimentos completos para esses animais corresponde a aproximadamente
80 % de todos os produtos com o intuito de atender a demanda deste consumidor. No Brasil é
estimado que existam cerca de 78 milhdes de animais de companhia que vivem em
confinamento, sendo 33 milhdes de cées, 17,5 milhdes de aves, 17 milhdes de gatos e 8,5
milhGes de peixes.

O Brasil, como grande produtor e exportador de cereais e carne, é o0 pais com maior
potencial do mundo nas exportacbes de alimentos industrializados para animais de
companhia. Apesar disso, sua participacdo é irrisoria; menos de 1,0 % de um mercado que
movimentou 4,3 milhdes toneladas em 2003 e US$ 3,9 bilhdes. Isso se deve ao fato de que
alimentos industrializados sdo oferecidos a apenas 40 % dos animais de companhia, sendo 0s
outros 60 % alimentados com sobras de mesa. Cerca de 2,05 milhdes de toneladas de arroz,
carnes, leite e outros alimentos sdo utilizados para alimentar animais de companhia,
consequentemente desviados da alimentagdo humana. O mercado ndo cresce mais devido a
alta carga tributaria, que encarece e dificulta o acesso da populacdo ao produto. No total, 0s
alimentos para os animais de companhia sdo taxados com 49,9 % de impostos, enquanto que
0s insumos agropecuarios com 15,25 % e a cesta basica, 7 %. Essa diferenca existe, porque 0s
alimentos para cdes e gatos sdo taxados como supérfluos, apesar desta nutricdo substituir os
alimentos de consumo humano. Em paises como Estados Unidos, a aliquota para alimentos
completos é idéntica aquela determinada a cesta basica, ou seja, 7,5 %. Em conseqliéncia da
alta carga tributaria sobre os alimentos industrializados para cdes e gatos também diminui a
competitividade do Brasil no mercado externo.

A crise econdmica mundial, presenciada no ano de 2009, afetou também o mercado
de alimentos completos para animais de companhia, sendo que o volume faturado apresentou
uma ligeira queda (-1,8 %), porém o faturamento em reais apresentou 6,0 % de crescimento
em relacdo ao ano de 2008. Este fato revela que mesmo com a crise este mercado continua em
expansdo uma vez que se tornou uma necessidade para os donos de animais de companhia.

O mercado voltado para animais de companhia é dividido em 4 segmentos:
alimentos, medicamentos veterinarios, servicos, equipamentos e acessorios. De acordo com a

ANFAL-PET (2010), o segmento de alimentos para animais de companhia, € o maior,
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movimentando cerca de 6,2 bilhGes de reais em 2009, o que corresponde a 64 % dos 9,7
bilhdes de reais movimentados por este mercado no Brasil em 2009. Além disso, é projetado
um crescimento de 3 a 4 % para o mercado de alimentos completos no Brasil em 2010.

Cabe ressaltar a importancia da garantia de qualidade do produto final, ingredientes e
aditivos alimentares envolvidos na formulacdo de um alimento como forma de garantir a
qualidade e seguranca dos produtos e da satde dos animais. Quando um alimento completo é
desenvolvido devem ser observadas as necessidades de cada espécie de animal, respeitando
tamanho, idade, raca, particularidades pertinentes (doencas). Além disso, a presenca de
inimeros ingredientes e aditivos podem apresentar risco toxicolégico quando estes nédo
apresentam boa qualidade ou quando estdo em quantidades acima das necessidades (ingestao)
diarias aceitaveis. Logo, a investigacdo das caracteristicas dos ingredientes e dos produtos
acabados € de grande importancia

Os ingredientes sdo os componentes que fornecerdo os nutrientes necessarios aos
animais. No caso das aves de companhia, é importante salientar que, apesar das varias
semelhancas entre elas, cada espécie tem uma exigéncia nutricional, o que requer uma
observacao cuidadosa no que se refere ao tipo de alimento fornecido. Normalmente, sdo
encontrados como oferta de alimento misturas de sementes ou, em alguns casos, apenas um
tipo (como exemplo, a semente de girassol). Esse fato pode acarretar distarbios nutricionais,
ja que aves que consomem sementes selecionardo apenas as mais palataveis, deixando
nutrientes essenciais para sua dieta nas sementes desprezadas. A prética distorcida de utilizar
sementes como alimento Unico para passeriformes e psitacideos em cativeiro, na tentativa de
reproduzir o que eles comem na natureza, pode ocasionar muitas doencas e até a morte
prematura desses passaros. Desta forma, modificar os habitos de fornecimento de sementes e,
ou, alimentos inespecificos, substituindo-os por alimentos na forma de racdo balanceada sdo
atividades que contribuem com a promogao da saude desses animais.

Em se tratando da qualidade de ingredientes e aditivos alimentares, tem sido
verificado que o mercado de alimentos para animais de companhia necessita de atencdo, uma
vez que ndo existe regulamentacdo especifica, como é o caso para os aditivos sensoriais da
classe dos corantes artificiais.

Os corantes artificiais tém por objetivo tornar o alimento mais atrativo para o animal
sem, porém acarretar danos ou risco a saude dos mesmos. Adicdo indiscriminada de corantes
organicos artificiais tem sido observada, principalmente no que diz respeito a alimentos
completos e alimentos compostos para aves. Este fato pode gerar uma gama de problemas

associados as reacdes toxicas descritas na literatura quando se trata da alimentacdo humana.
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Dentre os principais riscos da adicdo de corantes na alimentagdo de aves merece destaque 0
desenvolvimento de: angioedema, prurido, urticéria, rinite, alergias, dermatites, bronco
constricdo, tumores (rim e tiredide), linfomas, reacdo anafilatica, entre outros. Estudos
epidemioldgicos e relatos de caso, referentes a toxicologia dos corantes artificias, bem como a
avaliacdo dos tipos e quantidades de corantes adicionados em alimentos para humanos estéo
bem reportados na literatura. Porém este fato ndo é observado em se tratando da alimentagdo
de animais de companhia, uma vez que nao foram encontrados estudos relacionados com a
presenca de corantes artificiais em alimentos para animais, bem como da padronizacdo dos
ingredientes nesses produtos.

Desta forma, a presenca de agentes quimicos (residuos de agrotdxicos, metais
pesados, e corantes artificiais a niveis elevados); toxinas (produzidas por bactérias -
enteroroxinas e fungos - micotoxinas), além de microrganismos (bactérias e fungos -
patogénicos e/ou toxigénicos), podem alterar a qualidade dos alimentos para animais de
companhia.

A contaminacdo com fungos e micotoxinas de alimentos completos é outro problema
de grande impacto podendo afetar setores do agronegdcio. Poucos trabalhos tém sido
publicados para a verificagdo da qualidade destes produtos quanto sua micobiota e
micotoxinas nas matérias-primas bem como nos alimentos processados. No caso de alimentos
para aves 0 himero € ainda menor, uma vez que este grupo de animais tem sido subestimado
pelos 6rgdos reguladores. Muitos dos produtos para esse segmento sdo da prépria matéria-
prima (grdos) ou mistura desses pos-processamento (alimentos completos), sendo passiveis da
contaminacgdo tanto por fungos quanto por micotoxinas. E importante salientar que a
qualidade dessas matérias-primas comercializadas, muitas vezes € precaria, jA& que serdo
destinadas a alimentac&o animal.

As micotoxinas sdo metabolitos toxicos secundarios produzidos por fungos que
podem causar uma série de efeitos adversos em humanos e animais, gerando perdas
econbmicas e prejuizo a saude. Dentre as principais micotoxinas com importancia
agroecondmica citam-se: aflatoxinas (AFLs = AFB;; AFB,; AFG;; AFG,), ocratoxina A
(OTA), zearalenona (ZON) e fumonisinas (FBs = FB1; FB;). Muitos fatores podem contribuir
e influenciar no desenvolvimento de fungos e produgdo de micotoxinas. Dentre eles, as
condicgdes de armazenamento, composicao do substrato, condi¢Bes de processamento, além do
clima. Os efeitos das micotoxinas em animais, bem como nas aves, podem ser severos e levar
a morte. Alguns sintomas que j& foram relatados na literatura em animais acometidos por

micotoxicoses envolvem desde depressdo severa, anorexia, vOmito, polidipsia, poliuria,
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hepatite imunossupressdo, degeneracdo renal até a morte. Embora exista na literatura, um
grande nimero de estudos que avaliam a contaminagdo por micotoxinas em alimentos e seus
efeitos toxicologicos em animais de producdo, este fato ndo € observado para os animais de
companhia. Foi observada a existéncia de poucos estudos relacionados a avaliacdo da
contaminacdo de alimentos completos para animais de companhia quanto a presenca de
fungos toxigénicos e micotoxinas. Porém esses estudos reportam a presencas desses
microorganismos e dessas toxinas, as quais apresentam risco a saude dos animais. Desta
forma, o monitoramento dos alimentos completos deve ser realizado constantemente.

Considerando a falta de estudos, este trabalho tem como objetivos avaliar a qualidade
de alimentos completos para aves de companhia, quanto aos tipos de ingredientes, presenca
de corantes artificiais, além da contaminacdo por bolores (toxigénicos), leveduras e
micotoxinas (AFLs, OTA, ZON, FBs).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentos Completos para Animais de Companhia

Os animais de companhia possuem privagdo de nutrientes, uma vez que Seus
alimentos ndo sdo obtidos da maneira natural, ou seja, pela caca. Logo quando esses animais
ficam confinados longe de seus ambientes naturais, existe a necessidade de uma alimentacéo
balanceada e este produto é denominado de alimento completo (SIMAO 2009; PETBR,
2010).

Alimento completo é um produto composto por ingredientes e aditivos destinado
exclusivamente a alimentacdo de animais de companhia, capaz de atender integralmente suas
exigéncias nutricionais, podendo possuir propriedades especificas ou funcionais (BRASIL,
2009).

O objetivo de formular alimentos para animais € combinar os ingredientes de forma a
fornecer as quantidades corretas de nutrientes que o animal necessita para crescer, manter-se
saudavel, produzir tecido ou reproduzir-se, sendo que cada espécie de animal requer uma
dieta especifica para a manutencgdo de sua salde priorizando um maior desempenho em suas
funcdes. Portanto a fonte desses nutrientes sera os ingredientes ou alimentos que fardo parte
da composicao do produto acabado. Logo, é imprescindivel levar em conta, no momento de
desenvolver um alimento, as caracteristicas fisioldégicas de cada espécie, conhecendo a
quantidade de nutrientes necessarios para cada fase de vida do animal, (inicial, crescimento,
abate, filhotes, adultos, entre outros) e a partir dai, calcular a quantidade de ingredientes
necessarios para suprir os nutrientes nos niveis adequados (ROSTAGNO et al., 2000).

Neste contexto, € importante a definicdo de termos como ingrediente e nutriente.
Logo, entende-se que o ingrediente é o proprio alimento que fornece os varios nutrientes. S&o
alguns exemplos de ingredientes: milho, soja, farelo de soja, trigo, fosfato bicalcio e sal. Ja os
nutrientes sdo 0s componentes ativos dos ingredientes, e participam no processo bioquimico
de formacédo dos tecidos animais. S8o exemplos de nutriente: energia, proteina, aminoéacidos,
vitaminas, minerais e compostos bioativos (ROSTAGNO et al., 2000).

Portanto conclui-se que para satisfazer todas as necessidades do animal, o alimento
completo deve oferecer uma dieta balanceada, a qual sera composta por nutrientes oriundos
da composicao dos ingredientes contidos na formulacdo. Neste contexto a seguir abordar-se-

8o os principais tipos de nutrientes e ingredientes utilizados no desenvolvimento de alimentos
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completos e racoes.

2.1.1 Composicéo, tipos de nutrientes e ingredientes

A composicao dos alimentos completos e races € muito complexa, pois visa atender
a todas as necessidades bioquimicas e fisiologicas do animal a que se destina. Para isso, a

formulacdo € composta de macro e micronutrientes 0s quais estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Principais nutrientes necessarios em uma dieta balanceada para animais

Macronutrientes Aminoacidos Vitaminas Minerais
Proteina bruta Alanina A Célcio
Extrato etéreo Arginina D Fdsforo
Carboidratos Asparagina E Potassio
Agua Acido aspartico K Cloro
Cistina Tiamina B1 Magnesio
Glutamina Riboflavina B2 Ferro
Acido glutdmico Piridoxina B6 Cobre
Glicina Cianocobalamina B12 Zinco
Histidina Ac Nicotinico Manganés
Isoleucina Ac. Pantaténico Cobalto
Leucina Ac folico lodo
Lisina Ac lipdico Selénio
Metionina Ac Ascorbico C Flaor
Fenilalanina Biotina Molibdénio
Prolina Mioinositol Cromo
Serina Colina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina

Fonte: Bunge (2008).

Dentre os principais macronutrientes destacam-se as proteinas, lipideos, carboidratos.
As proteinas sdo macromoléculas cujos constituintes sdo os aminoacidos. Durante a digestdo
das proteinas, os aminoacidos sdo liberados podendo atravessar a barreira intestinal, sendo
utilizados, prioritariamente, no anabolismo: sintese de proteinas e outras moléculas
nitrogenadas. Os aminodcidos circulam no sangue e sdo utilizados pelas células, os
excedentes sdo convertidos em outros componentes ou transformados em uréia pelo figado,
gue € excretada pelo rim. Cabe ressaltar que as proteinas sao importantes para o crescimento e
reparo dos tecidos. Os lipideos alimentares sdo ésteres de acidos graxos e de glicerol, sua
maior caracteristica nos alimentos é a contribuicdo para a palatabilidade da racéo, sendo que
no organismo sua funcdo € fornecer energia e transportar vitaminas. Os carboidratos séo
constituidos de agUcares simples, dentre os quais a glicose se destaca. Esses compostos sdo
utilizados como principal fonte de energia (SWENSON; REECE, 1996). Além destes, 0s

oligossacarideos (ndo digestiveis) provenientes de vegetais também estdo presentes nestes
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produtos, sendo fermentados no intestino grosso e originando assim as flatuléncias. Cabe
ressaltar que as fibras tém um grande papel na qualidade de racOes, e que os produtos
formulados com grandes quantidades de matérias-primas de origem vegetal, ricas em fibras e
fitatos, podem levar a caréncia de elementos essenciais, uma vez que existem as interacdes
com alguns minerais, logo equilibrio entre esses componentes € necessario para evitar
deficiéncias (ANDRIGUETTO et al., 1985).

Quanto aos micronutrientes, devem-se observar as interacfes entre 0s mesmos,
como, 0 excesso de célcio pode diminuir a biodisponibilidade de micro-elementos como
zinco, fésforo e iodo, logo o desequilibrio na formulacdo pode causar menor aproveitamento
dos minerais e consequientemente deficiéncias (CARCIOFI, 2005; FRASER, 1991; LEWIS;
MORRIS JR.; HAND, 1994; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).

Como abordado anteriormente, os ingredientes sdo os alimentos que fornecerdo os
nutrientes a racdo. Grande parte dos ingredientes fornece todos os nutrientes necessarios aos
animais, com algumas excecdes. E preciso lembrar que os animais apresentam exigéncias de
niveis determinados para cada nutriente, e desta forma é preciso avaliar quais fontes tem a
melhor qualidade de nutrientes, pois um Unico alimento geralmente ndo € capaz de atender
todas as exigéncias do animal ao mesmo tempo. Logo, para atender as necessidades dos
animais € necessario combinar varios alimentos para que o resultado final seja um composto
mais balanceado e eficiente do ponto de vista nutricional (ROSTAGNO et al., 2000).

Em funcdo da maior concentracdo de determinado nutriente, o ingrediente pode ser
classificado da seguinte maneira: (a) ingredientes protéicos: maior concentracdo de
aminoacidos; (b) ingredientes energéticos: maior concentracdo de carboidratos ou lipideos; (c)
ingredientes fibrosos: grande quantidade de fibras; (d) vitaminas industriais; (d) minerais
industriais.

O quadro 2 apresenta exemplos dos tipos de ingredientes conforme a classificagéo

supracitada.

Quadro 2. Exemplos de ingredientes utilizados para producdo de racOes e alimentos
completos para animais

Protéicos Energéticos Fibrosos
Farelo de soja Milho Pasto
Farelo de algoddo Sorgo Fenos
Farelo de girassol Trigo Silagens
Soja extrusada Triticale Farelo de trigo
Farinha de carne Cevada Casca de soja
Farinha de pena Centeio Casca de arroz
Farinha de peixe Arroz Polpa de citrus
Aminoéacidos sintéticos Gordura animal
Sucedaneos do leite e sangiiineos ~ Oleo vegetal
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Fonte: Bunge (2008).
Assim, para atender as necessidades dos animais para os diversos nutrientes, é

necessario combinar os diferentes ingredientes de cada grupo de forma que energia,

aminoacidos, fibra, vitaminas e minerais estejam equilibrados na dieta.

2.1.2 Tipos de racdo e alimento completo

Ao desenvolver uma racdo, a mesma deve ser especifica para atender as necessidades
de cada espécie, ou seja, ela deve obedecer as exigéncias nutricionais para cada animal de
forma a proporcionar que o seu desenvolvimento seja 0 mais eficiente possivel. Essas
exigéncias sdo determinadas em experimentos que indicam indiretamente o nivel 6timo para
cada nutriente.

E importante a observar que as exigéncias nutricionais variam de acordo com a
espécie, idade, fase de crescimento, estado fisioldgico, clima e sexo. Assim, uma vaca
produzindo leite tem exigéncia muito diferente do bezerro ou do touro. Em suinos e frangos
de corte com crescimento acelerado, o ideal seria modificar a racdo para cada dia de vida, pois
a medida que cresce, a exigéncia dos nutrientes muda (ROSTAGNO et al., 2000). Na Tabela

1 apresentam-se as exigéncias nutricionais para suinos e frangos de corte.

Tabela 1. Exigéncia de nutrientes para suinos e frangos de corte conforme fases de
crescimento

Suinos Frangos
Nutrientes (%)

Inicial Cresc.? Abate Inicial Cresc.? Abate
Proteina 19 17,5 16,5 21,40 19,30 18,00
Caélcio 0,83 0,76 0,65 0,96 0,87 0,80
Fosforo disponivel 0,43 0,36 0,32 0,45 0,41 0,37
Sédio 0,18 0,17 0,16 0,22 0,19 0,19
Lisina (dig".) 0,93 0,83 0,74 1,14 1,05 0,94
Metionina+Cist (dig.) 0,56 0,54 0,49 0,81 0,74 0,67
Triptofano (dig.) 0,17 0,16 0,15 0,18 0,18 0,16
Treonina (dig.) 0,60 0,55 0,52 0,68 0,60 0,54
Arginina (dig.) 0,39 0,29 0,22 1,20 1,13 1,02
Valina (dig.) 0,64 0,56 0,50 0,88 0,84 0,75
Energia (dig.) kcal/kg 3400 3400 3400 3000 3100 3200

a- crescimento b-digestivel
Fonte: Rostagno et al. (2000 apud BUNGE, 2008).

Em se tratando de animais de companhia as exigéncias nutricionais diferem para
cada espécie de animal, fase de crescimento e estado fisioldgico (ANFAL-PET, 2007).

Para essa classe de animais, os alimentos classificam-se em: alimentos completos e

alimentos para objetivos especificos. Os alimentos completos devem suprir todas as
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necessidades nutricionais do animal enquanto que os alimentos com objetivos especificos séo
destinados a atender necessidades fisioldgicas particulares como: aleitamento e lactagdo,
obesidade e insuficiéncia renal (BRASIL, 2009a; 2009b; 2009c).

Desta forma, animais de companhia como cdes e gatos, possuem exigéncias
nutricionais muito diferentes dos humanos, portanto fornecer sobras de alimentos pode
provocar o desequilibrio nutricional nesses animais (PETBR, 2010).

Régo (2009) concorda com os autores supracitados e salienta ainda que apesar das
varias semelhancas entre as aves (psitacideo), cada espécie tem uma exigéncia nutricional, o
que requer uma observacdo cuidadosa no que se refere ao tipo de alimento fornecido. De
acordo com o autor, normalmente o alimento ofertado é composto por misturas de sementes
ou, em alguns casos, apenas um tipo (semente de girassol). Esse fato pode acarretar distarbios
nutricionais, uma vez que aves selecionardo apenas as sementes mais palataveis, deixando
nutrientes essenciais para sua dieta nas sementes desprezadas. Atualmente, ja existem no
mercado alimentos completos especificos para cada tipo de psitacideo.

Utilizar sementes como Unica fonte de alimento para passeriformes e psitacideos em
cativeiro pode ocasionar muitas doencas e até a morte prematura dessas aves. As aves criadas
em cativeiros desenvolvem mudancas em suas necessidades nutricionais, desta forma, nao
devem ser ignoradas as mudancas nos habitos alimentares. Em cativeiro, elas ndo realizam
atividades fisicas exaustivas e ndo necessitam buscar alimentos em lugares distantes, portanto,
um problema crescente que pode ser verificado em aves de companhia é a obesidade,
desencadeada por uma dieta hipercaldrica e desequilibrada. Em decorréncia da obesidade
outras consequéncias podem ser verificadas como doencas hepéticas e cardiovasculares,
comprometendo assim, a longevidade e a qualidade de vida desses animais (KILL et al.,
2008).

Dentre os novos tipos de alimentos destinados a animais de companhia
comercializados, as formas extrusadas e peletizadas aparecem como novidade na alimentacao
para aves ornamentais e silvestres. Essas formas proporcionam vantagens em relagdo aos
alimentos compostos por sementes, pois elimina eventuais presencas de fungos (mofos) e
bactérias, comumente encontrados em sementes vendidas a granel, aumenta a digestilidade
dos nutrientes e o prazo de validade do alimento. Além disso, os granulos das racfes
extrusadas, reunem todos os nutrientes necessarios para a boa saude das aves, impedindo que
as mesmas selecionem apenas parte do alimento, o que evita o desbalanceamento nutricional
(KILL et al., 2008).

Um dos entraves na criagdo de aves ornamentais ainda € a disponibilidade de
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alimentos completos comerciais. Grande parte desses alimentos € importada, criando uma
série de dificuldades para o criador nacional. Dessa forma, faz-se necessario o
desenvolvimento de bons alimentos completos nacionais, que atendam economicamente ao
criador e que, primariamente, atendam as necessidades nutricionais e as preferéncias de
palatabilidade das aves que as consumirdo (MACHADO; SAAD, 2000). O criador tem
disponivel no mercado basicamente trés tipos de alimentos completos para aves silvestres: as
fareladas, peletizados e extrusadas. As racOes fareladas apresentam uma série de
desvantagens: permitem a selecdo de particulas, acarretam grande desperdicio por perdas no
comedouro e, por serem pulverulentas, favorecem o aparecimento de doencas respiratorias
(NUNES, 1998). De acordo com Dale (1996), as racdes peletizadas s&o melhores que as
anteriores, porém é limitada no que diz respeito a inclusdo de alguns principios nutritivos,
como 06leos. Ja a extrusada € a forma com maior potencial para 0 mercado de alimentos para
aves ornamentais e silvestres, pois permitem uma alta inclusdo de lipidios sem danificar as
propriedades fisicas do produto.

Além disso, um pardmetro importante na diferenciacdo das racbes peletizadas e
extrusadas é a digestibilidade, pois este determina a quantidade de nutrientes que estardo
disponiveis para o metabolismo do animal. No caso das ra¢fes extrusadas a digestibilidade de
substancias como amido e proteinas é maior se comparado com as peletizadas (CARCIOFI,
1996).

Portanto, um aspecto importante para o sucesso de um programa alimentar em aves
de companhia é o fornecimento energético, uma vez que o consumo voluntario de alimentos €
regulado em funcdo da quantidade de energia da dieta. Entretanto, pouco se sabe sobre o valor
energético dos alimentos usualmente utilizados em dietas para papagaios (SAAD et al., 2007).

Uma das principais doengas nutricionais que acomete psitaciformes adultos é a
deficiéncia de vitamina A. Esta hipovitaminose acarreta ainda doengas secundarias como
alteracbes nas glandulas salivares, tipico da deficiéncia desta vitamina e aspergilose
relacionada a metaplasia escamosa das glandulas salivares. Essas doengas sdo diagnosticadas
freqlientemente nas aves que se alimentam de sementes ou possuem a maior parte da dieta
baseada em sementes. Logo, as misturas caseiras sdo dietas nutricionalmente heterogéneas e
desbalanceadas, pois ndo ha controle eficaz da ingestdo dos nutrientes, uma vez que esta dieta
possibilita a selecdo pela palatabilidade particular de cada animal, ou seja, dominancia dos
alimentos mais palataveis, supervalorizacdo das frutas e verduras, consumo excessivo de
sementes e insuficiente de suplementos (SILVA, 2008).

Desta forma verifica-se que para desenvolver um alimento completo equilibrado é



30

necessario, selecionar ingredientes de qualidade, respeitando as necessidades nutricionais de
cada espécie de animal. Além disso, é importante que o alimento seja atrativo para o animal,
tenha uma vida de prateleira aceitavel e ofereca outras vantagens para o publico consumidor.
Logo, algumas substancias sdo adicionadas aos alimentos a fim de conferir-lhes as
caracteristicas exigidas pelo mercado voltado para animais de companhia, sdo elas, os aditivos

alimentares.

2.2 Aditivos Alimentares

Os habitos alimentares da populacdo brasileira e mundial sofreram alteracoes
significativas decorrentes das mudancas de estilo de vida e revolucédo tecnoldgica na producéo
de alimentos. Dessa forma, oOrgdos reguladores e a comunidade cientifica demonstram
preocupacao quanto a substituicdo massiva de alimentos naturais por alimentos processados, e
consequentemente empobrecimento da dieta (PINHEIRO, 2005).

Atualmente, populacdo em geral tem apresentado altos indices de doencas cronicas
ndo transmissiveis, como a obesidade, doencas circulatorias, cardiovasculares, entre outras.
Esse fato tem gerado questionamentos quanto a seguranca do emprego de aditivos
alimentares, inclusive quando se trata de corantes artificiais (POLONIO; PERES, 2009).

A avaliacdo dos aditivos alimentares no &mbito mundial é baseada no controle da
IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel), desenvolvida pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives (JECFA). Esse comité define aditivo alimentar como qualquer substancia que
ndo se consome normalmente como alimento, nem tampouco se utiliza como ingrediente
béasico em alimentos, tendo ou ndo valor nutritivo, e cuja adigéo intencional ao alimento com
fins tecnoldgicos (incluindo os organolépticos) em suas fases de fabricacdo, elaboragdo,
preparacdo, tratamento, envasamento, empacotamento, transporte ou armazenamento, resulte
ou possa preservar razoavelmente por si, ou seus subprodutos, em um componente do
alimento ou um elemento que afete suas caracteristicas (WHO/FAO, 1995).

Para o Ministério da Agricultura, os aditivos alimentares sdo as substancias que,
incorporadas nos alimentos para animais, sdo susceptiveis de influenciar as suas
caracteristicas ou a producdo animal, sendo esses classificados nas seguintes categorias:
tecnoldgicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos. Neste trabalho abordar-
se-80 somente os aditivos sensoriais, mais especificamente 0s corantes organicos naturais e
artificiais (BRASIL, 2004).

A preocupacdo com o uso indiscriminado de aditivos na alimentacdo humana e
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animal é originada pela divulgagdo de estudos que apontam reagdes adversas aos aditivos,
quer seja aguda ou crbnica, tais como reagdes toxicas no metabolismo desencadeantes de
alergias, de alteracbes no comportamento, em geral, e carcinogenicidade, esta ultima
observada em longo prazo (POLONIO; PERES, 2009).

No caso dos animais, principalmente de companhia, o uso dessas substancias e seus
efeitos deletérios perante a saude, ndo tem sido estudados. Cabe ressaltar, que a estrutura,
composicao corporal e 0 metabolismo de animais e humanos sdo muito diferentes, e devem
ser levados em conta na analise toxicologica dos aditivos. Além disso, a frequéncia com que
0s animais estariam expostos aos aditivos também deve ser considerada, uma vez que 0s
alimentos destinados a animais de companhia sdo administrados diariamente como Unica
fonte de nutrientes (FERNANDES, 2005). Dentre os aditivos que merecem destaque quanto

os efeitos adversos encontrados estdo 0s corantes, assunto esse abordado no item a seguir

2.2.1 Corantes

As cores sdo resultado da absorcdo de radiacdo eletromagnética na faixa da luz
visivel e estdo relacionadas com comprimentos de onda particulares. O vermelho, por
exemplo, corresponde a faixa entre 480 a 530 nm, e o azul, de 600 a 700 nm. Os compostos
organicos podem absorver radiacdo eletromagnética. Porém, a absorcdo de radiacdo na faixa
da luz visivel se deve a presenca de grupos cromoforos, ou seja, ligacGes duplas conjugadas,
na estrutura dos compostos. Estruturalmente, um dos Unicos aspectos comuns a praticamente
todos os corantes é a presenca de um ou mais anéis benzénicos (LIMA; PEREIRA; PINTO,
2007).

As cores estdo intimamente ligadas a varios aspectos da vida e sdo capazes de
influenciar as decisdes do cotidiano, principalmente, as que envolvem os alimentos. A
aparéncia, seguranca, caracteristicas sensoriais e aceitabilidade dos alimentos séo todas
afetadas pela cor, sendo que existe uma relacdo entre certas cores com os alimentos, e isto
estd relacionado com o desenvolvimento cognitivo, que depende de memobria e de
experiéncias vivenciadas (PRADO; GODOQY, 2003).

A adicdo de corantes nos alimentos surgiu da necessidade de fazer com que 0s
produtos se tonassem mais atrativos aos seus consumidores, pois 0 primeiro critério de
avaliacdo do consumidor sobre um produto, a aceitabilidade e preferéncia pelo mesmo, esta
relacionado a cor e aparéncia, logo se justifica 0 emprego dos corantes (CLYDESDALE,

1993). Além disso, Tricard, Cazabeil e Medina (1998) ressaltam que a manutencéo da cor e
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aspecto natural do alimento € um fator importante para o marketing do produto.

Além disso, o uso de corantes tem sido utilizado para restabelecer o aspecto inicial
dos géneros alimenticios cuja cor foi alterada pelos processos de transformacao, estocagem,
embalagem e/ou distribuicdo e cujo aspecto visual encontra-se prejudicado; dar aparéncia
mais atrativa aos alimentos; manter e reforcar a cor dos alimentos durante armazenamento e
padronizar a cor dos alimentos, evitando a sua variagdo (TEIXEIRA, 1969).

De acordo com o Ministério da Agricultura pecuéria e Abstecimento, corante ou
pigmentante é aquela substancia adicionada ao alimento para conferir ou intensificar a cor dos
mesmos (BRASIL 2004).

Até 1850 todos os corantes alimenticios provinham de trés fontes: vegetais
comestiveis (cenoura,, beterraba, casca de uva escura); extratos de origem animal ou vegetal
normalmente ndo consumidos como tais (acido carminico, estigma de acafrdo); e resultados
da transformacéo de substancias naturais (caramelo). Atualmente, sdo comercializados mais
de oito mil compostos corantes, dos quais 90% séo sintéticos. O corante indigo, um dos mais
utilizados, foi obtido sinteticamente em 1880, por Karl Heumann (LIMA; PEREIRA; PINTO,
2007).

Os corantes utilizados pela industria de alimentos e bebidas sdo diferenciados em
naturais, artificiais e o caramelo. Porém a legislacdo os classifica em grupos mais complexos
como: corante organico natural; corante organico artificial; corante sintético idéntico natural e
corante inorganico ou pigmento (BRASIL 2004). No quadro 3 sdo apresentados 0s corantes

permitidos pela legislacdo brasileira e suas respectivas classes.

Quadro 3. Classificagdo dos corantes permitidos para uso na alimentagdo humana conforme
legislacgdo brasileira

Corantes naturais Sintéticos idénticos aos naturais Sintéticos artificiais

Acafréo Amaranto ou Bordeaux S

Acido carminico
Antocianinas

Cacau
Carmin
Carotenoides (afy —caroteno,
bixina, norbixina, capsantina,

capsorubina e licopeno

Carvao vegetal

Clorofila, Clorofila e clorofilinas
cupricas e seus sais

Cochonilha

Cdrcuma e Curcumina
Hemoglobina

indigo

Paprica

B —caroteno, B-apo8” —carotenal, éster
etilico do acido B-apo8’ —carotendico

Amarelo crepusculo
Azul Brilhante FCF
Azul Patente
Azorrubina
Eritrosina
Indigotina

Ponceau 4R
Tartrazina

Verde Répido
Vermelho 40

Corantes inorganicos
Aluminio
Carbonato de célcio
Dioxido de titanio
Ouro
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(conclusdo)

Riboflavina e Riboflavina 5- fosfato Oxido e hidroxidos de ferro

Riboflavina L
de sodio
Urucum Prata
Urzela
Vermelho de beterraba
Xantofilas : . Corantes caramelo
; . . Xantofilas:
cantaxantina, criptoxantina, ; . .
. . cantaxantina, criptoxantina,
falvoxantina, luteina, . . .
. . . falvoxantina, luteina, rodoxantina,
rodoxantina, rubixantina, . . . ;
: . rubixantina, violaxantina
violaxantina

Fonte: Carvalho (2004).

(a) Corante natural ou organico natural

Os corantes naturais ou organicos naturais sdo aqueles obtidos a partir de vegetais
ou, eventualmente, de animais, cujo principio do corante tenha sido isolado com emprego de
processos tecnoldgicos adequados, apresentando grau de pureza compativel com o seu
emprego para fins alimentares (BRASIL, 2004).

Os corantes naturais permitidos pela legislacdo brasileira sdo: acafrdo, acido
carminico ou cochonilha, antocianinas, carotenoides, betalainas, clorofilas, curcuminas,
hemoglobina, paprica, urucum, cacau, carvdo, riboflavina. Porém a seguir serdo abordadas

apenas as classes das antocianinas, carotendides, clorofilas e betalainas.

(a.1) Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos derivados das antocianidinas, da classe dos
flavonoides, cuja estrutura genérica € o cation flavilico. Quando extraidas do meio natural,
apresentam- se na forma de sais de flavilio, normalmente glicosiladas, ou seja, uma ou mais
hidroxilas das posicdes 3, 5 e 7 estdo ligadas a agucares, aos quais podem estar ligados acidos
fendlicos. Os diferentes grupos R e R’ e aglicares ligados nas posi¢des 3, 5 e 7, assim como 0s
acidos a eles ligados, caracterizam os diferentes tipos de antocianinas (TIMBERLAKE;
BRIDLE, 1975). Essas substancias sdo os principais cromoforos encontrados nas flores e
frutas vermelhas, azuis e purpuras (COUTO, RAMOS; CAVALHEIRO, 1998; LIMA et al.,
2003). A estrutura genérica das antocianinas, bem como seus diferentes tipos, estdo

apresentados na Figura 1
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Antocianidina Grupo Grupo
(grupo OHem7) emR em R’

Cianidina OH H
Delfinidina OH CH
Malvidina OCH, OCH,
Pelargonidina H H
Feonidina QOCH4 H
Petunidina OCH, CH

Figura 1. Estrutura genérica das antocianinas e formas encontradas nos alimentos
Fonte: Terci e Rossi (2002).

Na natureza, 17 antocianidinas tém sido encontradas, mas apenas 6 estdo presentes
em alimentos sdo elas: Cianidina (vermelho), Delfinidina (azul), Malvidina (purpura),
Pelargonidina (marrom avermelhado), Peonidina e Petunidina (vermelho escuro) (MULTON,

1988). No Quadro 4 sdo descritos os principais alimentos que sdo fontes de antocianinas.

Quadro 4. Antocianinas e respectivas fontes alimentares

Antocianinas Fonte

Uva, vinho, cereja, jamboldo, morango, amora,

Cianidina-3-glicosidio ! i ;
ameixa, macd, azeitona

Cianidina-3,5-diglicosidio Uva, vinho, cereja, figo, marmelo
Peonidina-3-glicosidio Uva, vinho, cereja, jabuticaba, ameixa
Malvidina-3-glicosidio Uva, vinho
Malvidina-3,5-diglicosidio Uva, vinho, feijdo, inhame
Cianidina-3-galactosidio Mag4, cacau
Cianidina-3-p-cumarilsoforosidio-5-glicosidio Repolho roxo
Pelargonidina-3-soforosidio-5-glicosidio Rabanete
Pelargonidina-3-glicosidio Morango, tamarindo
Delfinidina-3,5-diglicosidio Berinjela, feijdo, uva, roma
Delfinidina-3-cafeoilglicosidio-5-glicosidio Berinjela

Petunidina-3-glicosidio Uva, vinho, feijdo, mirtilo, laranja
Petunidina - arabinosideo Cebola roxa

Fonte: Malacrida e Motta (2006) e Terci e Rossi (2002).

As diferentes cores exibidas pelos vegetais que contém antocianinas dependem da
influéncia de diversos fatores, como a presenca de outros pigmentos, a presenca de quelatos
com céations metélicos e o pH do fluido da célula vegetal (ALKEMA; SEAGER, 1982;
FOSTER, 1978 apud TERCI; LOPES, 2002). Foster (1978) preparou uma escala de cores
para solugdes de antocianinas em fungdo do pH, propondo a utilizagcdo desta escala para
ensino de equilibrio acido-base e sobre comportamento de pigmentos. Mais tarde, Mebane e
Rybolt (1985) discutiram as variacdes de cor observadas na titulagdo de extratos obtidos de
diferentes vegetais comestiveis (frutas e folhas).

O pH exerce profunda influéncia na cor das antocianinas, assim como na sua
estabilidade. As antocianinas sdo mais estaveis em solucGes acidas do que em neutras e

alcalinas (MARKAKIS, 1982). Em solucdo aquosa, podem existir quatro formas estruturais
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de antocianinas em equilibrio: o cation flavilio, a base quinoidal (anidrobases), a pseudobase
carbinol e a pseudobase chalcona (BROUILLARD; DUBOIS, 1977). Em condic¢Ges &cidas
(pH inferior a 2), a antocianina existe primariamente na forma de cétio flavilio (AH+) de cor
vermelha. Elevando-se o pH, uma primeira reacdo ocorre rapidamente com a perda do préton
para produzir as formas quinoidais, azuis ou violetas., Em paralelo ocorre a hidratagido do
cation flavilio (AH+), gerando uma pseudobase carbinol que atinge o equilibrio lentamente
com a chalcona (IACOBUCCI; SWEENY, 1983). Finalmente estabelece-se lentamente um
equilibrio tautomérico, com formacdo de uma pseudobase chalcona (BROUILLARD;
IACOBUCCI; SWEENY, 1982).

As mudancas estruturais que ocorrem com a variagdo do pH, sdo responsaveis pelo
aparecimento das coloracdes diferentes, incluindo o amarelo em meio fortemente alcalino

(TERCI; ROSSI, 2002). As reac6es de acordo com a mudanca do pH podem ser visualizadas

na Figura 2.
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Figura 2. Possiveis mudancas estruturais das antocianinas decorrentes das mudancas de pH
em meio aquoso
Fonte: Terci e Rossi (2002).
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As antocianinas sdo pigmentos muito instaveis e podem ser degradadas, sob acéo da
vitamina C, oxigénio, temperatura, pH do meio, entre outros, no proprio tecido ou destruidas
durante o processamento e estocagem dos alimentos. A presenca de metais modifica a
estabilizacdo das antocianinas, por exemplo, os sais de estanho estabilizam a cor das
conservas de aspargos (MULTON, 1988).

As antocianinas sdo rapidamente destruidas pelo aquecimento durante o
processamento e estocagem de alimentos. Muitos estudos demonstraram relacdo logaritmica
entre a destruicdo das antocianinas e o0 aumento aritmético da temperatura. Processos
utilizando baixo tempo em alta temperatura tém sido recomendados para melhor retencéo dos
pigmentos. No caso de sucos de frutas vermelhas, perdas de antocianinas mostraram-se
insignificantes para tratamentos térmicos com duracdo inferior a 12 minutos a 100°C
(MARKAKIS, 1982). Meschter (1954) verificou a destruicdo de 50% das antocianinas
durante o processamento de compota de morango a 100°C. Ao longo da estocagem a 38 e
20°C, o tempo de meia-vida das antocianinas foi de 10 e 54 dias, respectivamente. Por
extrapolacéo, obteve tempo de meia-vida de 11 meses a 0°C.

Na industria de alimentos, as antocianinas tém sido utilizadas como corantes naturais
em produtos como: cereais, aperitivos, confeitos, coberturas, sobremesas, l&cteos
aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios, refrescos e refrigerantes, sucos de frutas e

xaropes para refrescos (LIMA et al., 2003).

(a.2) Carotendides

Os carotendides sdo terpenoides, (tetraterpendides) de 40 carbonos unidos por
unidades opostas no centro da molécula, geralmente constituidos de 8 unidades de isoprenos
formando uma longa cadeia de polienos que podem conter de 3-15 ligagOes duplas
conjugadas (FRASER; BRAMLEY, 2004; RODRIGUES-AMAYA, 1999). As diferentes
configuracOes destas estruturas permitem a diversidade dos carotendides, sendo que as
principais reac0es para formacdo das novas configuracdes sdo: ciclizacdo, hidrogenacéo,
desidrogenacdo, migragédo de duplas ligagdes, encurtamento ou alongamento da cadeia,
rearranjo, isomerizacao, introducdo de funcbes com oxigénio (RODRIGUES-AMAYA,

1999). Na Figura 3 sdo apresentadas algumas estruturas de carotenoides.
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Figura 3. Estruturas quimicas de alguns carotendides
Fonte: Ambrésio, Campos e Faro (2006).

Os carotendides séo divididos em 2 classes principais; carotenos propriamente ditos,
compostos por hidrocarbonetos, que sdo moléculas altamente apolares (licopeno e afyC-
carotenos) e as xantofilas, moléculas polares devido a presenca de grupamentos oxigenados
como hidroxilas, ep6xi ou cetonas (luteina, astaxantina, cantaxantina, zeaxantina).
Carotendides compostos somente de carbono e hidrogénio sdo chamados de carotenos e 0s
carotenoides oxidados, de xantofilas (FRASER; BRAMLEY, 2004; OLIVIER; PALOU,
2000; RODRIGUES-AMAYA, 1999).

Seus principais representantes sdo 0s carotenos, precursores da vitamina A e 0
licopeno (GAZZONI, 2003). As xantofilas sdo sintetizadas a partir dos carotenos, por meio de
reagdes de hidroxilagdo e epoxidacdo. O B-caroteno e o licopeno séo exemplos de carotenos,
enquanto a luteina e a zeaxantina sdo xantofilas (AMBROSIO; CAMPOS; FARO, 2006).
Segundo Stahl e Sies (2003) os carotendides fazem parte do sistema de defesa antioxidante
em humanos e animais. Devido a sua estrutura atuam protegendo as estruturas lipidicas da
oxidag&o ou por sequestro de radicais livres gerados no processo foto-oxidativo.

Os carotendides compdem um dos grupos de pigmentos naturais mais extensamente
encontrados na natureza, estdo presentes em alimentos com pigmentacdo amarela, laranja ou
vermelha (tomate, abdbora, pimentdo, laranja, goiaba, melancia, cenoura, gema de ovo,
lagosta e outros crustaceos, peixes, passaros) (BRITTON, 1992; PINHEIRO-SANT’ANA et
al., 1998). Entretanto, na acerola, a coloracdo amarela conferida pelos carotendides é
mascarada pela presenca de antocianinas vermelhas (AGOSTINI-COSTA; ABREU,;
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ROSSETTI, 2003).

Com relagdo aos carotenoides, estes sdo em sua grande maioria termolébeis, e uma
das maiores causas da perda da cor durante a estocagem é a oxidacdo dos mesmos, que €
acelerada pela luz, temperatura e presenca de catalisadores metalicos (SARANTOPOULOS;
OLIVEIRA; CANAVESI, 2001). Sua natureza insaturada o0s torna susceptiveis a
isomerizacdo e oxidagdo resultando em perda de cor, que é mais pronunciada, seguida de
oxidacdo (ESKIN, 1990). Além dos fatores citados anteriormente, o tipo de matriz
alimenticia, presenca de enzimas, disponibilidade de agua e presenca de antioxidantes e/ou
pré-oxidantes podem influenciar neste processo (BURTON, 1989; GOLDMAN; HOREV;
SAGUY, 1983).

Os carotendides sdo pigmentos naturais que tém despertado o interesse de
pesquisadores de diversas areas hd mais de um seculo (TEE, 1992). Extensamente
distribuidos na natureza, estdo presentes em plantas, animais e microrganismos. Segundo
alguns autores, ndo podem ser considerados apenas como mais um grupo de pigmentos, mas,
como substancias com propriedades muito especiais. Dentre as fun¢des conhecidas dos
carotenoides estdo a absorcdo de luz, atividade antioxidante, atividade anticancerigena,
transporte de oxigénio, atividade prd-vitaminica A, sendo esta Ultima apresentada por apenas
alguns destes compostos (BRITTON, 1995; OLSON, 1989; PASSOTTO; PENTEADO;
MANCINI-FILHO, 1995; ROCK et al., 1996).

Dentre os carotendides permitidos para o uso em alimentos nos Brasil, os principais
sdo B-caroteno, bixina e norbixina e o licopeno. Os carotenos sdo encontrados em plantas,
especialmente na cenoura, tomate, folhagem verde dos vegetais, damasco, em rosas e laranjas,
presentes também em produtos de origem animal como: ovos, lagostas e pescados diversos. O
B -caroteno tem ponto de fusdo 176 a 182 °C, é sensivel ao calor, ar, luz e umidade. E
insolivel em &agua e alcool e pouco sollvel em gordura vegetal, e sua IDA ndo foi
estabelecida ainda (MULTON, 1988). Provavelmente, a cenoura seja a matéria-prima mais
utilizada para a extragdo do B-caroteno com gama enorme de aplicacdes, tanto na industria
farmacéutica como na de alimentos, como corantes na margarina, manteiga, queijos, carnes e
macarrdo (BARUFFALDI et al., 1983). De acordo com Silva (2004), outras aplicagdes dessas
substancias sdo: o uso como suplementos alimentares (atividade pro-vitaminica), na
piscicultura, para pigmentacdo de crustaceos e peixes, como o0 salmdo (JOHNSON;
SCHROEDER, 1995), na dieta de galinhas poedeiras para melhorar a intensidade da
pigmentacdo da gema do ovo (CARVALHO et al., 2006) e como corantes de alimentos e de

racdo. Para Oliveira e Jungueira (2006), a utilizacdo de carotendides como corante natural
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para alimentos preenchera um quesito de valor na motivacdo do consumidor que € a sensagdo
de cor dos alimentos

Uma fonte rica em carotendides é a semante de urucum (Bixa orellana, L.). Desta
semente sdo extraidos carotendides (amarelo-alaranjado) bixina e norbixina (FRANCIS,
1996). A bixina em condi¢fes alcalinas pode sofrer saponificacdo e produzir o &cido
dicarboxilico livre, denominado norbixina. Em excesso de alcali, o &cido dicarboxilico
dissocia-se para formar um sal, geralmente de potassio ou sodio, solivel em agua que nas
formas cis e trans apresentam coloracdo alaranjada (ARAUJO, 1995). Para aplicacdes em
produtos aquosos esta € a forma de pigmento normalmente empregada (COLLINS, 1992). A
série de duplas ligacbes conjugadas é também a causa da suscetibilidade da bixina ao
oxigeénio, a luz e a temperatura (NAJAR et al., 1988), sendo que principal reacao que ocorre é
a oxidacdo, particularmente importante quando o pigmento é adicionado em matriz
alimenticia. A velocidade em que ocorre a perda de cor devido a oxidacdo depende da
temperatura, da luminosidade e principalmente da disponibilidade de oxigénio no meio
(COLLINS, 1992). Quando comparado com outros grupos de corantes naturais, a bixina e a
norbixina sdo considerados mais estaveis. A bixina é sensivel as variacdes de pH, tendo a
coloragédo alterada do amarelo alaranjado para o rosa fraco. Entretanto, em pH reduzido
apresenta estabilidade térmica satisfatoria em temperaturas abaixo de 100 °C (ARAUJO,
1995). O extrato lipossoluvel do urucum foi um dos primeiros corantes a ser usado em
margarina e manteiga. O corante hidrossolivel tem sido por sua vez, tradicionalmente
empregado em queijos, como 0 queijo prato. Apresenta aplicacdo também em produtos
carneos como salsichas, peixes defumados e, quando na forma em pd, em bebidas
instantaneas e misturas secas (LEVY; RIVADENEIRA, 2000).

O licopeno é outro carotendide utilizado como corante natural e antioxidante, ele é
extraido principalmente do tomate, e confere coloragdo vermelha aos alimentos. O ponto de
fuséo do licopeno é em torno de 172-173 °C, sendo soltvel em cloroformio e benzeno e
praticamente insolivel em metanol e etanol. Os principais produtos corados por licopeno sdo:
cereais, aperitivos, confeitos, coberturas, sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos,
queijos, recheios, refrescos e refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para refrescos
(MULTON, 1988).

Cabe ressaltar também, a importancia do uso de carotendides como suplementos na
alimentacdo de aves de companhia, uma vez que a plumagem de aves ¢ afetada. A adi¢do de
corantes naturais em racgoes e os efeitos sobre a plumagem dos animais estdo bem relatos na

literatura. A lipossolubilidade desses compostos € fator determinante para a absorcéo eficiente
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pelos animais, porém a instabilidade dos corantes naturais frente aos artificiais ainda é uma
desvantagem e um desafio (MCGRAW; HILL, 2000; SENAR; ESCOBAR, 2002; MCGRAW
et al., 2004; PIKE et al., 2009).

Dentre a classe de corantes que merece maior destaque em relacdo a coloracdo da
plumagem de aves aparecem o0s carotendides. S&o estas substancias que conferem a cor as
penas das aves. Os pigmentos carotendides podem conferir desde tons de vermelho claro,
laranja, amarelo, verde, violeta a roxo. Os animais ndo sdo capazes de sintetizar essa
substancia, portanto ¢ através de sua dieta que obtém os substratos que serdo modificados por
enzimas até tornarem-se as substancias capazes de serem absorvidas pelas penas dentre as
principais substancias estdo: astaxantina, catanxantina, robexantina, carotenos ciclicos,
xantofilas, entre outros (SEIXAS; SEIXAS, 2001).

Em péssaros 0s oxicarotendides sdo absorvidos preferencialmente, sendo que a
maioria das coloracfes brilhosas e expressivas das plumagens é devida a esses compostos.
Passaros sdo geralmente animais de habitos diurnos e dependem muito da comunicagdo
visual, logo os padrdes e as cores da plumagem e conseqlientemente os carotenodides possuem
um papel importante na biologia aviaria (HUDON et al., 2007).

McGrawa et al. (2003) observaram que todas as espécies de passaros cantadores
avaliados em seu estudo usaram somente luteina (carotendide) para o incremento da coloracao
amarela em sua plumagem. Muitos animais, particularmente os péssaros e peixes usam
pigmentos carotendides para desenvolver plumagens vermelhas, laranja ou amarelas para
atrair os machos para (HILL, 1999; MOLLER et al., 2000; OLSON; OWENS, 1998). Para
desenvolver suas cores sexuais, 0s animais devem adquirir estes pigmentos da dieta e entrega-
los aos tecidos periféricos tais como penas e pele para a pigmentacdo (HILL, 1996, 2000;
MCGRAW et al., 2003).

a.3) Clorofila

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, tendo
como atomo central o magnésio (Mg). Esse composto é uma estrutura macrociclica
assimétrica totalmente insaturada constituida por quatro anéis de pirrol (SCHOEFS, 2002). As
clorofilas a e b diferem-se nos substituintes de carbono C-3. Na clorofila a, o anel de porfirina
contém um grupo metil (-CHj3) e a clorofila b (considerada um pigmento acessério) contém
um grupo aldeido (-CHO). A estabilidade da clorofila b deve-se ao efeito atrativo de elétrons

de seu grupo aldeido no C-3 (VON ELBE, 2000). A clorofila a apresenta uma cor azul-
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esverdeada em solucdo, enquanto a clorofila b uma cor amarelo-esverdeada Esta diferenca
pode ser quantificada por trés métodos: espectrofotometria, fluorimetria e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BARROSO, 1998).

A estrutura geneérica e 0s substituintes para formacdo da clorofila a e b estdo

apresentados na Figura 4

Clorofila a @ S
[+]
Clorofila b (&) Py

CHj

CHj CHy CHy CH,

Figura 4. Estrurura genérica para as clorofilas
Fonte: Streit et al. (2005).

A clorofila b, os carotenoides e as ficobilinas constituem os chamados pigmentos
acessorios. A energia absorvida pelos pigmentos é transferida para sitios bem definidos,
localizados sobre as membranas tilacoides, os chamados centros de reacdo. Ha dois centros de
reacdo, um deles absorvendo em 680 nm e outro em 700 nm, 0s quais interagem entre si
através de transportadores de elétrons (KLUGE, 2004).

As clorofilas sédo pigmentos verdes ¢ encontrados em legumes e em vaérias frutas.
Devido a sua cor e as propriedades fisico-quimicas, sdo usadas como aditivos para produtos
alimenticios, e sdo 0s Unicos corantes naturais verdes permitidos para 0 uso em alimentos.
Estes pigmentos sdo quimicamente instaveis e podem ser alterados ou destruidos facilmente,
modificando a percepcdo e a qualidade dos produtos (SCHOEFS, 2002).

E importante ressaltar que as op¢des naturais de corantes comecam a ganhar mais
mercado com a proibicdo crescente aos corantes sintéticos para alimentos. A clorofila,

utilizada de modo esporadico no Brasil, é importada de fabricas de grupos na Europa, de onde
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é extraida da alfafa (FURTADO, 2004).

A clorofila é insolavel em &gua, mas mediante tratamento com acido pode-se
produzir a clorofilina, a qual é solivel em agua. Em geral, tanto as clorofilas quanto a
clorofilina séo relativamente instaveis e sensiveis a luz, aquecimento, oxigénio e a degradacao
quimica, devido a este motivo, a clorofila sofre alteracdo na sua molécula, substituindo o
atomo de magnésio por cobre, originando a chamada clorofilina clprica, a qual é estavel e
pode ser utilizada em formulacédo hidro ou lipossolivel (FURTADO, 2004; MULTON, 1988).

O fendmeno de reverdescimento foi primeiramente observado em 1943, ao acaso,
por Fischbach, neste processo ocorre a formacdo de complexos espontaneos entre &tomos
metalicos e a clorofila durante o processamento. Esse fendmeno entdo foi atribuido a
formacdo de um complexo com zinco ou com cobre que possuia uma cor verde brilhante e
estavel. Essa descoberta revolucionou o desenvolvimento tecnoldgico dos corantes naturais,
que resultou na aprovacdo em alguns paises, de dois corantes comerciais, conhecidos por
clorofila e clorofilina ctpricas, na forma de sal de sodio, potéssio, ou de amonio. O cobre
forma complexos mais rapidamente do que o zinco, mas 0 uso de complexos com zinco é
preferivel devido & natureza téxica dos fons cobre (Cu?*) (LABORDE; VON ELBE, 1994).

No Brasil, os produtos industrializados clorofila-Mg (E 140) e clorofila-Cu (E 141)
sdo permitidos como aditivos de alimentos, embora a substancia E 141 tenha se mostrado
mais estavel do que a substancia E 140, levando em consideracao a exposi¢do a luz, oxigénio,
temperatura, bissulfito de sodio, peroxido de benzoila e acidos (EDER, 1996).

A clorofila pura ndo é facil de ser extraida, sendo que a clorofila comercialmente
disponivel contém outros pigmentos, acidos gordurosos e fosfatos, sendo conhecida como
clorofila técnica. As fontes usuais de obtencdo sdo: alfafa, grama e urtiga. Os principais
produtos alimenticios corados com clorofila sdo: cereais, aperitivos, confeitos, coberturas,
sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios, refrescos e
refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para refrescos (MULTON, 1988).

As principais alteragdes de cor das clorofilas no processamento dos alimentos estdo
relacionadas a perda de cor durante o armazenamento sob congelamento pela feofitinizacéo e
a remogdo da cadeia fitol, conduzindo & formacdo de clorofilida ou feoforbideo (STREIT et
al., 2005).

Na feofitinizacdo, o atomo de magnésio do centro da molécula de clorofila é
substituido por dois 4&tomos de hidrogénio, esta reacdo provoca desvanecimento da cor verde
vivida da clorofila a, em uma marrom azeitona, caracteristica da feofitina. Durante o

processamento térmico, a principal via de degradacdo € a feofitinizacdo, além de poder
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ocorrer também uma epimerizacdo. As feofitinas estdo sujeitas a hidrolise quimica, que
resulta na liberacdo da molécula do fitol, produzindo um feoforbideo hidrossollvel
(HEATON; LENCKY; MARANGONI, 1996; SCHWARTZ, LORENZO, 1991; TENG,
CHENG, 1999). Esta reacdo € considerada o mecanismo mais importante de destruicdo de
clorofila durante o processamento de alimento. Além disso, a precipitacdo de proteinas que
ocorrem no armazenamento sob congelamento, provocam a diminuigdo do pH, ampliando as
taxas de reacOes de catalises acidas, como a feofitinizacdo (MARTINS; SILVA, 2002).

Outro fator que contribui para a decomposicdo das clorofilas é o pH, em pH acido
(3,0) as clorifilas sdo mais instaveis, ja em pH bésico (9,0) ela se torna mais mais estavel ao
calor (VON ELBE, 2000). Porém em um estudo realizado por Ferruzzi, Failla e Schwartz,
(2001), foi observado uma feofitinizacdo muito reduzida em pH 4,0 e em pH 6,0, logo a
clorofila se mostrou estavel durante 1 hora de incubacdo a 37 C.

A desidratacdo de vegetais, usados com freqiiéncia como ingredientes em sopas
instantaneas, condimentos e outros alimentos secos, costuma levar a uma perda da clorofila e
concomitante aumento na concentracdo de feofitinas. Esta mudanca de coloracdo aumenta
com a temperatura empregada, sendo acompanhada por um decréscimo do pH natural do
vegetal pela liberagdo de &cidos organicos celulares, criando as condigBes favoraveis para a
feofitinizacdo. Contudo, alguns tratamentos prévios podem reter maior quantidade do
pigmento (HEATON; MARANGONI, 1996; MINGUEZ-MOSQUERA; GARRIDO-
FERNANDEZ; GANDUL-ROJAS, 1989). Porém, a perda da cor observada posteriormente
ao processamento, durante o armazenamento, independente do pH, tem sido atribuida a outras
vias de degradacdo (MAHARAJ, SANKAT, 1996).

As principais vias de degradacdo das clorofilas estdo apresentadas nas Figuras 5a e
5b
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Figura 5. Principais vias de degradacéo das clorofilas, compostos formados e respectivas coloracfes
Fonte: (a) Lanfer-Marques (2003) e (b) Bobbio (1995 apud STREIT et al., 2005).
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(a.4) Vermelho beterraba

As betalainas sdo substancias N-heterociclicos solGveis em agua. Seu precursor
comum € o &cido betaldmico. Na natureza foram identificadas mais de cinqiienta estruturas
(CAIl; SUN; CORKE, 2005; SCHOEFS, 2004). As betalainas ndo pertencem ao grupo dos
alcaloides, pois na natureza se apresentam na forma &cida devido a presenca de varios grupos
carboxilas (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).

Quimicamente, as betalainas sdo definidas por uma estrutura que engloba todos 0s
componentes que apresentam uma formula geral (Figura 6). A estrutura geral das betalainas
contém o &cido betalamico acompanhado de um radical R1 ou R2. Estes radicais sdo uma
representacdo geral para os possiveis substituintes desse ponto da estrutura, que podem ser de
um simples hidrogénio a um complexo substituinte. A variacdo desses grupos é em funcéo
das diferentes fontes de onde podem ser obtidos esses pigmentos e determinam sua tonalidade
e estabilidade. Desta forma, as betalainas podem ser divididas em dois grupos estruturais: as
betacianinas (vermelho ao vermelho violeta) e as betaxantinas (amarelo) (CAIl; SUN;
CORKE, 2005; SCHOEFS, 2004).

HOOC N

H

"'OOH

Betalaina

Figura 6. Estrutura geral da betalaina: (A) molécula de acido betaldamico, (B) estrutura que
RleR2
Fonte: Delgado-Vargas, Jiménez e Paredes-Lopez, (2000).

As betalainas séo divididas em dois grupos estruturais: as betaxantinas, responsaveis
pela coloragdo amarela, e as betacianinas, que imprimem coloragdes vermelhas e arroxeadas
(BOHM; RINK, 1988 apud DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).
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Essas substancias associadas podem produzir coloracdo vermelha, amarela, rosa e laranja em
flores e frutas, sendo que a beterraba constitui a principal fonte deste pigmento (PIATELLI;
IMPERATO, 1969).

As betacianinas podem ser classificadas por sua estrutura quimica em quatro tipos:
betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina. Até 0 momento sdo descritos
aproximadamente 50 tipos de betacianinas e 20 tipos de betaxantinas. Na beterraba vermelha
(Beta vulgaris L.) sdo encontradas betalainas tanto da classe das betacianinas, quanto das
betaxantinas 5. Dentre as principais betacianinas destacam-se a betanina e seu
diastereoisbmero isobetanina. Ja na classe das betaxantinas as principais substancias sao
vulgoxantina 1 e Il (JACKMAN; SMITH, 1992; MEGARD, 1993; STRACK, VOGT;
SCHLIEMANN, 2003). A Figura 7 apresenta as principais betalainas da beterraba vermelha
(Beta vulgaris L.)

R:
o CH 20H
COO- (o] = betanina (isobetanina = epimero
H do C-15 da betanina)
HO
OH
N
EUOOH H = betanidina (isobetanidina =
epimero do C-15 da betanidina)
0
A Y
CHoCH2C CH>CH»C
. NH2 o OH
CHCOO- H HCOO
H\ @ @

|
k|\
T >
HOOC N < ™SCOOH HOOC

H
Vulgoxantina I

Vulgoxantina I

Figura 7. Principais estruturas quimicas das betacianinas e betaxantinas encontradas na
beterraba vermelha

Fonte: Adaptado de Jackman e Smith (1992 apud DRUNKLER; FETT; BORDIGNON-LUIZ,
2006).
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Observa-se na ilustragdo anterior que a betanidina é a unidade estrutural bésica da
maioria das betacianinas (PIATELLI; MINALE, 1964). Porém um consideravel nimero de
diferentes betacianinas pode ser obtido com a glicosilacdo de um dos grupos hidroxil
localizados nas posicoes 5 e 6 da Figura 7.

Alguns trabalhos tém sido publicados a respeito do papel fisioldgico das betalainas
nos mamiferos. Os primeiros estudos jé indicavam que a beterraba vermelha, principal fonte
desta substancia, ndo exercia acdo hepatotdxica ou mutagénica, mas por outro lado, as raizes
de beterraba apresentavam um significativo efeito inibitério no cancer de pele e de pulméao em
ratos. Em estudo investigando a relacdo estrutura-atividade de vérias betaxantinas e
betacianinas com sua atividade sobre radicais livres, observou-se uma relagdo com a estrutura
das betalainas. Desta forma, recentes estudos ja mostram a beterraba como um dos dez mais
potentes antioxidantes. Este potencial antioxidante foi atribuido a caracteristicas estruturais
das betalainas. Além disso, as betaninas (em forma de extratos da beterraba) demonstraram
atuar também na prevencdo de alguns tipos de cancer, dentre eles os canceres de pele e
figado, devido suas propriedades antioxidantes. Outras propriedades funcionais das betalainas
incluem atividades antivirais e antimicrobianas (LILA, 2004).

A cor das betalainas ndo é afetada em valores de pH entre 3,5 e 7, sendo mais estavel
em pH entre 4,0 e 6,0 (MULTON, 1988). SolucBes de betalaina nesta faixa de pH séao
similarmente visiveis tanto para betacianinas quanto para betaxantinas. O comprimento de
onda de maxima absorbancia para betacianinas estd entre 537 e 538 nm, e para as
betaxantinas estd entre 475 e 477 nm (VON ELBE, 1977). Huang e Von Elbe (1987)
observaram que o pH 6timo para a maxima estabilidade da betanina na presenca de oxigénio
estéd entre 5,5 e 5,8. Ja no estudo realizado por 10, a estabilidade da betanina depende do pH
(excelente estabilidade entre pH 4 e 5 e razoavel entre pH3e4epH5e 7).

Foi demonstrado que a termoestabilidade de solucBes de betanina é dependente do
pH e parcialmente reversivel. Para Multon (1988), a termoestabilidade é maior entre pH 4,0 e
5,0. Tanto a luz quanto o ar tem efeito degradativo sobre a betanina e, esse efeito é
cumulativo. Von Elbe, Maing e Amundson (1974) observaram que o aquecimento de solugoes
de betanina produz uma redugdo gradual da cor vermelha e o eventual surgimento de
coloragdo marrom.

Além da temperatura e do pH, a presenca de luz e oxigénio desestabiliza as
moléculas das betalainas (CONSTANT; STRINGUETA; SANDI, 2002). A taxa de
degradacdo da betanina aumenta 15,6 % apds o pigmento ser exposto a luz do dia a 15 °C.

Também se observou que a degradacédo devido a exposicéo a luz foi maior a pH 3,0 do que a
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pH 5,0 (VON ELBE; MAING; AMUNDSON, 1974). Embora varios autores estudem o
processo de degradacdo das betalainas pela acdo da luz, os mecanismos de fotodegradagéo
ainda néo séo conhecidos.

A atividade de agua (aw) constitui um dos fatores primarios que afetam a
estabilidade das betalainas e a cor dos produtos que contém estes pigmentos (VON ELBE,
1987 apud DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000). Simon et al.
(1993) verificaram em seu estudo que quanto menor a atividade de d&gua maior a estabilidade
desses pigmentos. O aumento na estabilidade das betaninas com o decréscimo da atividade de
agua pode ser atribuido a reduzida mobilidade de reagentes ou limitada solubilidade de
oxigénio. Consequentemente, umidades elevadas acarretam altas taxas de degradacdo. Além
disso, a especificacdo da atividade de agua somente, sem a umidade, ndo € suficiente para
predizer a estabilidade do pigmento.

Outro fator que torna as betalainas instaveis é a presenca de oxigénio. Em estudos
realizados por Von Elbe, Maing e Amundson (1974), solugGes de betanina foram
armazenadas a pH 7,0 sob atmosfera de ar e nitrogénio por 6 dias a 15 °C. Observou-se que a
degradacdo da cor aumenta 15 % na presenca de ar. Muitos métodos tém sido pesquisados
para prevenir a destruicdo ou aumentar a estabilidade dos pigmentos, incluindo adi¢do de
antioxidantes e estabilizantes, tratamentos com aquecimento minimo e controle de pH, todos
direcionados para a aplicacdo de betalainas em produtos alimenticios (ATTOE; VON ELBE,
1981; BILYK, A.; KOLODIJ; SAPERS, 1981; HAN; KIM, S. J.; KIM, D. M, 1998; PASCH;
VON ELBE, 1979).

Atualmente a beterraba representa a principal fonte comercial da betalaina
(concentrado ou p0), dentre as desvantagens do uso desta substancia como aditivo esta a
influéncia do cheiro de terra devido a presenga da substancia geosmim, além da presenca de
varias pirazinas que conferem outras caracteristicas indesejaveis, limitando seu uso em
produtos lacteos e preparados de frutas (STINTZING; CARLE, 2004).

Em contrapartida, as betalainas possuem uma grande aplicabilidade em alimentos
como em gelatinas, sobremesas, produtos de confeitaria, cereais, aperitivos, coberturas,
lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios, refrescos e refrigerantes, sucos de
frutas, xaropes para refrescos, misturas secas, produtos avicolas, e produtos carneos
(DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000; MULTON, 1988).

Entretanto quando as betalainas sdo utilizadas como corantes alimenticios, a
estabilidade da cor, é o principal aspecto ser considerado (CONSTANT, STRINGUETA,;
SANDI, 2002; DRUNKLER; FETT; LUIZ, 2003; STINTZING; CARLE, 2004). Como visto
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anteriormente, existem muitos fatores que reconhecidamente afetam a estabilidade destes
pigmentos, tais como: pH, temperatura, luz, atividade de agua, presenca de oxigénio e metais,
esses fatores que afetam sua estabilidade restringem seu uso (ATTOE; VON ELBE, 1985;
CZAPSKI, 1990; DRDAK et al.,1990; PATKAI; BARTA, 1996; SALGADO, 1997).

No Brasil, o corante natural vermelho de beterraba é de uso permitido em alimentos e
bebidas (BRASIL, 2005). Em relacdo a seguranca de uso, ndao foram estipulados valores
maximos de consumo, ou seja, as betalainas ndo possuem IDA estabelecida, desta forma,
essas substancias sdo consideradas seguras para O UsSO como corantes alimentares
representando uma alternativa natural segura na substituicdo de corantes sintéticos
(DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000; DOWNHAM; COLLINS,
2000; MASCARENHAS, 1998).

A substituicdo dos pigmentos sintéticos, usados em alimentos, por pigmentos
naturais € um importante passo para produzir alimentos mais saudaveis. A utilizacdo de
corantes naturais na alimentacdo de animais ainda é um desafio no que diz respeito a sua
inclusdo em alimentos completos, uma vez que as ra¢des extrusadas ou peletizadas passam
por processos térmicos a altas temperaturas e pressdo 0 que provoca alteracdes nas cores e
propriedades dos pigmentos naturais. Por outro lado, a lipossolubilidade de corantes naturais
poderia ser uma alternativa para a incorporacdo destes na etapa de engorduramento dos
alimentos ja processados (SIMAO et al. 2009).

Outra classe de corante que tem sido incorporada em alimentos destinados a
alimentacdo de passaros sdo 0s corantes organicos sintéticos, tema esse abordado no topico a

sequir.
(b) Corante organico sintético

Os corantes organicos sintéticos sao aqueles obtidos por sintese organica mediante o
emprego de processos tecnoldgicos adequados e ndo encontrados em produtos naturais, sendo

dividido em dois grupos: idénticos aos naturais e artificiais.

(b.1) Idéntico ao natural

Sdo substancias sintéticas, cuja estrutura quimica corresponde as dos corantes
naturais correspondentes, apresentando caracteristicas de identidade e pureza apropriada ao

seu emprego para fins alimentares (BRASIL, 2004). Os corantes sintéticos apresentam
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algumas vantagens em rela¢do aos naturais. Muitos dos corantes naturais sdo sensiveis a luz,
ao calor, ao oxigénio ou a acdo das bactérias. Conseqlientemente, ndo sdo estaveis. Os
sintéticos, mais estaveis, tém durabilidade maior e propiciam cores mais intensas. Também
sdo utilizados em menores quantidades e muitas vezes sd0 menos onerosos que 0S corantes
naturais. Dentre os principais exemplos dessa classe tem-se: B-caroteno; [-apo-8’-carotenal,
éster etilico ou metilico do acido B-apo-8’-carotendico; riboflavina; xantofilas (cantaxantina,
criptoxantina, flavoxantina, luteina, rodoxantina, rubixantina, violoxantina). Essas substancias
conferem aos alimentos coloraces amarelo e laranja de vérias tonalidades diferentes
(CARVALHO, 2004).

(b.2) Artificial

Os corantes artificiais sdo substancias sintéticas, cuja estrutura quimica nao
corresponde a dos corantes naturais, apresentando caracteristicas de identidade e pureza
apropriada ao seu emprego para fins alimentares. No Brasil, 11 corantes sdo admitidos para o
uso em alimentos. Na Figura 8 sdo apresentadas as estruturas quimicas dos corantes artificiais

permitidos para a utilizacdo em alimentos no Brasil.
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Figura 8. Estrutura quimica dos principais corantes utilizados em alimentos
Fonte: Adaptado de Marmitt, Pirotta e Stllp (2010) e Prado e Godoy (2003).

Os corantes permitidos para uso em alimentos e ragdes no Brasil sdo 11, e estdo
divididos em quatro classes: monoazo, trifenilmetanos, indigdides e xantenos. A seguir cada
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um destes corantes sera abordado sucintamente.

(b.2.1) Monoazo

O corante amarelo crepusculo FCF (E 110) é sintetizado a partir da tinta do
alcatrdo de carvdo e tintas azobicas (derivadas do petréleo). Possui boa estabilidade na
presenca de luz, calor e acido, apresentando descoloracdo na presenca de acido ascorbico e
diéxido de enxofre. Este corante € pouco soltvel em etanol e insoltvel em azeites, estavel até
130 °C, em meio alcalino apresenta coloracdo vermelha. Propicia cor amarela e dentre suas
principais aplicagbes estd o0 uso em produtos como: cereais, aperitivos, confeitos, cereja em
calda, coberturas, sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios,
revestimentos, refrescos e refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para refrescos (MULTON,
1988). Os Estados Unidos, Japdo e paises da Unido Européia permitem seu emprego em
alimentos, jA o Canada permite seu emprego em alguns produtos especificos (BERDICK,
1982; DOWNHAM; COLLINS, 2000).

A funcdo do corante amaranto ou bourdeaux S (E 123) é propiciar coloracao
vermelha aos alimentos. Também é um derivado do alcatdo da hulha, é solivel em agua e
pouco soltvel em alcool, em meio &cido a intensidade da cor é alterada. Este corante possui
boa estabilidade a luz, calor e acido, mas descolore em presenca de agentes redutores como o
acido ascorbico e didxido de enxofre (MULTON, 1988).

Quanto a seguranca deste corante, os estudos sdo contraditorios. Em se tratado da
inocuidade carcinogénica deste corante, sendo, por medida de seguranca, proibido nos
Estados Unidos desde 1976. No Canada € permitido, pois sua estrutura quimica é bastante
semelhante a outros corantes considerados ndo carcinogénicos. Na Inglaterra seu uso é
permitido em caréater provisoério até que se apresentem estudos mais conclusivos. No Japéo foi
voluntariamente banido pelas industrias de alimentos e na Unido Européia assim como no
Brasil, seu uso é permitido (BERDICK, 1982; DOWNHAM; COLLINS, 2000).

Também sintetizado a partir do alcatrdo do carvdo, o corante ponceau 4R (E 124)
possui coloracdo vermelha, e apresenta boa estabilidade ao calor, a luz e ao &cido, descolore
parcialmente na presenca de alguns agentes redutores como 0 acido ascorbico e dioxido de
enxofre. Nao é permitido nos Estados Unidos, na Inglaterra seu uso € provisorio e restrito, nos
paises da UE (Unido Européia) e no Japdo seu uso é permitido, mas foi voluntariamente
banido pelos industriais japoneses. Isso se deve aos poucos estudos relevantes realizados
sobre sua toxicidade (BERDICK, 1982; DOWNHAM; COLLINS, 2000).
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O corante tartrazina (E 102) é sintetizado a partir do alcatrdo do carvéao e confere a
coloragdo amarela a alimentos como: cereais, aperitivos, confeitos, cereja em calda,
coberturas, sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios,
revestimentos, refrescos e refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para refrescos. A tartrazina é
pouco solivel em etanol, solivel em &gua, porém em meio alcalino apresenta coloracéo
vermelha. Além disso, possui excelente estabilidade a luz, calor e acido, sendo descolorido na
presenca de acido ascorbico e dioxido de enxofre. Dentre 0s corantes azos, a tartrazina tem
despertado uma maior atencdo dos toxicologistas e alergistas (CROCE, 1965; DOWNHAM,;
COLLINS, 2000), sendo apontada como a responsavel por vérias reacdes adversas, causando
desde urticaria até asma. Estima-se que uma em cada 10 mil pessoas apresenta reacdes a esse
corante (BERDICK, 1982). Provavelmente, de 8 a 20% dos consumidores sensiveis a
aspirina, sdo também sensiveis a tartrazina Entretanto, € um dos corantes mais empregados
em alimentos e é permitido em muitos paises, como Canada, Estados Unidos e Unido
Européia (BERDICK, 1982; DOWNHAM; COLLINS, 2000).

O corante vermelho 40 (E 129) também é sintetizado quimacamente e é utilizado
para conferir coloracdo vermelha principalmente em bebidas, doces, sobremesas, alimentos
para animais de companhia. Este corante apresenta boa estabilidade a luz, calor e acido, além
de ser o corante vermelho mais estavel para bebidas na presenca do &cido ascorbico. Estudos
metabdlicos mostraram que o vermelho 40 é pouco absorvido pelo organismo e em estudos de
mutagenicidade ndo apresentou potencial carcinogénico, desta forma tendo seu uso é liberado
para alimentos no Canada e Estados Unidos (DOWNHAM; COLLINS, 2000; IFT, 1986 ).

Paises da UE permitem seu uso. Lymphomas (tumores da linfa) Proibido na CEE (a
comunidade econdémica européia)

A azorrubina (E 122) possui boa estabilidade a luz, calor e &cido. Sua principal
utilizacdo se refere a coloracdo de doces e sobremesas que passam pelo processo de coccao.
Seu uso é liberado para alimentos nos paises da UE, porém € proibido nos Estados Unidos.
Mesmo com seu uso liberado necessita de estudos adicionais sobre o seu metabolismo.
(DOWNHAM; COLLINS, 2000; MARMION, 1977; MARMION, 1991; VETORAZZI,
1981).

(b.2.2) Trifenilmetanos

O azul brilhante (E 133) é um corante amplamente utilizado na industria de

alimentos tanto para conferir coloracdo azul como verde (combinacdo com tartrazina) em
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alimentos. Possui razoavel estabilidade a luz, calor e &cido, mas possui baixa estabilidade
oxidativa. Os corantes da classe do trifenilmetanos possuem em sua estrutura quimica, trés
radicais arila, em geral grupos fenolicos, ligados a um atomo de carbono central e apresentam,
ainda, grupos sulfonicos que lhes conferem alta solubilidade em agua. Seu uso é
incondicional nos Estados Unidos, no Canadé seu limite maximo € de 100 ppm, na Inglaterra
pode ser utilizado apenas em alguns alimentos e na Unido Européia seu uso é liberado
(BERDICK, 1982; CLYDESDALE, 1993). No Brasil, a partir da legislacdo das normas do
MERCOSUL, passam a integrar esse grupo além do azul brilhante, o verde rapido e o azul
patente V e azorrubina.

O azul patente V (E 131), possui excelente estabilidade a luz, &cido e calor, mas
apresenta descoloracdo na presenca de acido ascorbico. Seu uso ndo é permitido nos Estados
Unidos, porém é liberado para uso em alimentos nos paises da UE. E um dos corantes
utilizados em alimentos que também apresenta a necessidade de mais estudos sobre seu
metabolismo (DOWNHAM; COLLINS, 2000; MARMION, 1977, MARMION, 1991;
VETORAZZI, 1981). Ja o verde rapido (E 143) possui razoavel estabilidade a luz, calor e
acido, mas possui baixa estabilidade oxidativa. Seu uso é permitido nos Estados Unidos desde
1927, mas proibido nos paises da EU, por existiram estudos que associam o cancer de bexiga
com o consumo deste corante (DOWNHAM; COLLINS, 2000; MARMION, 1977;
MARMION, 1991; VETORAZZI, 1981).

(b.2.3) Xantenos

O unico corante artificial da classe dos xantenos permitido para o uso em alimentos
no Brasil é a eritrosina (E 127). Este corante possui colora¢do vermelha, variando para o
rosa, é solivel em agua e alcool, em meio cido apresenta coloragdo amarela. Em pHs abaixo
de 5 se torna insolivel (MULTON, 1988). E também permitido nos Estados Unidos, paises da
UE, Reino Unido e Canada (BERDICK, 1982; DOWNHAM; COLLINS, 2000). Existem
estudos de uma possivel associagdo com tumores na tirdide pela provavel liberacao de iodo no
organismo, porém esses estudos ndo foram conclusivos (DRAKE, 1975; FDA, 2007). Pode
ser adicionado em alimentos como: cereais, aperitivos, confeitos, cereja em calda, coberturas,
sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios, revestimentos, refrescos

e refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para refrescos (MULTON, 1988).
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(b.2.4) Indigoides

A indigotina (E 132) também é o unico corante artificial da classe dos indigoides
permitido para o uso em alimentos no Brasil. Ele é solivel em agua, pouco soltvel em etanol
e insoluvel na maior parte dos solventes orgénicos, apresenta-se sensivel a luz e muito
sensivel a agentes oxidantes, descolorindo-se na presenca de acido ascérbico e dioxido de
enxofre (MULTON, 1988). A UE considera seu uso seguro, sendo também empregado no
Japdo, Estados Unidos e Inglaterra (BERDICK, 1982; DOWNHAM; COLLINS, 2000;
WALFORD, 1980).

O uso de corantes artificiais na alimentagdo humana e animal tém recebido muitas
criticas, uma vez que seu uso esta justificado com base nos habitos alimentares e também esta
relacionado com a aparéncia e marketing realizado para aumentar as vendas dos produtos.
Além disso, a partir do descobrimento dos corantes sintéticos, seu uso foi relatado diversas
vezes com 0 proposito de encobrir m& qualidade de matérias-primas e produtos (PRADO;
GODOY, 2003).

De acordo com os orgdos oficiais como ANVISA, CODEX ALIMENTARIUS,
FAO/OMS e JECFA, o uso dos corantes artificiais é seguro desde que se estabelecam
ingestdo diaria aceitavel (IDA) para cada corante, entretanto o JECFA recomenda que estudos
sejam realizados periodicamente para a determinacdo do consumo total na dieta para que os
valores de IDA ndo sejam ultrapassados. Cabe ressaltar, que os estudos encontrados na
literatura sdo insuficientes e contraditérios e desta forma novos trabalhos devem ser
realizados. Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentadas algumas caracteristicas dos corantes artificiais

permitidos para uso no Brasil.
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Nome Usual

Nome
Quimico

Classe
Formula
Massa Molar
CAS
Number
Color Index
(CL)
Cadigo
Brasil
Absor¢do
Maxima
Absortividade
(em agua)

Solubilidade
(z/100mL)
a25°C

IDA
(mg/Kg peso
corporeo)

SInonimos

Tartrazina

sal tri-sodico
S-hidroxi-1-(4-
sulfofenil)-4-[(4-
sulfofeml) azo]-
pirazole-3-
carboxilato

1monoazo

Ci6HoNNa; 05,
53435781

1934-21-0
19140
E-102

A, = 4261

1%
Eiem=527

Agua 20
Glicerina 18
Propileno 7

Etanol < 0,1

Tartrazine,
FD&C Yellow
No. 5, Food
Yellow No.4

Amarelo
Crepusculo

sal di-sédio 6-
hidroxi-5-[(4-
sulfofenil) azo]-
naftaleno-2-
sulfonato

monoazo
CigH N:Na, 058,
452,36374

2783-94-0
15985
E-110

Pz, = 480nm

1%

Epen= 351
Agua 19

Glicerina 20

Propileno 2.2

Etanol < 0,1

25

Sunset yellow
FCF: Food
Yellow No.5,
FD&C Yellow
No.6

Azorrubina

sal di-sodico 4-
hidroxi-3-
[(4-sulfo-1-naftil)
azol-naftaleno-1-
sulfonato

monoazo
CyoHiNNayO,S,
502,42354

3567-69-9
14720
E-122

Apae = 5150m

1%

El em 545

Agua 5-10
2/100mL a 19-C

40

Carmoisine,
Food Red 3,
Acided 14

Amaranto

sal tri-sodico do
acido 3-hidroxi-4-
(4-sulfo-1-naftil

azo)-naftaleno-
2,7-di-sulfonato

Poncean 4R

sal tri-sodico 7-
hidroxi-8-
(4-sulfo-1-naftil
azo)-naftaleno-
1.3-di-sulfonato

monoazo monoazo
CooHNaNaz0,0S; - CooHy NNz 0,85
604,46361 604,46361
915-67-3 2611-82-7
16183 16255
E-123 E-124

Amax, = 3230m

1%

Eim=438
.'-'\guﬂ 8
Glicerma 1.5
Propileno 0.4

Etanol <0,1

0.5

Amaranth;
Food

Red No.2;
Bordeaus S

Aax, = 5050m

1%
Eltm =431

A gua 25
Glicerina 1.4
Propileno 1.4

Etanol 0,02
4.0

New coccine,
Food Red 7,
Food Red
No.102

Eritrosina

sal di-sddico
24,5, 7tetraiodo
fluoresceina

Xanteno
C,H I Na,Os
879.,86194

16423-68-0
45430
E-127

Amaz. = 52610

1%
Elcm =1154

}\gua 9
Glicerina 20
Propileno 20

Etanol 1

0,1

Erythrosine B,
Food Red 14,
AcidRed 18

Vermelho 40

sal di-sodico de
1-(2-metoxi-5-
metil-4-
sulfofemlazo)-
2-naftol-6-
sulfonato

monoazo
CigHpNoNa,OgS,
496,41674

25956-17-6
16035
E-129

Amax, = 502nm

1%
Eiem= 556

A gua 22

Glicerina 3

Propileno 1.5

Etanol 0.001

7,0

Allura Red
AC,
Food Red 17

Azul Patente V

sal de calcio di-4-
[dietilamino
ciclohexa-2,5-
dienilideno-(-4-
dietilanminofenil)
metil]-6-
hidroxibenzeno —
1,3-di-sulfonato

trifenilmetano
CorHaNNayOgS,
566,66147

3536-49-0
42051
E-131

Amax, = 6350m

1%

Eltm

2000

Agua <10

Acid blue 3;
Patent Blue
v,

Food Blue 5

Azul Indigotina  Azul Brilhante

sal tri-sodico de
4 47-d1 (N-etil-3-
sulfonatobenzil

sal di-sodico do
acido 5,5°-

indigotino . o
<ulfonato amino)-trifenil
metil-2-sulfonato
indigdide trifenilmetano
CiHsNo;NayOgS; - C7H3y N, NayOoS5
466,34734 79284314
860-22-0 3844-45-9
73015 42090
E-132 E-133
Aoz = 610 Apax. = 6290
1% 1%
Epem = 498 Eiem= 1637
Agua 1.6 Agua 20

Glicerina 1 Glicerina 20

Propileno 0.1 Propileno 20

Etanol < 0,1 Etanol 0.15
5,0 10,0
gﬂiﬂe FD&C Blue
FD&C Blue No.1, Food

Blue 2,
No. 2, ne
Food Blue Brilliant
No.2 blue FCF

Verde Rapido
sal tri-sodico 4-
[4-(N-etil-p-
sulfobenzil
amino)
-fenil]-(4-hidroxi-2
-sulfofenil-metileno)-
1-
(N-etil-N-p-
sulfobenzil)-
A2 5-ciclohexa
dieninina.
trifenilmetano
Cy7H3N,NayO, S5

808,84254

2353-45-9
42053
E-143

Aomax. = 6250mM

1%
Elcm: 1560

Agua <10

Fast green FCF,
Food Green 3,
FD&C Green No
3

Fonte: Prado e Godoy (2003)
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Tabela 3. Relacdo dos corantes artificiais permitidos no Brasil, e respetivos INS, IDA, LMP
e riscos a saude

IDA> LMPd

Corante INS? Efeitos na saude
mg/Kglp.ce. mg/kg
Angioedema
Amaranto Fe-123 10 100  rurido
Urticaria

Broncoconstrig&o (combinado com E-124 e E-110
Broncoconstrigdo (combinado com E-133 ou E-132)
Resposta vascular seqiencial
Eritrosina E-127 5 100 Elevagéo das ligagdes entre protina-iodeto
Tumores na tiredide
Dano nos cromossomos
Vermelho 40 E-139 30 100 Tumores e linfomas
Broncoconstrigéo (combinado com E-123 ou E-110)
Ponceau 4R E-124 10 100 Reagao anafilatica (combinado com E-110)
Urticéria
Renite
Congestéo nasal
Broncoconstrigdo (combinado a E-123 e E-124)
Reacé&o anafilatica
Resposta eosinofilatica
Amarelo E-110 10 10 ~ Purpura
Crepusculo Alergias
Tumores nos rins
Danos cromossdmicos
Dor abdominal
Vémito
Indigestéo
Averséo ao alimento
Alergias
Tumors na tire6ide
Linfomas finfociticos
E-102 7,5 150 Danos cromossdmicos
Ataques de asma
Urticaria
Hyperatividade
100 Tumores no qérebro .
Broncoconstrigdo (combinado com E-133 ou E-127)
Broncoconstrigdo (combinado com E-132 ou E-127)
Azul Brilhante E-133 30 100 Resposta eosindfilatica
Danos cromossdmicos
Azorrubina E-122 5 100 Informagdes nédo avaliadas ainda nos EUA
Verde Rapido E-143 30 100 Tumores na bexiga
Purpura
Azul Patente V E-131 30 150 Dermatites
Sintomas nao especificos e subjetivos

Amarelo
Tartrazina

Indigotina E-132 30

a- INS — International Numbering System b- IDA — Ingestdo Diria Aceitavel C- p.C. peso corpéreo d - LMP — Limite
Maximo Permitido e - E — Corantes permitidos pela Unido Européia utilizam deste prefixo

Fonte: PCHTRG (1985) e EC (2003; 2010).
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2.3 Legislacdo Nacional e Internacional para Corantes em Alimentos para Animais

A legislacdo para aditivos alimentares e conseqientemente corantes surgiu da
necessidade de controlar o uso dessas substancias, uma vez que o numero de produtos e
finalidades aumentos com o passar do tempo. A legislacdo que regulamenta o uso de aditivos
em alimentos destinados a humanos ja estd bem definida no Brasil, Estados Unidos e nos
paises da Unido Européia, porém em se tratando da regulamentacédo de aditivos em alimentos
destinados a alimentacdo de animais, mais especificamente para animais de companhia, ela
ainda é falha.

A regulamentacdo brasileira para aditivos foi estabelecida primeiramente pelo
Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961, o qual dispunha sobre as normas técnicas
especiais reguladoras do emprego de aditivos quimicos em alimentos, sendo alterado pelo
Decreto n® 691, de 1962 e posteriormente pelo Decreto n° 55.871 de mago de 1965, o ultimo
vigente até a presente data (BRASIL, 1965). Apo6s o estabelecimento do decreto de n. 55.871,
varias atualizacGes foram realizadas como a Resolucdo n. 44 de 1977, a qual estabeleceu as
condicdes de essenciais de qualidade dos corantes empregados na producdo de alimentos e
bebidas; a Portaria n. 2 de 1987, a qual excluiu os corantes Amarelo Acido ou Amarelo Solido
(13015), Azul de Indantreno ou Azul de Alizarina (69800), Laranja GGN (15980), Vermelho
Sélido E (16045), e Escarlate GN (14815) para uso em alimentos; as Resolucdes n. 382 e 388,
de 1999, na qual sdo mencionados os 11 corantes permitidos no Brasil para alimentos e
bebidas, sendo eles: amaranto, eritrosina, vermelho 40, ponceau 4R, amarelo crepusculo,
tartrazina, indigotina, azul brilhante, azorrubina, verde rapido e azul patente V (PRADO;
GODOY, 2003).

Em se tratando da regulamentacdo para alimentos destinados a animais de
companhia, ndo existe legislacdo especifica no Brasil, porém Portaria n. 384, de 2003 e a
Instrucdo Normativa n. 13 de 2004 fazem mencéo ao regulamento técnico sobre avaliacdo da
seguranca de uso, registro e comercializacdo de aditivos para alimentacdo animal e
regulamento técnico sobre aditivos para produtos destinados a alimentacdo animal,
respectivamente (BRASIL, 2003; 2004).

Atualmente o que se verifica na literatura é que os dados e regulamentacdes
utilizadas para humanos sdo extrapoladas para animais, sem considerar que a frequéncia e o
tipo de alimentos administrados para animais de companhia séo diferentes dos consumidos
por humanos.

As Instrucdes Normativas n. 3; n. 30 e n. 66 do ano de 2009 contemplam o0s
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regulamentos técnicos para procedimentos de registro de estabelecimentos e produtos
destinados para animais de companhia. Essas normativas foram os primeiros regulamentos
especificos para essa classe de animais (BRASIL, 2009a; BRASIL, 2009b).

Ja para alimentos destinados para o consumo animal, de acordo com a legislacdo,
aditivos sensoriais (corantes) e tecnoldgicos, constantes na formulacdo dos produtos devem
ser declarados na composicdo basica e ficam dispensados de ter seus elementos ativos
declarados nos niveis de garantia (BRASIL, 2009b). E observado que nas regulamentagdes
para alimentos para animais nao se especificam quais as substancias permitidas, LMP ou IDA
para as espécies destinadas. Dessa forma, subtende-se que as regulamenta¢des para animais
séo derivadas das para humanos.

No caso do uso de corantes em alimentos para 0 consumo humano, comités
internacionais, tais como a Comissao do Codex Alimentarius, organismo subsidiario da FAO
e da OMS, tém sido criados com o intuito de, entre outros objetivos, estabelecer
especificacbes e critérios para a utilizacdo de aditivos alimentares, incluindo os corantes
sintéticos. Os Estados Unidos que chegou a ter no inicio do século XX mais de 700
substancias com poder corante, hoje reduziu a quantidade de corantes sintéticos permitidos
em alimentos para 9, sendo 2 de uso restrito (FDA, 2007). No Japéo, segundo a legislacéo,
permite-se 0 uso de 11 corantes sintéticos. Com a criacdo da Unido Européia, houve a
necessidade de uma harmonizacdo das legislacbes dos paises membros. Assim, foram
elaboradas as diretrizes que controlam o uso de aditivos em alimentos, sendo as que englobam
0s corantes sdo as diretrizes 94/36/EC e a 95/45/EC. Atualmente 17 corantes artificiais sao
permitidos na Unido Européia para uso em alimentos e bebidas. Cabe destacar que alguns
paises, como a Noruega e Suécia, proibem o uso de corantes artificiais nos alimentos (EC,
1994; 1999; 2003).

No caso da Unido Européia a legislacdo para aditivos em alimentos destinados para
animais de companhia é determinada pelos regulamentos (EC) n. 1831/2003 e diretiva
2003/7/EC, sendo que estes regulamentos determinam as normas para 0 uso dos aditivos na
nutricdo animal, bem como determina os procedimentos para autorizacdo, venda, e a
rotulagem desses produtos. De acordo com a diretiva citada anteriormente, as substancias
corantes pertencem ao grupo assim chamado de aditivos sensoriais, sendo as substancias que
melhoram ou mudam as propriedades organolépticas da alimentacdo ou as caracteristicas
visuais do alimento destinado ao animal. Este regulamento descreve nove xantofilas podem
ser adicionados a alimentacdo animal. A cantaxantina é permitida como um aditivo para a

alimentacdo de animais de companhia como cées, gatos, peixes e passaros ornamentais
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(BREITHAUPT, 2007; EC, 2003; 2010). Quanto aos corantes artificias, o regulamento (EC)
n. 1831/2003 estabelece o uso de corantes como azul patente V, amarelo creplsculo e
tartrazina, em alimentos destinados para passaros ornamentais e pequenos roedores, e azul
patente V, amarelo crepusculo, tartrazina, indigotina, eritrosina e ponceau 4R, em alimentos
destinados para peixes ornamentais, e azul patente V para cdes e gatos. Além dessas

especificacfes a norma faz mencao a outros corantes artificiais e naturais.

2.4 Qualidade dos Ingredientes, Aditivos Alimentares e Alimentos Completos

Devido & globalizagdo, a competitividade entre as indUstrias tem aumentado.
Portanto, como diferencial competitivo, as industrias de racdo devem reduzir custos sem o
comprometimento da qualidade do produto final. Desta forma, é imprescindivel que a
indUstria de ragcbes mantenha um controle rigoroso de seus produtos, sendo que para isso sao
necessarios constantes monitoramentos e avalia¢des dos ingredientes que compdem a ragdo e
no processo de producdo, com o intuito de identificar e solucionar os problemas que possam
comprometer a qualidade do produto final.

Conforme Bellaver (2002), produzir ragdes significa submeter os ingredientes a
processos distintos e conhecidos, operacionalizando os procedimentos de fabricagcdo, com
controle de pontos criticos dos processos. Alguns exemplos de processamento sao: reducéo do
tamanho das particulas (p. ex. trituracdo, moagem e/ou prensagem), modificacdo da densidade
(p. ex. aglomeracdo, peletizacdo e/ou extrusdo), mistura tratamento por calor e pressdo (p. ex.
cozimento, tostagem e/ou extrusdo); mudancgas na estrutura do amido, proteina e gorduras.
Estes processos tém como objetivo melhorar a palatabilidade e digestibilidade dos nutrientes,
bem como remover algumas das substancias antinutricionais e reduzir a contaminacdo por
microrganismos patogénicos.

Corroborando a idéia anterior, Alves (2003, p. 2) afirma que “gerenciar eficazmente
cada etapa do processo produtivo, evitando perdas ou falhas e mantendo a qualidade do
produto, pode ser um grande diferencial para os produtores de alimentos para animais de
companhia”. Além do mais, a complexidade da composi¢ao dos alimentos para cées e gatos
(produtos de origem animal e vegetal) € um desafio para a garantia de qualidade uma vez que
uma grande variedade de contaminantes, toxinas e agentes patogénicos, podem estar presentes
nas matérias-primas ou se desenvolver no momento da colheita, processamento ou estocagem.

Na Figura 9 podem ser visualizadas as principais etapas do processo de producdo de

alimentos completos para animais de companhia.
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Figura 9. Cadeia produtiva para controle na industria de alimentos completos
Fonte: Alves (2003).

As etapas envolvidas nos processos externos, como a distribuicdo, a venda nos
lojistas e 0 uso e conservacdo do alimento pelo dono do animal, devem receber atencdo
especial no controle de qualidade, pois quando controladas as etapas de todo o processo de
fabricacdo de alimentos completos (internas e externas), a garantia de qualidade e seguranca
dos produtos torna-se viavel sem acarretar prejuizo para industria (ALVES, 2003).

Deve-se ressaltar que a qualidade do produto final depende dessas etapas de
processamento. Entretanto, outros pontos anteriores ao processamento sdo tdo ou mais
importantes para a qualidade final dos alimentos completos. Alguns exemplos de etapas
anteriores que devem ser controladas séo: a selecdo de ingredientes e de fornecedores, 0
transporte e recebimento, o eventual recondicionamento (secagem, limpeza), a estocagem, as
pesagens, 0 empacotamento e transporte das matérias-primas. Além disso, para 0 mesmo
autor, estas etapas devem ser controladas também em relacdo ao produto final, (para que se
obtenha um produto de qualidade (BELLAVER, 2002).

Com relacdo ao controle dos ingredientes Bellaver (2002) ressalta que trés (3) tipos
de provas podem ser feitas:

a) provas sensoriais (cor, odor, textura, umidade, sujidades, entre outros);

b) provas rapidas (granulometria, luz UV para fungos) e

c) provas de laboratério (composicdo centesimal, substancias toxicas, rancidez,

putrefacdo, amido, energia, entre outras).
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A obtencéo de ingredientes de boa qualidade, sem descuidar-se dos aspectos ligados
ao processo de fabricacdo de alimentos completos deve ser preconizado pela industria de
alimentos completos. Para que isso fique evidente, devem ser estabelecidas rotinas de
verificacdo da qualidade, as quais podem conter provas sensoriais, rapidas e laboratoriais. A
garantia de qualidade do produto final (ragdo) dependera do atendimento comprovado e sem
atalhos dos indices técnicos obtidos com as provas citadas (BELLAVER, 2002).

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de estudar
alternativas para a producéo de alimentos em um processo cada vez mais rentavel, seguro e de
qualidade. Alves (2003) ressalta que varios procedimentos e préaticas adotadas na area de
alimentacdo humana séo recomendados na producéo de alimentos para cdes e gatos, visto que
oferecem mecanismos de reducdo de perigos e acdes preventivas, visando garantir a
seguranca alimentar dos animais. Dentre esse procedimentos destacam-se:

a) Boas Préticas de Fabricacdo - BPF estabelecidas inicialmente como “Boas

Praticas de Producdo e de Prestagdo de Servigos na Area de Alimentos” pela
Portaria no. 1428, de 26/11/93, do Ministério da Saude e mais tarde, renomeadas
como “Boas Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos
Produtores/Industrializadores de Alimentos”, através da Portaria no. 326, de
30/07/97, da Vigilancia Sanitéaria, Ministério da Salde;

b) Manual de Boas Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos de Produtos para
Alimentacdo Animal, publicado em novembro de 2002 pelo Sindiracdes —
Sindicato Nacional da Indudstria de Alimentacdo Animal, pela Anfal — Associacdo
Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais e pela Asbram — Associagado
Brasileira das Industrias de Suplementos Minerais;

c) a Portaria SARC no. 5, de 03 de abril de 2002, do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento, submetida a consulta publica, publicada no Diéario
Oficial da Unido em 08 de abril de 2002;

d) Manual de Boas Praticas de Fabricacdo para Empresas Processadoras de
Alimentos e o Manual de Boas Praticas de Transporte e Armazenagem de
Alimentos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS E PELA ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS PROFISSIONAIS
DA QUALIDADE DE ALIMENTOS (1995 e 1996); o primeiro estabelece as
normas de Boas Praticas de Fabricacdo para assegurar que os envolvidos as
conhecam, as entendam e as cumpram, alcancando-se assim a higiene pessoal,

assim como a sanitizacdo e controles aplicados aos processos e produtos,
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assegurando que os mesmos cheguem aos clientes e consumidores com qualidade
e livres de qualquer tipo de contaminagéo; o segundo fixa os procedimentos para
transporte e armazenagem de alimentos industrializados, desde a sua expedicéao
pela empresa produtora até a exposicao para a venda, visando a manutencao da
qualidade inicial do produto, do qual podem ser extraidas orientagdes
extremamente (teis e totalmente aplicaveis as industrias de alimentos para cées e
gatos;

e) normas do grupo 1SO 9000:2000 (ABNT, 2000).

Conclui-se desta forma, que o processo de producdo de alimentos completos deve
passar por um criterioso controle de qualidade, no intuito de produzir um alimento que atenda
as necessidades nutricionais e que seja seguro para o0 animal, para 0 homem e para 0
ambiente. Logo, este produto deve ser monitorado nas diferentes fases de processamento, as
quais vao desde o recebimento dos ingredientes, da avaliagdo de sua qualidade, da estocagem
e do uso adequado dos mesmos, até o processo de venda, transporte, armazenamento dos
alimentos completos nas lojas (pet shops), agropecuarias, supermercados, e nas casas dos

consumidores finais.

2.5 Contaminacgéao de Alimentos Completos

Como abordado anteriormente, sabe-se que a composicdo complexa das racdes e
alimentos completos, permite que se apresentem nestes produtos uma variedade de
contaminantes, toxinas e agentes patogénicos, provenientes dos ingredientes vegetais. Essa
contaminagdo pode ocorrer no momento da colheita, no processamento e na estocagem,
guando estes sdo inadequados. A seguir abordar-se-&o dois assuntos relacionados a este

estudo: a contaminagdo por fungos toxigénicos e micotoxinas.

2.5.1 Fungos toxigénicos

Os fungos sdo os principais contaminantes de grdos no Brasil, sendo responsaveis
pela perda da qualidade de produtos agricolas e seus derivados. Esse grupo de microrganismo
pode ser classificado como (a) fungos deteriorantes, ou seja, que provocam mudancas de
coloragéo, reducédo do poder germinativo, alteracbes no odor e paladar dos gréos, depreciando
sua qualidade, e (b) fungos toxigénicos, ou seja, aqueles que sdo capazes de produzir toxinas
(LAZZARI; LAZZARI, 2000; SCUSSEL, 2002b).
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A classe de fungos deteriorantes pode ser subdividida em fungos de campo e de
armazenagem. Os principais géneros fungicos de campo sdo: Fusarium, Alternaria,
Cladosporium, entre outros. Ja no grupo de armazenagem, 0s géneros fangicos que se
destacam séo: Aspergillus e Penicillium (SCUSSEL, 1998; SILVA, 2005).

Os fungos produtores de toxinas, logo toxigénicos, tém despertado grande interesse
devido ao impacto que a contaminagdo por micotoxinas e as micotoxicoses geram sobre a
salde humana e animal, bem como sobre as perdas econdmicas proporcionadas pelo descarte
dos substratos contaminados. Neste grupo destacam-se os géneros Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Claviceps, Fusarium, Penicillium, entre outros (CORREA, 2000).

Diversos trabalhos tém sido realizados a fim de obter uma maior atencdo com relagéo
a contaminacdo de substratos por fungos toxigénicos. De acordo com estes estudos a
prevaléncia de cepas toxigénicas recai sobre os géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium
(COSTA; SCUSSEL, 2002; FARIAS et al., 2000; ROSS et al., 2004; ZINEDINE et al.,
2005).

E importante ressaltar que a microflora dos grdos é muito diversificada sendo que a
presenca de fungos ndo indica obrigatoriamente a contaminacdo por micotoxinas. Porém em
condigdes favoraveis de umidade relativa do ar, umidade e atividade de agua do substrato, e
temperatura, esses fungos sdo potencialmente produtores de micotoxinas. Também vale
ressaltar que mesmo em condi¢des ndo favoraveis para a sobrevivéncia do fungo, este pode
produzir a toxina envenenando os grdos anteriormente & sua morte (CORREA, 2000;
FONSECA, 2005; GONCALEZ; PINTO; FELICIO, 2001; LAZZARI; LAZZARI, 2000).

O quadro 5 mostra a relacdo entre substratos e 0s principais géneros fungicos
contaminantes.

Quadro 5. Géneros de fungos isolados de diversos tipos de graos e produtos derivados

Substrato Fungos

Sorgo Aspergillus, Fusarium, Phoma

Arroz Aspergillus, Cladosporium
Nigrospora, Penicillium

Feijdo Aspergillus, Fusarium, Phoma
Penicillium

Trigo Aspergillus, Fusarium, Penicillium

Café Alternaria, Aspergillus, Cladosporium
Penicillium

Maca Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Fusarium

Soja Aspergillus, Penicillium, Rhizopus

Milho Aspergillus, Eurotium, Fusarium
Penicillium

Amendoim Aspergillus

Cevada Aspergillus Fusarium Penicillium

Racdes e Ingredientes Aspergillus, Fusarium

Fonte: Scussel (1998), FAO (2004) e Silva (2005).
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2.5.2 Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos de algumas espécies de fungos, que
podem intoxicar seres humanos e animais. Acredita-se que os fungos produzam esses
metabdlitos a fim de impedir que outros organismos utilizem seu alimento (FONSECA, 2005;
SILVA, 2005).

A intoxicacdo pode proceder de forma direta ou indireta. A forma direta ocorre
guando o produto € diretamente utilizado na alimentacdo humana ou de animais. Enquanto a
forma indireta resulta quanto subprodutos e derivados (leite, carne, sucos, outros)
contaminados sdo empregados. A ingestdo de micotoxinas pode levar animais e 0 homem a
quadros de intoxicacdo aguda ou crénica. Dentre as principais micotoxinas encontradas em
produtos alimenticios e grdos tém-se: aflatoxinas (AFLs), fumonisinas (FBs) zearalenona
(ZON), ocratoxina A (OTA) entre outras (GONCALEZ; PINTO; FELICIO, 2001; SILVA,
2005).

(a) Historico

O nome micotoxina ¢ derivado da palavra grega “Mykes” que significa fungo e
“Toxicum” que significa veneno ou toxina. A doen¢a ou sindrome (condi¢do patoldgica)
decorrente da ingestdo de micotoxinas € denominada micotoxicose (GONCALEZ; PINTO;
FELICIO, 2001; SCUSSEL, 2002d).

O conhecimento que as micotoxicoses sdo o resultados do metabolismo fungico é
uma descoberta relativamente recente, na década de 60, isto porque a doenca causada ndo esta
diretamente relacionada a presenga ou contaminagdo por fungos, mas sim ao consumo
alimentos contaminados por toxinas produzidas pelos fungos.

Entretanto a existéncia da relacdo entre alimentos mofados e doencas em humanos e
animais ja estava sob suspeita muito antes de sua comprovagéo cientifica. A explicacdo para a
descoberta tardia a das micotoxinas pode estar relacionada ao armazenamento dos alimentos.
Antigamente ndo se armazenavam os produtos, eles eram produzidos e consumidos em um
curto prazo tempo. Enquanto que atualmente com os avancos tecnoldgicos e industriais, e
producdes em grande escala 0 armazenamento de alimentos tornou-se essencial. Porém agora
produtos e seus derivados sdo armazenados por periodos longos de tempo proporcionando
uma oportunidade de desenvolvimento de fungos e contaminagdo por micotoxinas nos
alimentos (FONSECA, 2005).
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Na Italia, antes de 1900, pesquisadores ja suspeitavam que o consumo de milho
mofado por criangas acarretava o desenvolvimento de doengas. Atraves do isolamento e
crescimento de coldnias fangicas, os investigadores acreditavam que compostos toxicos do
fungo que provocavam a doenga. Entretanto como ndo se era capaz de identificar e isolar o
composto tdxico, a confirmagdo da teoria ndo podia ser realizada. Ndo obstante, acreditava-se
que havia a correlagdo entre a doencga e o consumo de milho mofado (CHRISTENSEN, 1975
apud WONG, 2007).

Em 1957, Burnside e outros pesquisadores, estudaram um surto da doenca do milho
mofado nos Estados Unidos, onde centenas de porcos selvagens que se alimentavam em
campos de milho ficaram doentes e muito morreram. Neste caso, micologistas e veterinarios,
isolaram uma gama de fungos do milho e inocularam estas culturas em milhos esterilizados.
Os porcos foram alimentados com o milho inoculado com Aspergillus flavus e os animais
apresentaram as mesmas lesdes internas e externas encontradas na doenga do milho mofado.
Entretanto pouca atencdo foi dada ao estudo de forma que ndo havia uma toxina isolada
(WONG, 2007).

Entdo somente em 1960, quando cerca de cem mil perus e algumas aves domésticas
morreram na Inglaterra, acarretando perdas de milhares de ddlares, a primeira micotoxina foi
isolada e identificada. Esta descoberta ndo ocorreu repentinamente, a primeira hipétese era
que a doenca era causada por um virus, mas em pouco tempo foi recorrido a causa alimentar,
uma vez que os sintomas da intoxicacdo desapareciam com a substituicdo das racdes que
antes continham farelo amendoim por outra sem o ingrediente. Este estudo foi semelhante ao
de Burnside, o fungo isolado da racdo também foi Aspergillus flavus, porém ao contrério do
estudo anterior uma equipe de quimicos isolou e identificou a toxina proveniente da racdo de
farelo de amendoim. A esta micotoxina foi dado o nome aflatoxina, “a” de Aspergillus e “fla”
de flavus (FONSECA, 2005; SCUSSEL, 2002d).

Cerca de 300 micotoxinas diferentes ja foram identificadas, mas um grupo menor
destas toxinas € considerado de importancia na contaminacdo alimentar devido as
conseqiiéncias de suas propriedades toxicas sobre a saude humana e animal (SCUSSEL,
1998). A Figura 10 ilustra as estruturas quimicas de algumas das principais micotoxinas de

interesse econdmico.
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Figura 10. Estruturas quimicas das micotoxinas (a) AFLs, (b) FBs, (c) OTA e (d) ZON
Fonte: (a) e (b) Hussein e Brasel (2001); (c) e (d) Leung, Diaz-Llano e Smith (2006).

(b) Aflatoxinas

As AFLs constituem um grupo de metabolitos secundarios téxicos produzidos

principalmente pelas espécies de fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus e

Aspergillus nominus. Neste grupo de micotoxinas cerca de 20 metabolitos derivados ja foram

relatados, porém as toxinas identificadas sdo aflatoxina B; (AFB;), aflatoxina B, (AFB,),
aflatoxina G; (AFG;) e aflatoxina G, (AFG,). As iniciadas B e G se devem ao fato destas

apresentarem fluorescéncia azulada e esverdeada, respectivamente, quando observadas sob

luz ultravioleta. Duas outras micotoxinas sdo derivadas hidroxiladas resultantes do
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metabolismo das toxinas AFB; e AFB; sdo elas: aflatoxina M; (AFM;) e aflatoxina M,
(AFM,). Foram detectadas no leite e seus derivados, urina e fezes de mamiferos. A toxicidade
da AFM; e AFM; é menor que da AFB;, porém a maior preocupac¢do estd no seu consumo
principalmente por criancas (KAMKAR, 2006; SCUSSEL, 2002d; SILVA, 2005). A Figura
10a mostra as estruturas quimicas das AFLs.

Os fungos produtores de AFLs podem crescer em determinados alimentos e sob
circunstancias favoraveis de temperatura e umidade e gerar AFLs antes e/ou durante a
colheita e durante o armazenamento (GIRAY et al., 2007).

Os principais alimentos susceptiveis a contaminagcdo por AFLs sdo: amendoim,
milho, frutas secas, figos, cereais, soja, paingo, nozes, avelds, sorgo, trigo entre outros.
Animais como cavalo, macaco, peru e pato sdo extremamente sensiveis a acdo das AFLs
(KOS; KRSKA, 2006; SCUSSEL, 2002d; SILVA, 2005).

AFLs tém se mostrado altamente tdxicas, demonstrando ter efeitos carcinogénicos,
teratogénicos e mutagénicos. A intoxicacdo por essa toxina é denominada de aflatoxicose. A
AFB; é o composto com maior potencial toxigénico (hepatocarcinogénico) conhecido em
mamiferos, por isso a International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou essa
toxina como carcindégeno humano do Grupo I. Logo mesmo a exposi¢do cronica na dieta a
pequenas quantidades desse composto deve ser considerada prejudicial a saude humana
(CALONI et al., 2006; GIRAY et al., 2007).

O Orgdo de ataque preferencial em humanos e animais pela toxicidade e
carcinogenicidade da AFLs é o figado. Sabe-se que esta toxicidade se deve a alta reatividade
da 8,9 — epdxido - AFB; no seu metabolismo no figado mediado pelo sistema do citocromo
P450. Os efeitos metabdlicos incluem: inibigcdo da sintese protéica, DNA e RNA, reducdo de
atividade enzimatica, depressdo do metabolismo de glicose, inibi¢do de sintese de lipideos,
fosfolipidios, acidos graxos livres, entre outros. J& o aumento do risco de desenvolvimento de
hepatocarcinoma € devido as mutagdes no gene de supressdo tumoral P53 e pela ativacdo de
oncogenes dominantes (GIRAY et al., 2007).

Existe um grande nimero de relatérios que sugerem a intoxicagdo dos seres humanos
pelo consumo de produtos agricolas. Estudos epidemiol6gicos mostraram que a exposicao a
AFLs associada com o virus da hepatite B aumenta o risco de carcinoma hepatocelular, e a
presenca desse virus parece aumentar a potencia das AFLs (IARC/WHO, 1993; SCUSSEL,
2002d).
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(c) Fumonisinas

Fumonisinas (FBs) € um grupo de micotoxinas que foram isoladas a partir de
culturas de Fusarium (moniliforme) verticillioides Niremberg em 1988 por Gelderblom e
colaboradores. No mesmo periodo Bezuidenhout e colegas elucidaram a estrutura quimica
dessas toxinas. 7 FBs ja foram caracterizadas entre elas: fumonisina B; (FB;), fumonisina B,
(FB>), fumonisina B3 (FB3), fumonisina B4 (FB4), fumonisina A; (FA,), fumonisina A, (FA,) e
fumonisina C (FC), porém as toxinas de maior importancia devido a sua toxicidade e também
por serem contaminantes naturais de alimentos séo FB;, FB, e FB3 A Figura 10b mostra a
estrutura quimica dessas toxinas (SCUSSEL, 1998; SORIANO; DRAGACCI, 2004).

As fumonisinas ndo sdo fluorescentes naturalmente ja que ndo possuem grupos
cromoforos em sua estrutura e ndo possuem ligacdes duplas conjugadas na cadeia carbonada
(KOS; KRSKA, 2006).

Fusarium é o principal género produtor de FBs, e as espécies que merecem maior
destague sdo: F. (moniliforme) verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans. A
contaminacdo por esses fungos ocorre ainda no campo (pré-colheita) e entre os grdos com
maior susceptibilidade estdo o milho, trigo e sorgo. Além desses substratos seus derivados e
racdes contendo esses ingredientes também podem ser fontes de contaminagdo (SANTURIO
et al., 2002; SCUSSEL, 2002d).

Os animais com maior sensibilidade aos efeitos das FBs sdo bovinos, suinos e
equinos (LAZZARI; LAZZARI, 2000). As FBs induzem a toxicidade cardiovascular, edema
pulmonar (EP) e degeneracdo hepatocelular em suinos; leucoencefalomalacia (LEM) em
equinos e nefropatia em ratos coelhos e cordeiros. Além disso, existem relatos de hepato e
nefrocarcinogenicidade em ratos, injaria hepatica em roedores, eqliinos e suinos, aterosclerose
em macacos vervet, hemorragia cerebral em coelhos e hipertrofia de artérias pulmonares em
suinos (HE; KIM; SHARMA, 2005; SANTURIO et al., 2002; SORIANO; DRAGACCI,
2004).

Em humanos tém sido correlacionados os altos indices de cancer esofagico com altos
niveis de contaminacdo em alimentos por FB;, principalmente na Africa do Sul, norte da
Italia, Iran e China, e provavelmente & promotora de cancer hepatico primario. Logo a
International Agency for Research on Cancer classificou esse grupo de micotoxinas como
carcindgeno da classe 2B (HE; KIM; SHARMA, 2005; NELSON et al., 1997). Porém 0s
dados para humanos ndo sdo totalmente confirmatdrios para a relacdo entre a intoxicac&o por

FBs e o aparecimento de cancer de es6fago, mas existem suspeitas (KOS; KRSKA, 2006;
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SCUSSEL, 2002d).

O mecanismo de acdo das FBs esta relacionado ao metabolismo de esfingolipidios e
pela similaridade entre as estruturas quimicas da toxina e da esfingosina (lipidio encontrado
no cérebro) (SANTURIO et al., 2002; SCUSSEL, 1998). Muitos estudos tém relatado casos
de LEM e EP. Nos Estados Unidos foram identificados varios focos de surtos ocorridos entre
1989 e 1990 em regides do Arizona e da Pensilvania, estes relacionados a producédo de FBs
por cepas de F. moniliforme e F. proliferatum (NELSON et al., 1997; ROSS et al., 1990). No
Brasil, o primeiro caso de LEM reportado foi em 1949 no estado de Séo Paulo. A sindrome
era caracterizada por severos sinais de degeneracdo nervosa e 0s animais afetados mais
severamente morriam entre 6-72 horas ap0s o aparecimento dos sintomas. Em 1979 dois
surtos de LEM foram identificados no Rio Grande do Sul, e entre 1979 e 1996, foram
relatados surtos no Parand, Santa Catarina, Minas Gerais além de S&o Paulo e Rio Grande do
Sul. Os sinais clinicos observados nesses surtos incluiam anorexia, sonoléncia e depresséo ou
hipersensibilidade, ataxia e tremores e paralisia uni ou bilateral. A necropsia indicava necrose
de um hemisfério cerebral, com presenca de areas amareladas e marrons devido a liquefacdo
cerebral e lesbes hemorréagicas (MEIRELES, 2000).

(d) Ocratoxina A

As ocratoxinas sdo substancias toxicas produzidas por varias espécies de fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium (A. ochraceus, A. melleus, A. carbonarius, A. niger)
compreendendo uma familia de sete compostos, sendo que apenas a ocratoxina A (OTA), um
derivado da fenilalanina substituida na isocumarina (Figura 10c), parece contaminar
alimentos, recebendo maior atencdo. Sua producdo ocorre principalmente por Aspergillus
ochraceus e Penicillium verrucosum na faixa de 4 e 31; 12 e 37 °C, respectivamente, e em
atividade de agua superior a 0,85 (PIMENTA; VILELA, 2003; PRADO et al., 2000; SANTIN
etal., 2001).

O desenvolvimento dos fungos e producdo desta micotoxina estd associado a paises
de clima tropical. A OTA ja foi detectada em varios alimentos, incluindo cereais, cafe,
produtos fermentados, cerveja, vinho, suco de uva, rac6es, produtos de origem animal (carne
de aves e suinos) e também pode ser encontrada no soro e leite humano (CHULZE;
MAGNOLI; DALCERO, 2006; PRADO et al., 2003; SANTIN et al., 2001).

No Brasil, a OTA tem despertado o interesse de pesquisadores, pois se tem
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encontrado concentracdes desta micotoxina em café em concentragdes que variam entre 0,2 e
360 ng.g™. Por isso, paises exportadores sdo objetos de regulamentacéo (LEONI et al., 2001).

OTA coloca em risco a saude humana e animal devido aos seus efeitos nefrotoxicos,
imunotoxicos, mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos. Em aves os principais aspectos
da ocratoxicose referem-se a severas lesbes renais e hepaticas que resultam em
imunossupressdo e perda de desempenho. Esta micotoxina parece estar relacionada com a
nefropatia endémica dos Balcas, doenca degenerativa dos rins que afeta exclusivamente
populacdo adulta rural. Esta sindrome ocorre em varias regides do sul e leste da Europa. Mais
recentemente, foram descritos evidéncias de uma possivel correlagdo entre ocratoxina A e
desenvolvimento de tumores do trato urinario de seres humanos na Bulgaria (CHULZE;
MAGNOLI; DALCERO, 2006; PRADO et al., 2000).

A International Agency for Research on Cancer classificou esta toxina como
possivel agente carcinogénico (grupo 2B) em humanos devido a seus efeitos toxicos
(IARC/WHO, 1993)

(e) Zearalenona

A zearalenona (ZON) é uma micotoxina estrogénica ndo esteroidal sendo
classificada como uma lactona acido fenol resorcilico (Figura 10d) produzida principalmente
por espécies de fungos do género Fusarium, entre elas: F. graminearum, .F culmorum, F.
equiseti, F. moniliforme, entre outros. Esta toxina estd amplamente distribuida por todo
mundo, e pode estar presente em varios cereais como: milho, trigo, arroz, aveia, feno e sorgo.
Pode ser considerado um fitoestrogeno j& que possui propriedades estrogénicas em varias
espécies e ocorre naturalmente, estando associada a grdos utilizados na dieta humana bem
como ingredientes para ragoes (MINERVINI et al., 2005; STOPPER; SCHMITT; KOBRAS,
2005; SCUSSEL, 2002d; TURCOTTE; HUNT; BLAUSTEIN, 2005).

Em suinos e provavelmente em humanos a ZON € rapidamente absorvida apés a
administracdo oral e entdo é metabolizada por células intestinais. Na intoxica¢do de suinos 0s
sintomas caracteristicos observados sdo: inflamacdo do Utero, mamas e vulva, podendo
provocar prolapso vaginal em fémeas puberes e em machos atrofia testicular e inflamagéo das
mamas (SCUSSEL, 2002d).

Esta toxina exibe uma baixa afinidade por proteinas globulares séricas, por isso altas
concentragdes da toxina podem ser detectadas no sangue. Desta forma, o aumento da

atividade estrogénica parece estar relacionado a estas concentracfes. Além disso, a ZON e
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seus metabolitos competem por receptores estrogénicos, isto pode explicar as alteracGes que
ocorrem em animais com o decréscimo da fertilidade, aumento da embriotoxicidade e
mudancas no peso de glandulas pituitaria e adrenal. Em ratos a conseqiiéncia reprodutiva pela
exposicdo a ZON ¢é uma diminuicdo da fertilidade, deformidade dos fetos e aborto em casos
de ingestdo de altas doses da toxina (MINERVINI et al., 2005; TURCOTTE; HUNT;
BLAUSTEIN, 2005).

A maioria dos estudos correlaciona os efeitos desta micotoxina sobre 6rgdos
reprodutores periféricos, porém é importante destacar que estrogenos e fitoestrogenos séo
capazes de atravessar a barreira hematoencefélica em ratos, alterando o gene de expressao
neural (TURCOTTE; HUNT; BLAUSTEIN, 2005).

2.6 Fatores que Afetam o Desenvolvimento de Fungos e Producédo de Micotoxinas

Com a producdo em larga escala de produtos agricolas, a armazenagem de grdos se
tornou imprescindivel. Os gréos precisam ser estocados em condi¢des que assegurem a
qualidade do alimento antes de seu consumo, inibindo entdo a contaminacao principalmente
por fungos.

A deterioracdo de produtos armazenados, desenvolvimento de fungos e producdo de
micotoxinas resulta da interacdo de diversos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos. Dentre 0s
principais podemos citar: atividade de agua (aw), umidade relativa (UR), contetdo de
umidade (CM), temperatura, microclima, composi¢cdo e pH do substrato, entre outros
(JAYAS; WHITE, 2003; SCUSSEL, 1998). Os fungos podem se desenvolver em amplas
faixas de temperatura (-2 a 55°C), CM (9 a 23%) e UR (70 a 90%) sendo que cada espécie
possui condigdes Otimas para seu crescimento e proliferacdo. A Tabela 2 mostra algumas

espécies e géneros de fungos e parametros para seu crescimento (SCUSSEL, 2002a).

Tabela 4. Espécies fungicas e parametros de desenvolvimento

Temperatura °C

Ani a b X C i

Espécie UR® do ar % CM” dos gréos - % i Btima Max. Aw" min.
Aspergillus halophilieus 68 12-14 - - - -
Aspergillus restrictus 70 13-15 5-10 30-35 40-45 0,75
Aspergillus glaucus 73 13-15 0-5 30-35 40-45 0,70
Aspergillus candidus, 80 14-16 10-15  45-50 50-55 0,76
Aspergillus ochraeus 80 15-15,2 - - - -
Aspergillus flavus 85 17-18 10-15 30-35 45-50 0,86-0,80
Penicillium 80-90 - 5-0 20-25 35-40 -
Fusarium 90-100 22-23 - - - -

a - umidade relativado ar b - conteldo de umidade  c- atividade de agua

Fonte: Dados compilados da literatura (apud SILVA 2005; SCUSSEL, 2002a).
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Os fungos que produzem toxinas podem ser classificados como (a) fungos de campo
e (b) fungos de armazenagem. Geralmente os fungos de campo necessitam de maiores UR e
CM para a infestacdo, proliferando quando as condi¢des de UR estdo entre 90 e 100 % e o
substrato possui um CM entre 22 e 23 %, ja os de armazenamento crescem em ambientes com
UR entre 70 e 90 % e CM de 15 %. As FBs sdo exemplos de micotoxinas produzidas por
fungos de campo, principalmente do género Fusarium; AFLs, OTA, EST e CTR sdo
exemplos de toxinas produzidas por fungos de armazenagem (JAYAS; WHITE, 2003;
SCUSSEL, 1998). Nos grdos, sementes e alimentos existem interacdes entre o substrato e 0
ambiente. Estas interacGes geram um microclima influenciado pela aw, UR, CM, composigéo
gasosa do ambiente, entre outros.

2.6.1 Atividade de agua e conteudo de umidade

A aw e o CM sdo caracteristicas inerentes ao substrato e estdo diretamente
relacionados. A aw € a agua disponivel no substrato que pode ser utilizada pelo
microrganismo para seu desenvolvimento, ela varia de 0 a 1. Quando a aw atinge valores
inferiores a 0,62, este pardmetro ja ndo favorece a germinacdo de fungos. Ja 0 CM ¢ a
umidade absoluta do material. Faixas extremas de CM né&o favorecem a proliferacdo de
fungos, porém apenas CM criticos sdo seguros (1 a 2 %) uma vez que fungos germinam em
ambientes com baixo CM, geram calor e liberacdo de adgua, esta por sua vez pode ser utilizada

por outras espécies para seu crescimento (SCUSSEL, 2002a).

2.6.2 Umidade relativa

A UR relaciona-se com o equilibrio entre o alimento e o ambiente. Sendo que gréos
que possuem aw e CM relativamente baixos quando expostos a um alta UR tendem a absorver
umidade (higroscopicos) e favorecer o crescimento de fungos. Mas quando um alimento com
alta aw e CM ¢ submetido a UR menores, eles tendem a desidratar-se para entrar entdo em
equilibrio com o meio. Por este fato a secagem de grdos e a manutencdo do ambiente de
armazenagem em condi¢des de UR controlada sdo critérios que podem controlar a

contaminacdo por microrganismos (SCUSSEL, 2002a).
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2.6.3 Temperatura

A temperatura ndo se mostra como um fator determinante para a contaminacao por
fungos, uma vez que ela depende de outros fatores como a disponibilidade de nutrientes, UR,
CM e aw. Em paises tropicais como o Brasil, a temperatura pode ser um agravante na
deterioracdo dos alimentos por fungos e produgdo de micotoxinas, pois as temperaturas
médias em torno de 30 °C correspondem a temperatura 6tima para o desenvolvimento de
muitas espécies fungicas (SCUSSEL, 2002a).

2.6.4 Microclima, composicéo do substrato e outros

A composicao de gases no microclima influencia a sobrevida desses microrganismos,
pois apesar de tolerarem baixas concentragdes de oxigénio, sdo inibidos pela presenca de altas
concentracOes de dioxido de carbono e nitrogénio.

A composicdo do substrato (grdos, sementes, derivados e subprodutos) age como
fator seletivo para a determinacdo da espécie de fungo que sera favorecida. Por exemplo,
fungos produtores de AFLs necessitam de substratos oleosos, pois sdo melhores fontes de
energia (calor). No entanto, alimentos com pHs inferiores a 5 e superiores a 7 podem inibir o
crescimento fangico (SCUSSEL, 2002a).

Outros fatores que podem afetar o desenvolvimento e fungos e producdo de
micotoxinas sdo: competicdo microbioldgica, prevaléncia de cepas toxigénicas, o uso de
fungicidas, danos mecanicos nas sementes, presenca de insetos, roedores e luz e o periodo em
que o alimento é armazenado (JAYAS; WHITE, 2003; SCUSSEL, 1998; 2002a; SILVA,
2005).

2.7 Legislacio Nacional e Internacional para Micotoxinas em Alimentos para Animais

2.7.1 Animais de producgéo

Os niveis de micotoxinas na alimentacdo animal séo regulados no mundo inteiro,
porém os mesmos séo focalizados principalmente para a alimentacéo de animais de producéo.
Para alimentos de consumo animal, ingredientes e ragdes, o MAPA aprovou a
Portaria n. 7 (MA/SNAD/SFA) de 09/11/88 (BRASIL, 1988) que define como limite maximo
permitido de AFLs em 50 ug.kg™, para o somatério de AFLs (AFB; + AFB, + AFG; +
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AFG,).

Embora exista legislacdo para AFLs no Brasil, ela se mostra muito falha, ja que os
niveis estabelecidos estdo ultrapassados em comparacdo com alguns paises da Europa.
Também a legislacdo brasileira vigente ndo abrange um nimero significativo de micotoxinas
e produtos regulamentados, sendo necessario que 0s niveis propostos devam obedecer a
toxicidade relativa a espécie que consumira o produto. Além disso, o Brasil como grande
produtor de grdos, cereais e derivados, deveria ser mais rigoroso quanto aos limites tolerados
de contaminacdo para AFLs e poderia estabelecer limites residuais para outras micotoxinas,
com a finalidade de garantir maior qualidade aos produtos e maior seguranga para 0S
consumidores.

De acordo com a FAO (2004), a distribuicdo dos limites para AFLs totais (soma das
AFLs) nas alimenta¢c6es animais também sdo aplicadas ao gado leiteiro, sendo observada uma
distribuicao relativamente uniforme, com limites de ocorréncia em 20 ug.kg™, principalmente
na regido das Américas.

A Tabela 5 mostra legislacbes pertinentes em Vvarios paises do mundo e grupos
econémicos (MERCOSUL e Unido Européia) quanto aos limites permitidos de micotoxinas

em produtos para alimentacao animal.

Tabela 5. Limites maximos permitidos na legislacdo para alimentos destinados para animais
de producéo

Pais Produto Micotoxina L'm'tf
(Hg.kg")
Austria Ragoes para porcos DON 500
Ragdes para gado de corte, poedeiras e matrizes DON 1000
Aves para corte ZON 1500
Racdes para porcas matrizes ZON 50
Ingredientes e ragcBes semente de algoddo, amendoim, arroz, aveia, linhaca, dendé,
Brasil cacau, mandioca, babagu, semente de girassol, trigo, soja, leveduras, malte, cana de >AFLs 50
agUcar, residuo de visceras de aves.
Barbados Racdes >AFLs 50
Canada Racoes > AFLs 20
Racdes para gado e aves DON 5000
HT-2 100
Ragdes para porcos, novilhas e animais em lactaco DON 1000
' HT-2 25
~ . _— OTA 2000
Racdes para suinos e aves domésticas T2 1000
Racdes para bovinos e aves domésticas DON 5000
HT-2 100
Racdes para suinos, gado leiteiro, terneiros DON 1000
Ragdes para leitdese leitoas ZON 3000
~ . DAS 2000
Ragdes para suinos Alcaldides do Ergot 6000
Racdes para aves domésticas DAS 1000
Racdes para bovines, suinos e cavalos Alcaldides do Ergot 3000
Ragdes para frangos Alcal6ides do Ergot 9000
. o AFB; 20
Chile Rag0es SAFLs 50
China Racéo para frangos AFB; 10
Racéo para poedeiras e suinos de engorda AFB; 20

Milho, farelo de amendoim e outros residuos de amendoim (para ragéo) AFB, 50
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Coldmbia

Costa do Marfim

Costa Rica
Cuba

Egito
El salvador

Estados Unidos

Filipinas

Guatemala
Indonésia

Israel

Japao
Jordania
México
Nigéria
Oma

Pol6nia

Roménia

Senegal

Suriname
Suécia

Racdes para gado

Alimentos para aves

Ingredientes para racéo

Ragdes prontas

Racdes prontas para porcos, aves (exceto animais jovens e marrecos)
Ragdes completas para gado, ovinos e caprinos

Racdes completas para gado leiteiro

Milho, para alimentacdo animal

Racdes e ingredientes para racdes

Alimentos para animais e aves

Racdes em geral
Suplementos alimentares para porcos, gado leiteiro; racdes para bovinos, caprinos,
ovinos
Racoes de crescimento - aves e suinos
Racéo final - suinos
Produtos de milho e amendoim para ra¢oes finais para bovinos
Semente de algodéo para alimentagao de bovinos, suinos e aves domésticas de
corte
Produtos de milho para suinos (>100 Ibs)
Produtos de milho e amendoim para criagao de bovinos, suinos ou aves domésticas
maduras de corte
Produtos de milho e amendoim para , e outrosingredientes e ragdes com excegéo de
alimentos com semente de algodao para animais imaturos
Milho e seus produtos, amendoim, alimentos com semente de algod&o e
outrosingredientes e ragdes para animais produtores de leite ou espécies ndo
especificados acima ou quando o uso néo é conhecido
Graos e seus produtos destinados para ruminantes e bovines (> 4 meses) e frangos
Gréos e seus produtos destinados para suinos
Gréos e seus produtos destinados para todos 0s outros animais
Milho e seus produtos, destinados para equinos e coelhos
Milho e seus produtos, destinados para suinos e bagres
Milho e seus produtos, destinados para bovines, aves dométsticas e furdes de
producdo (incluindo vacas leiteras lactentes e galinhas produtoras de ovos para
consumo humano)
Ruminates >3 meses para abate e furdes para producéo de pele
Aves para abate
Todas as outras species de animais de producéo e animais de companhia
Ragdes para aves
Ragdes para gado de engorda
Concentrados para ra¢des
Copra em ragéo para vacas, porcos, marrecos, ovinos
Mandioca em racdo de frangos

Gréos para ragdes

Ragdes
Améndoas, cereais, milho, amendoim, pistache, nozes de pinheiros, arroz e ragdes

Cereais para bovinos e racdes de engorda para suinos

Ragdes para vacas leiteiras e aves

Racdes

Ragdes completas

Ragdes completas para aves

Racdes, ingredientes para ragdes, racdes completas para gado, ovinos e caprinos

Racdes em geral

Produtos de amendoim como racéo

Produtos de amendoim como ingrediente para racéo

Ragdes

Ingredientes para racéo

Ingredientes para ragéo para gado leiteiro

Gréos de cereais e forragens como ingrediente para racéo de gado leiteiro
Racdes misturadas (exceto forragens) para gado leiteiro

Ragdes completas

Ragdes completas para gado de engorda, ovinos, caprinos, exceto gado leiteiro e

animais jovens

Ragdes completas para porcos e aves, exceto animais jovens
Ragdes completas para gado leiteiro, incluindo forragens
Racdes completas para aves

Ragdes completas para porcos

SAFLs
Y AFLs
SAFLs
Y AFLs
SAFLs
Y AFLs
SAFLs
Y AFLs
SAFLs
SAFLs
AFB,
AFB,

AFB;

Y AFLs
ZON
Y AFLs

S AFLs
S AFLs
S AFLs

Y AFLs

YAFLs

DON
DON
DON
> FBs
> FBs

> FBs

> FBs
> FBs
> FBs)
> AFLs
Y AFLs
YAFLs
YAFLs
YAFLs
AFB;
OTA
T2
DAS
AFB;
YAFLs
AFB;
YAFLs
YAFLs
AFB;
AFB;
AFB;
AFB;
PTL
OTA
DON
Estaquibotriotoxina
Quetomina
AFB;
AFB;
YAFLs
AFB;
AFM;
AFB;
AFB;
AFB;

AFB;

AFB;
AFB;
OTA
OTA

300
300
200
100

20

20

10000
5000
5000
5000

20000

30000
60000

100000
10000

100
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Racdes >AFLs 200
- . . . x AFLs 50

Unido Européia Todos os ingredientes para racéo zAFBl 20

Racdes completas para bovinos ovinos e caprinos exceto para animais produtores

de leite, terneiros e cordeiros AFBy 20

Racdes completas para animais produtores de leite AFB; 5

Racdes completas para terneiros e cordeiros AFB; 10

Racdes completas para suinos e aves domésticas (exceto animais jovens) AFB; 20

Outras ragdes completas AFB; 10

Racdes complementares para bovinos ovinos e caprinos exceto

(para animais produtores de leite, terneiros e cordeiros) AFBy 20

Racdes complementares para suinos e aves domésticas (exceto animais jovens) AFB; 20

Outras ragdes complementares AFB; 5

Ingredientes para racéo

e cereais e seus produtos com excecéo de produtos com milho DON 8000

o Milho e seus produtos 12000

Racdes completas e complementares com excegao: DON 5000

o Para sufnos 900

 Para terneiros (< de 4 meses) e cordeiros jovens 2000

Ingredientes para ragéo ZON

e cereais e seus produtos com excegédo de produtos com milho 2000

» Milho e seus produtos 3000

Ingredientes completos e complementares com excegao:

o Para leitdes e matrizes (porcas jovens) 100

e Para suinos para engorda 250

e Para Vitelas, gado leiteiro, ovelhas (incluindo cordeiros) e cabras (incluindo 500

cabritos)

Ingredientes para racao OTA

e cereais e seus produtos 250

Ingredientes completos e complementares

e Para suinos 50

e Para aves domésticas 100

Ingredientes para ragéo > FBs

o Milho e seus produtos 60000

Ingredientes completos e complementares para suinos, cavalos (Equidae), coelhos e 5000

animais de companhia

e Peixes 10000

» Aves domésticas, terneiros (< de 4 meses) e cordeiros jovens 20000

o Ruminantes adultos (> de 4 meses) e furbes 50000
Zimbabwe Rac0es para aves AFB; +AFG; 10

AFB;- Aflatoxina B; AFB, — Aflatoxina B,, AFG; — Aflatoxina G;, AFG, — Aflatoxina G,, Y AFLs — Somatorio das Aflatoxinas (AFB;; AFB;;
AFG;; AFG,) FB; — Fumonisina B, FB, — Fumonisina B,, > FBs — Somatério das Fumonisinas, OTA — Ocratoxina A, ZON —
Zearalenona, DON — Desoxinivalenol, DAS - Diacetoxiscirpenol, PTL — Patulina, T2 — Toxina T2, HT-2 - Toxina HT-2.

Fonte: FAO (2004), EC (2003; 2006).

2.7.2 Animais de companhia

Na maioria dos paises, o alimento de animal de companhia é regulado por uma
contamina¢do méaxima de micotoxina generalizada, ou seja, para todos os tipos de animais, e
ndo por uma legislacdo especifica para este tipo de produto (LEUNG; DIAZ-LLANO;
SMITH, 2006).

No Brasil, embora ja exista legislacao especifica para padronizacdo da identidade de
alimentos para cées e gatos isso ndo ocorre para outras espécies de animais de companhia.
Neste regulamento também ndo é realizada mencdo quanto aos niveis maximos permitidos
para micotoxinas.

Os regulamentos governamentais da contaminacdo por micotoxinas parecem refletir

limites de detecgéo analiticos e a predominancia regional assim como os relacionamentos de
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comércio entre diferentes paises, mas ndo representam necessariamente o limite seguro para a
exposicdo dos animais de companhia as micotoxinas. Desta forma, em alguns paises foram
criadas associa¢Ges com o intuito de colaborar com produtores e drgdos fiscalizadores para a
manutencdo da qualidade dos produtos para animais de companhia, por exemplo, nos Estados
Unidos existe a Association of American Feed Control Officials (AAFCQO) que colabora com
outros 6rgdos na defesa destes produtos e no Brasil a j& mencionada Associa¢do Nacional dos
Fabricantes de Alimentos para Animais de companhia (ANFAL-PET).

Tabela 6. Niveis maximos de micotoxinas permitidos em produtos acabados utilizados na
nutricdo de animais de companhia

Micotoxinas Limites para produto acabado (ppb)?®

Aflatoxina Total (B;+B,+G;+Gy) 20
Aflatoxina B, 10
Ocratoxina A 50

Fumonisina (B;+B,) 5000
Zearalenona 200

DON (Vomitoxina) 1000
Citrinina 500

Nivalenol 100

T2 100

a- pg/kg

Fonte: Adaptado de ANFALPET (2007).

2.8 Metodologias analiticas para determinacao de aditivos alimentares

2.8.1 Corantes

Os métodos para analise de corantes artificiais sdo baseados principalmente em
técnicas cromatogréficas, espectrofotometria e eletroforese capilar. Porém, todos esses
métodos exigem que etapas analiticas sejam realizadas anteriormente a detec¢do e
quantificacdo do corante. Essas etapas sdo: preparo da amostra, a extracdo do corante, limpeza
do extrato e, deteccdo e quantificagdo do corante.

O preparo da amostra depende do tipo e composicdo da amostra corada, geralmente,
ocorre desengorduramento do alimento e moagem. Em seguida solu¢bes ou solventes sdo
misturados a amostra para a extracdo da toxina. Essa etapa néo € seletiva, dessa forma outras
substancias interferentes sdo extraidas juntamente, para purificar o extrato do corante é entdo
realizada uma ou mais etapas de limpeza Atualmente, diferentes tecnologias tém sido
aplicadas para a limpeza dos extratos. Apés a separacdo dos interferentes, a analise dos

extratos pode ser realizada para deteccgéo e quantificagéo do corante (BRASIL, 2005).
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Dentre os métodos classicos de anélise de corantes artificiais em alimentos estéo a
cromatografia em papel (CP) e a cromatografia em camada delgada (CCD). Esses métodos
comecaram a ser utilizados para analise de alimentos nas décadas de 60 e 70 (CHIANG,
1969; CHIANG,; LIN, 1969; HADDAD, 1997; CLERQ; MASSART, 1974).

Os primeiros trabalhos de separacdo e identificacdo dos corantes artificiais foram
baseados nos trabalhos de Arata, 0 qual nomeou os métodos de cromatrografia em papel,
conhecido também como método da 18 natural. Esta técnica sofreu algumas modificacdes,
mas continua sendo utilizada, sendo ela baseada na adsorcdo dos corantes artificiais pela 1a
natural. Apds algumas etapas de extracdo com solugdo amoniacal, as amostras concentradas
neutras dos corantes sdo separadas atraves da cromatografia em papel. Esta metodologia
permite diferenciar corantes naturais de artificiais, pois 0s naturais ndo se ligam a 13, ou seja,
ndo sdo desorvidos, tornando essa etapa de extragdo também uma etapa de limpeza. Porém,
cabe salientar, que essa técnica apresenta algumas desvantagens, como os longos periodos
necessarios para a realizacdo de todas as etapas analiticas a fim de obter um extrato puro, a
lenta e incompleta adsorcdo que alguns corantes e como 0s extratos sdo submetidos
temperaturas elevadas e variaces extremas de pH a estrutura dos corantes podem apresentar
mudancas irreversiveis e dificultar sua identificacdo. Além disso, as matrizes de analise
complexas podem interferir na fixacdo do corante a I1a (LEHMANN, et al., 1970; PEARSON,
1974; YANUKA, et al., 1963).

Outros métodos cromatograficos também utilizados sdo a CCD, cromatografia de
camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e cromatografia em coluna (CC). Ambas as
técnicas sdo semelhantes a CP, porém os solventes de extracdo e o eluente e a fase
estacionaria sdo de naturezas diferentes. CCDs e CCs utilizando alumina e silica gel 60,
poliamida, celulose, apresentam bons resultados na separacdo de corantes e quantificagdes
satisfatorias quando acoplados a analise densitométrica (BIZZOZERO; MICHELI, 1983
RIZOVA; STAFILOV, 1995; ANDERTON; INCARVITO; SHERMA, 1997).

A cromatografia liquida de alta eficiéencia (CLAE) € um método que foi
desenvolvido para substituir os anteriores, uma vez que 0s méodos classicos nao
apresentavam separacOes satisfatorias para analises de compostos complexos. Além disso,
esta metodologia possui um alto poder de separacdo e capacidade de deteccdo de limites
muito pequenos das substancias objetos de analise. As evolucdes dessa técnica ocorreram
principalmente em decorréncia do uso de colunas de separacéo (fase fixa) com materiais mais
desenvolvidos e com natureza diversa (C18, C8, troca ibnica, entre outros), além do uso de

diferentes gradientes de eluicdo e fases movies (mistura de solventes e solucdes tamponadas)
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(McKONE; IVIE, 1980; CALVEY; GOLDBERG; MADIGAN, 1981; MACRAE, 1981;
GOLDBER; CALVEY, 1982; SINGH, 1982).

De acordo com Prado e Godoy (2002), o uso deste tipo de sistema tem apresentado
bons niveis de deteccdo, com analises bastante rapidas. Os autores desenvolveram e validaram
métodos para separacdo simultanea de corantes artificiais permitidos pela legislacdo brasileira
em alimentos e bebidas utilizando a CLAE, uma vez que, essa metodologia € uma das
principais técnicas para analise de corantes em alimentos e poucos sistemas foram
desenvolvidos para a separacdo simultanea desses corantes

Outros métodos para identificacdo e quantificacdo de corantes artificiais é a
espectrometria. Esta metodologia dispensa a necessidade de separagdo dos mesmos, porém
esse método necessita que 0s corantes ndao apresentem uma alta sobreposicdo de seus
espectros, e assim possam ser identificados e quantificados de maneira satisfatéria. A maior
desvantagem da utilizacdo desse método é quando se tém grupos de corantes que apresentam
maximos de absorvancia muito préximos, espectros com grande area de sobreposi¢do ou
misturas de corantes (OHLWEILER, 1991; NI; GONG, 1997; TAKAHASHI; YABIKU;
MARSIGLIA, 1988).

Atualmente, a eletroforese capilar (EC) vem sendo apontada como uma alternativa
bastante satisfatéria para a determinacdo dos corantes nos alimentos, por ser uma técnica
simples, além de apresentar menores custos e maior durabilidade da coluna e menores tempo
de analise, volume de amostra, logo menor custo final de analise (FRAZIER; AMES;
NURSTEN, 1999). Além disso, EC oferece vantagens sobre a CLAE e outras técnicas
cromatograficas devido ao pouco uso de solventes quimicos, velocidade de analise e maior
eficiéncia de separagdo. Entretanto, as limitagdes da EC incluem sua baixa sensibilidade e
limpeza freqlente das colunas (BUICK; TRENERRY, 1995; MAZAR; KANIANSKY;
MADAJOVA, 1996; FRAZIER; AMES; NURSTEN, 1999).

Das diferentes técnicas existentes em EC, os tipos de eletroforese capilar que se
destacam para determinagGes de corantes artificiais sdo: a por zona (CZE) e a micelar (CME).
Muitos trabalhos confirmam que a CZE pode ser aplicada com sucesso em analise de
alimentos na determinagdo de vérias substancias, como, os corantes artificiais; as vitaminas
hidrossolaveis, incluindo a C, B1, B2, B3; conservantes como o acido benzoico e sorbico;
adocantes artificiais, incluindo o ciclamato, sacarina aspartame e acessulfame K; &cidos
organicos; e anions como os cloretos, nitritos e nitratos (HADDAD, 1997, PEREZ-
URQUIZA; BELTRAN, 2000; PRADO; GODOY, 2002), porém sdo poucos os trabalhos

exitentes na literatura que utilizam esta técnica para analise de corantes artificiais. As
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variagOes existentes nas técnicas de CZE e CME vao desde o simples uso do tampao (borato
ou fosfato) até o uso destes com tensoativos. Embora ndo seja uma técnica recente, somente
nas ultimas décadas a EC vem se destacando como uma possivel técnica a ser aplicada na
rotina dos laboratorios. A CLAE tem sido usada como principal parametro de comparacéo das
performances da EC, seja em termos de limites de deteccdo ou quantificagdo, seja em termos
de teores dos analitos (JANDERA et al., 1996; JIMIDAR et al., 1993; KUNKEL et al., 1997).

2.9 Metodologias Analiticas para Determinacéo da Micobiota e Micotoxinas

2.9.1 Micobiota: contagem total de bolores e leveduras e verificacdo do potencial toxigénico

As andlises microbiolégicas de alimentos envolvem a enumeracdo de
microorganismos presentes nas amostras. Tré sdo os principais métodos empregados para este
fim, sendo eles: contagem em placas, niUmero mais provavel e filtracdo por membrana.

Dentre os métodos citados anteriormente, as técnicas do plaqueamento por diluicdo
sdo projetadas para determinar populacdes de fungos vidveis por unidade de peso ou volume
de alimento. As técnicas de plaqueamento direto, por outro lado, sdo projetadas para avaliar a
micoflora interna de partes ou de alimentos individuais, por exemplo, sementes ou frutas
secas, e 0s resultados sdo expressos em porcentagem das partes contaminadas (BEUCHAT,
1992).

Ambas as técnicas sdo usadas pela inddstria e por entidades reguladoras para
monitorar niveis de contaminagdo fungica nos estagios da manipulacdo, armazenagem,
processamento e venda do alimento. A agua peptonada (0,1 %) é o principal diluente utilizado
para homogeneizar e misturar as amostras. Diluentes tamponados que contém até 30 % de
glicose ou de ou 60 % de sacarose sdo recomendados para a enumeracgdo de fungos xerofilos.
Nenhum meio de cultura é eficaz o suficiente para detectar, isolar e enumerar todas as
leveduras em todos os tipos de alimentos (BEUCHAT, 1993). O autor verificou que o agar
dicloran rosa de bengala — cloranfenicol, o 4gar do extrato de levedura glicose oxitetraciclina
e 0 agar rosa de bengala - cloranfenicol sdo superiores ao &gar batata dextrose acidificado,
para a enumeracdo de fungos e leveduras. Ja o agar glicerol — Dicloran 18% executa bem a
enumeracdo leveduras e bolores xerdfilos moderados. Nenhum meio de cultura é eficaz o
suficiente para detectar, isolar e enumerar todas as leveduras em todos os tipos de alimentos.

De acordo com Braendlin (1996), os xerdfilos fastidiosos exigem meios que

contenham concentracdes elevadas de aclcares e/ou de cloreto de sodio. Os meios tém sido
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formulados para detectar o potencial aflatoxigénico de Aspergillus e cepas micotoxigénicas de
Penicillium e Fusarium, porém € necessario que a seletividade e especificidade dos meios
para detectar fungos micotoxigénicos sejam aumentadas. Os bolores ascOsporos resistentes ao
calor exigem freqientemente o tratamento térmico antes do plagueamento a fim ativar o
processo da germinacgdo. A técnica de espalhamento em placa € preferida sobre a técnica de
estriamento para enumerar leveduras e bolores. A temperatura recomendada da incubagdo é
25 °C, mas o tempo da incubacdo entre o plaqueamento e a contagem das colnias pode variar
de 5 dias para a determinacdo de populagdes gerais da micoflora a 4 semanas ou mais para
xerofilos fastidiosos.

Para Beuchat (1993) e Askun, Eltem e Taskin (2007), o &gar dicloran glicerol (18
%), ou DG18, executa bem enumerando leveduras moderadamente xerotolerantes. O extrato
de levedura malte com glicose (até 60 %) pode ser usado para a deteccdo e contagem de
xerofilos moderados a extremos.

Existe a necessidade para o desenvolvimento de meios de cultura novos e
melhorados para isolar seletivamente varios grupos, géneros, espécie e/ou estirpes de fungos
capazes de crescer somente sob condi¢cdes ambientais especificas, por exemplo, baixa aw ou,
no caso das células feridas quase mortalmente, sob as condi¢cdes que facilitam sua
reabilitacdo. Dentre as caracteristicas requeridas para esses meios melhorados, pode-se
destacar a necessidade de detectar exatamente os fungos produtores de micotoxinas
especificas em diferentes de tipos do alimento (SAMSON et al., 2002).

Desta forma, observa-se que exite a necessidade de desenvolvimentos de meios
novos e melhorados para isolar seletivamente varios grupos, géneros, espécies e estirpes de
leveduras capazes de crescer somente sob condigdes ambientais especificas em tipos

especificos de alimentos e de bebidas.

2.9.2 Micotoxinas

Uma grande area envolvendo a toxicologia de alimentos € a contaminacdo fangica e
0 consequente aparecimento de micotoxinas, isso se deve ao fato que os alimentos servem
como substrato riquissimo para o desenvilvimento dos mesmos. Desta forma, cada vez mais,
pesquisadores tem se empenhado em desenvolver novas técnicas e métodos para a analise
dessas toxinas. As pesquisas que envolvem estes métodos visam torna-los mais rapidos,
sensiveis, precisos, porém com esta evolucdo o custo dos equipamentos e das analises tem

aumentado.
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Os metodos utilizados para deteccdo e determinacdo de micotoxinas podem ser

divididos em: ensaios quimicos, imunoensaios e ensaios biologicos.

a)

b)

guimicos: 0s ensaios quimicos sdo geralmente os métodos mais utilizados para
analises de micotoxinas uma vez que sdo rapidos, baratos, sensiveis e
reprodutiveis;

imunoensaios: a metodologia para imunoensaios combina métodos quimicos e
bioldgicos, sdo rapidos, mas possuem o inconveniente do custo elevado. Os
imunoensaios podem ser aplicados em diversas etapas da analise de micotoxinas,
por exemplo, colunas de imunoafinidade sdo utilizadas para a limpeza de extrato e
separacdo de toxina, jA o radio immuno assay (RIA), é utilizado na fase de
deteccdo e quantificacdo. Os kits de enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
podem ser aplicados na triagem de toxinas, porém resultados quanto a
reprodutibilidade e acuidade desse método ainda sdo controversos. AvaliacGes
estdo sendo realizadas por 0rgdos internacionais competentes garantindo
seguranca nos testes (SCUSSEL, 2002c);

bioldgicos: o0s ensaios bioldgicos geralmente sdo indicados para pesquisa e
identificagcdo de toxinas desconhecidas. Para a realizagcdo desses ensaios s&o
utilizados animais de laboratorio, cultura de células e microrganismos, embrides e
tecidos. Apds a identificacdo e isolamento da nova toxina, outros métodos
(quimicos e imunoensaios) podem ser desenvolvidos para as andlises

subsequientes de detec¢do e quantificacdo (SCUSSEL, 1998).

As etapas analiticas envolvidas na analise de micotoxinas em alimentos sdo:

amostragem, preparo da amostra, extragdo da toxina, limpeza do extrato, detecgéo,

quantificacdo e confirmacgéo da toxina

Analisar um produto em varios pontos da cadeia produtiva tornou-se um modo de

assegurar sua qualidade. Para tanto € necessario que toda a producdo obedeca aos mesmos

critérios de qualidade, ou seja, esteja uniforme. Para Fonseca (2000), 0 primeiro passo para

gue a analise de micotoxinas tenha éxito, deve ser uma correta amostragem, sendo que a

coleta da amostra ou calagem deve ser realizada sempre ao acaso e em lugares diferentes, para

que os resultados ndo sejam viciados ou nao representativos (SCUSSEL, 1998).

(a) Amostragem

A

amostragem tem como objetivo, coletar uma amostra que seja uma parte
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representativa do todo. A contaminagdo por micotoxinas pode-se se dar de forma muito
heterogénea, por isso quando realizada a calagem, ou seja, a coleta de amostra representativa
deve ser realizada de acordo com planos amostrais e obedecer a critérios estatisticos simples
(FONSECA, 2000). Alimentos como graos, sementes, nozes possuem uma distribuicdo de
toxinas mais heterogénea, que farinhas, pastas, pds, e liquidos, desta forma o tamanho da
amostra para o primeiro grupo de alimentos deve ser maior que para os posteriores. Lotes com
tamanhos acima de 50 toneladas ou armazenados em silos (grande quantidade) dificultam o
processo de amostragem, uma vez gque a tomada da amostra dificilmente sera representativa.
Para cada tipo de amostra e tamanho de lote deve-se utilizar o coletor mais apropriado. Para
coleta de grdos em sacas deve-se utilizar calador em forma de langa, com comprimento de 20
a 30 cm e entradas laterais por onde 0s graos entram e posteriormente saem através do cabo
(capacidade = amostras < 100 g) (FONSECA, 2000; SCUSSEL, 1998).

Outros coletores séo: coletor para grdos com se¢des com capacidade de coleta de
amostras de até 1 Kg; coletor de grdos a vacuo, que possui capacidade ilimitada e atinge
profundidade de até 30 metros, coletor de fluxo acoplado a amostrador de gravidade que
controla o tamanho da amostra; coletor de amostra em correias transportadoras (manual ou
mecanico) coletando a amostra com canecos a medida que a correias se desloca. Os
amostradores mais recentes sdo automaticos e conseguem amostrar em pouco tempo um
grande lote (15 a 70 amostras de 100 g/hora). Para coletas manuais indica-se calador
composto com Vvarios compartimentos, assim a amostragem ocorre em toda a altura de cada
ponto de furo. J& com caladores automaticos por aspiracdo deve-se inserir o calador fechado
até a porcao inferior, coletar a amostra, fechar e levar até a porcdo intermediaria, coletar
novamente e fechar o calador, por fim coletar uma porcdo da parte superior
(DALPASQUALE, 2002).

Em amostras a granel, transportadas por caminhfes, o procedimento de calagem
pode ser realizado determinando-se: 0 nimero de locais que serdo feitas as coletas (furos) de
acordo com o tamanho da carroceria (FONSECA, 2000).

Quanto a escolha dos pontos de coleta, Dalpasquale (2002) indicou método como
critério de aleatoriedade, desta forma para uma série de veiculos o plano sempre sera
aleatorio. O método baseia-se em dividir a carroceria do caminhdo em 2 medidas: largura (x)
e comprimento (y), o comprimento € entdo dividido em 10 por¢des iguais e a largura em 4.
Apbs o sorteio de 4 a 10 nimeros para 0 comprimento, sorteia-se um namero par ou impar
para largura. A correlagéo entre as duas variantes x e y indica os pontos de coleta

As caracteristicas a serem verificadas incluem a composi¢do aproximada, o conteudo
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de umidade, presenca de bolores e insetos, e a presenga de micotoxinas. Ao contréario das
caracteristicas nutritivas, as micotoxinas ndo séo distribuidas uniformemente nos graos.

Cucullu, Lee e Pons (1977) e Johnson e Greenaway (1969) relataram que a
contaminacdo individual de sementes pode sofrer grandes variacdes, tanto em amostras de
diferentes locais de armazenamento (silos) como em embalagens do mesmo lote. De acordo
com Blanc (2006), a operacdo de amostragem ¢é frequientemente a fonte de erros na analise de
micotoxinas devido a distribuicdo desigual dessas substancias nos graos.

Miraglia et al. (2005) afirmam, que o protocolo de amostragem ideal deve (1) incluir
a analise objetivo-orientada para determinar porque, onde, e quando obter amostras; e (2)
levar em consideragdo a natureza heterogénea da contaminagdo por micotoxinas. O Ministério
da Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA) preconiza que sejam amostrados no
minimo 5 kg, sendo que para uma subamostra sejam coletados 250 g, para uma Unica analise
de cromatografia de camada delgada (CCD). De acordo com Whitaker, Dickens e Monroe
(1974), a variagdo total associada a este procedimento é 630,7, incluindo 521,4 (82,7 %)
devido a amostragem, 59,2 (9,4 %) devido a subamostragem, e 50,1 (7,9 %) devido a anélise
por CCD. Porém, segundo 0s mesmos autores, a0 aumentar o tamanho de amostra para 20 kg
utilizando um misturador vertical, e coletar uma subamostra de 100 g ao invés de 250 g
homogeneizando-as, e substituindo o método de CCD por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) pode-se reduzir a variagdo total a 176. Além disso, Campbell, Whitaker e
Pohland (1986), acbes como moer a subamostra em particulas menores que a amostra,
homogeneizar e subdividi-la também reduzem a variabilidades da anélise.

Para determinar a aceitacdo ou rejeicdo de um lote de produto, geralmente, existem
niveis de tolerancia maxima para algum tipo de micotoxina. Se a amostra referente a este lote
ndo é coletada apropriadamente, um lote com concentragdes de micotoxinas mais elevadas do
que o méximo permitido pode ser aceito, bem como um lote com concentragdes de
micotoxinas baixa pode ser rejeitado. Logo, reduzir a variabilidade, conseqilientemente
reduzira o risco para o vendedor e o comprador de rejeitarem uma expedicdo aceitavel ou de
aceitarem uma expedicao inaceitdvel (BLANC, 2006; WHITAKER, 2003).

Apds a coleta, todo o material amostrado ele deve ser homogeneizado ou quarteado.
O quarteamento pode ser realizado manualmente ou mecanicamente através de divisores, até a
obtencdo de uma subamostra com massa desejada. Para amostras muitos grandes devem ser
utilizados subamostradores automaticos. Alguns exemplos de quarteadores mecanicos sao:
bandeja divisora com cavidade ou com compartimento, divisor de Boerner e divisor Gamet. A
Figura 11 mostra alguns exemplos de divisores (FONSECA, 2000; SCUSSEL, 1998).
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(a) (b) (©)

Figura 11. Tipos de divisores de amostras: (a) divisor de Boerner e cargo; (b) divisor de
precisao elétrico e (c) divisor de Gamet

(b) Preparo da amostra

A amostra bruta, coletada de caminhes, silos, sacas, entre outros, nao possui
tamanho ideal para a analise de micotoxinas, desta forma, é requerido que seja divida em
amostras médias das quais serdo coletas as subamostras ou também chamadas de amostras
analiticas.

Para que se obtenham amostras analiticas representativas do lote todo, € necessaria
uma homogeneizacdo eficiente e a amostra deve ser sempre identificada. No rétulo deve
conter o tipo de produto, o nimero do lote, a data de coleta, nome do responsavel pela
amostra. N&o esquecendo que o acondicionamento da mesma deve ser realizado de forma a
manter suas caracteristicas inalteradas (FONSECA, 2000).

Se a massa da subamostra permanecer ainda grande, novo quarteamento pode ser
realizado até a obtencdo de uma amostra analitica com massa conveniente para analise. Como
abordado anteriormente, a variagdo na subamostragem € menor do que aquela vista na
amostragem. De acordo com Campbell, Whitaker e Pohland (1986), as subamostras devem
ser preparadas por: (1) moagem grosseira de 1 kg da amostra a um tamanho de particula que
possa passar em tela de tamiz tamanho padrdo 14; seguida de (2) mistura para
homogeneizacdo do material; (3) subdividisdo para moagem adicional mais fina (passar uma
tela de tamiz padrdo 20); e (4) pesagem de uma subamostra para a analise que pode ser 25-
100 g.

(c) Extracéo da toxina

A extracdo tem como objetivo retirar ou isolar o analito desejado através da

dissolucdo quantitativa do mesmo em um solvente. A extracdo pode ser executada em 2 fases
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imisciveis ou em uma fase continua, geralmente ndo € um método seletivo e a limpeza do
extrato é quase sempre requerida (KOS; KRSKA, 2006).

A escolha do solvente € uma etapa importante, pois além de ter afinidade com a
toxina, ele deve manté-la estavel, ser de facil recuperacao, ndo ser toxico ou inflaméavel, além
disso, devem ser observadas algumas caracteristicas do solvente que podem interferir nas
etapas da analise, como: volatilidade (mais volatil, mais facil de concentrar); estabilidade
(térmica, quando o extrato deve ser aquecido) e coloracdo (interfere na visualizacdo no UV-
vis.) (KOS; KRSKA, 2006).

(d) Limpeza do extrato

A limpeza do extrato da amostra tem como finalidade a remocéo de substancias que
possam interferir na analise da toxina. Este procedimento pode ser tipo parti¢do solido-liquido
(precipitacdo); particdo liquido-liquido e extracdo de fase continua (colunas Cge C;s, de troca
ibnica e imunoafinidade).

a) particdo solido-liquido: é baseada na precipitacdo das substancias indesejaveis
pela adicdo de adsorventes ou compostos precipitantes ou ainda formacgédo de
compostos insollveis. Apos a precipitacdo o extrato é separado dos interferentes
por filtracdo. Alguns agentes precipitantes sdo: carbonato de cobre, gel férrico,
sulfato de aménia (SCUSSEL, 1998);

b) particdo liquido-liquido: este método de limpeza estd baseado na utilizacdo de
solventes imisciveis e migracdo do analito por afinidade. Esta técnica exige
quantidades maiores de solventes e € menos usada, pelas perdas de contaminagéo
ocasionadas por adsorventes como 18 de vidro e sulfato de sédio anidro (KOS;
KRSKA, 2006);

c) limpeza por extracdo de fase continua (SPE): este tipo de limpeza tem sido
empregada em substituicdo as anteriores, e esta baseada na separacdo da toxina
pelo uso de colunas. Antes da aplicacdo do analito, a coluna é condicionada para
que o analito encontre um ambiente favoravel para sua retencdo, apos isso ele é
eluido e coletado para ser concentrado. A coluna utilizada neste método (Cg e Cs)
pode ser substituida de acordo com as caracteristicas da micotoxina, por exemplo,
colunas de troca ibnica podem ser utilizadas para toxinas que conseguem ser
ionizadas. A coluna de troca anionica (SAX) é empregada para isolar FBs através

de atracdo eletrostatica entre as cargas adquiridas no condicionamento da coluna
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de silica. Porém outras substancias carregadas podem ficar retidas na coluna;
Ventura et al. (2006) descreveram um método para deteccdo de concentracdes de
0,1 pg/L de para AFLs e OTA simultaneamente utilizando na etapa de limpeza
cartuchos SPE e e para quantificacdo cromatografia liquida de ultraperfomance
acoplada a detector de massas (CLUP ou UPLC).

d) ja colunas de imunoafinidade (IAC) s&o extremamente especificas uma vez que as
moléculas da toxina ficam aderidas a anticorpos monoclonais presentes na coluna
e ativos apos um pré-condicionamento, engquanto os interferentes ndo sdo capazes
de ficarem retidos (KOS; KRSKA, 2006). De acordo com Castegnaro et al.
(2006), a tendéncia atual para a etapa de limpeza dos extratos da analise do
micotoxinas é o uso de 1ACs, pois estas melhoram a sensibilidade do método;

e) outras formas de limpeza sdo a cromatografias de minicoluna (MC) e a
cromatografia de camada delgada (CCD), que além de serem formas de triagem,
também colaboram com a separacdo de interferentes.

Cabe reassaltar, que a medida que novos protocolos de limpeza e purificacdo séo

desenvolvidos para os métodos cromatograficos, os limites de deteccdo e quantificacdo para

diferentes micotoxinas podem ser reduzidos.

(e) Deteccéo, quantificacédo e confirmacgao

De acordo com Leung, Dias-Llano e Smith, (2006), varios métodos foram e ainda
sdo desenvolvidos para CCD e CLAE para a quantificagdo de micotoxinas em produtos
agricolas e alimentos. Os métodos objetivam diminuir os limites de detec¢do (LOD) e de
quantificacdo (LOQ), analisar muitas toxinas simultaneamente utilizando apenas uma amostra
para extracdo, tornando assim a analise mais rapida e segura.

Para analisar AFLs, a CCD e facil e descomplicada e exige equipamentos mais
baratos do que os outros métodos analiticos. Alguns pesquisadores afirmam que limites de
detecdo para AFLs em milho e refeicdes da semente de algoddo utilizando CCD podem ser
tdo baixos quanto os outros métodos cromatograficos (JOHNSON; GREENAWAY, 1969).
Em contra partida Pons Jr. e Franz (1978) destacam que a exatiddo da CCD, é menor se
comparadas a outros métodos mais caros tais como CLAE. Para analisar ZON, a CCD ¢
menos sensivel com um limite de detec¢do de 50 pg/kg, j& por cromatografia gasosa com
detector de massas (CG-MS) o limite da deteccédo e de quantificacdo para esta micotoxina € de

0,5 e 20 pg/kg, respectivamente. Para a analise de tricotecenos as metodologias de CCD e CG
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séo limitadas, uma vez que substancias interferentes atrapalham o cromatograma, provocando
confusdo na identificacdo das toxinas. Além disso, 0 uso de CLAE para a deteccdo dessas
micotoxinas é consideravelmente dificil porque estas ndo absorvem luz UV e ndo apresentam
fluorescéncia naturalmente. Desta forma, para analise de tricotecenos a técnica mais
apropriada é a CG-MS, pois elimina a maioria das complicagdes relativas as substancias que
interferem na deteccdo dessas toxinas (MIROCHA; CHRISTENSEN, 1982). Tanaka et al.
(2000), descreveram em um estudo, uma metodologia de multitoxinas, para a determinacédo
simultanea do deoxinivalenol, acetildeoxinivalenol 3, do nivalenol, do fusarenona-X, T-2,
neosolaniol, diacetoxiscirpenol, ZON por CG-MS. Logo este método mostrou-se uma
ferramenta conveniente para a deteccdo dos tricoteceno e ZON nos cereais.

Os kits comerciais de imunoensaio tipo Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) sdo simples, baratos, rapidos, e adotado extensamente como métodos de analise de
micotoxinas para a selecdo de ingredientes na recepcdo de matérias-primas para alimentos.
Porém este método pode produzir os resultados falso-positivos, devido as reacdes cruzadas
entre antigeno-anticorpo, desta forma, a utilizacdo de outros métodos como CLAE e CG
podem ser necessario (SCUDAMORE, 2005). O desenvolvimento novas técnicas e
tecnologias moleculares de recombinacdo génica de anticorpos (monoclonais e policlonais)
especificos para micotoxinas prometem aplica¢fes novas para ELISA e para a purificacdo dos
extratos das amostras (WEISS et al., 2003; YAU; LEE; HALL, 2003).

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido usado
principalmente no campo de micotoxinas, para a separacdo de componentes da matriz e
posterior deteccdo e quantificacdo do analito de interesse. Os métodos de CLAE estdo cada
vez mais difundidos, devido ao seu desempenho e confiabilidade superiores quando
comparados com CCD (SCUDAMORE, 2005; KOS; KRSKA, 2006).

Na CLAE uma fase mével (ou o solvente) é usada para transportar a amostra através
da coluna, que € empacotada com uma fase estacionaria. O analito é dividido entdo entre as
duas fases enquanto passa através da coluna, conduzindo a uma separacdo dos compostos
devido aos coeficientes diferentes. Dois tipos de CLAE sdo comuns: cromatografia de fase
normal com uma fase estacionaria polar (coluna Cg) € um solvente apolar (por exemplo
hexano) ou de fase reversa, usando com uma fase estacionaria apolar (coluna Cig) e com
solvente polar. A cromatografia de fase reversa com coluna Cg (apolar) € a mais utilizada
para a determinacgdo de micotoxinas em produtos agricolas. Através da coluna uma mistura de
solventes polares (agua:metanol ou &gua:acetonitrila) é eluida e separa 0s componentes de

interesse que ao momento de sair da coluna possuem seu tempo de retencdo determinado. As
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técnicas da extracao e de limpeza séo aplicadas antes da separagdo e detec¢do por CLAE para
que os resultados ndo sofram interferéncia de certas substancias (SCUSSEL, 1998).

Para a deteccdo de micotoxinas, existem varios tipos de equipamentos detectores, 0s
mais utilizados sdo: disposicdo de diodo (DAD), fluorescéncia (FD) e ultravioleta visivel
(UV-vis), massa (MS) e massa/massa (MS/MS). O DAD é um detector capaz de através de
um sistema multicanal medir varios comprimentos de onda simultaneamente. O solvente
interfere geralmente com as medidas do espectro e somente um numero limitado de
comprimento de ondas estd acessivel para a deteccdo. As velocidades de exploracdo sao
lentas, mas os sistemas sdo simples e faceis de usar. Os limites de deteccdo estdo em escala
menor que 1 pg.kg™, dependendo das técnicas da extracéo e limpeza do extrato empregado
(KOS; KRSKA, 2006).

A deteccdo por FD usa a emissdo da luz das moléculas que foram excitadas a niveis
de energia mais elevados por absorcdo de energia eletromagnética, por isso possui uma
sensibilidade maior embora frequentemente a derivatizacdo do analito seja necesséaria. Um
detector tipico de fluorescéncia contém uma fonte clara UV (lampada do deutério ou de
xendnio), a pilha do fluxo (acoplada ao CLAE) e o detector. Um comprimento de onda de
excitacdo e de emissdo € escolhido com o monocromador. A luz fluorescente emissora é
dispersa por um segundo monocromador e detectada com um tubo de fotomultiplicagcdo
(KOS; KRSKA, 2006).

Os métodos mais modernos de deteccdo de micotoxinas envolvem detectores MS ou
MS/MS acoplados a CLAE. Os métodos de determinacdo de multi-micotoxinas tém sido
desenvolvidos na tentativa de analisar o maior nimero possivel de micotoxinas em uma
amostra com apenas uma extracdo. Os metodos recentes focalizam na identificacdo e na
quantificacdo por cromatografia liquida com detector de massa (LC-MS). Os limites de
deteccdo para todas as micotoxinas determinadas por CLAE s&o geralmente menores que
ng.kgt (KOS; KRSKA, 2006).

A cromatografia liquida com deteccdo por espectrometria de massa (LC-MS) é uma
das técnicas mais avancadas disponiveis para a deteccdo dos micotoxinas. As técnicas de
extracdo e limpeza tém que ser aplicadas antes da separacdo e da deteccdo a fim permitir
picos bem separados sem interferéncia dos componentes da matriz. A ionizagdo das
moléculas € fornecida por diversos bombardeios quimicos, as fontes de ionizagdo mais
utilizadas sdo eletrospray (ESI) e ionizador quimico a pressao atmosférica (APCI). APCI é
baseado na ionizagdo da amostra e as moléculas do solvente com uma descarga, enquanto que

0 ESI emprega gotas carregadas que sao produzidas forcando a solucdo do analito através de



91

uma agulha. Um potencial é usado, para que a dispersdo da solu¢do emergente seja alta o
suficiente para pulverizar finamente as gotas carregadas. O solvente evapora afastado,
encolhendo o tamanho da gota e aumentando a concentracdo da carga na superficie da gota.
Eventualmente, a tensdo de superficie da gota alcanca um ponto em que a gota explode, dando
forma a uma série de gotas menores, menos carregadas. O processo é repetido até que os ions
individualmente carregados do analito tenham se formado. A fragmentacdo ocorre em uma
camara da colisdo, e os fragmentos sdo incorporados a regido de alto vacuo do MS onde a
deteccdo ocorre. Os instrumentos de captura de ions sdo geralmente melhores para a
identificacdo do que instrumentos quadrupole triplos, visto que os instrumentos quadrupole
triplos fornecem a informacdo melhor para a quantificacdo (exploracdo mais rapida,
sensibilidade mais elevada). Com a disponibilidade crescente de instrumentos de LC-MS e do
desenvolvimento de métodos, a identificacdo e a quantificacdo estdo tornando-se cada vez
mais populares para produtos como cereais, amendoins, frutas secas, entre outros. Devido a
seletividade elevada do instrumento (os fragmentos do analito podem ser identificados e
quantificados) alguns casos sdo possiveis reduzir o numero de etapas da preparacdo da
amostra e injetar extratos crus (KOS; KRSKA, 2006).

2.10 Contaminacdo de Alimentos Completos por Fungos, Micotoxinas e Outros

Contaminantes

2.10.1 Fungos e Micotoxinas

Trabalhos referentes a contaminacgéo de alimentos completos tém sido desenvolvidos
em todo o mundo, principalmente pela representatividade econdmica que o mercado de
alimentos completos tem apresentado, aléem do estreitamento das relagbes afetivas entre
humanos e animais de companhia.

Scudamore et al. (1997) analisaram 100 amostras de alimentos completos, sendo 35
de alimentos secos para cdes, 35 alimentos secos para gatos, 15 alimentos para aves
companhia e 15 para aves selvagens (silvestres). As toxinas analisadas foram AFB;, OTA e
FB1. No total de amostras, 16 % estavam contaminadas com algum tipo de micotoxina, sendo
qgue nas amostras para aves, das 30 analisadas 23,3 % (7) estavam contaminadas. Nas
amostras contaminadas com AFB; 28,6 % (2), os niveis de contaminacdo encontrados foram
de 2,1 e 370 ug.kg™. Para OTA, 10% (3) das amostras estavam contaminadas e os niveis de

contaminacdo variavam de 1 a 7 ug.kg™. Do total de amostras analisadas para FB; (n=20), 30
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% apresentaram contaminac&o que variava de 90 a 690 pg.kg™. Além da contaminagdo por
micotoxinas esse estudo também verificou a contaminacdo por fungos em 10 amostras de
alimentos completos, 5 para cées e 5 para gatos, quando submetidas a condi¢cbes Umidas
controladas de armazenagem. Inicialmente, a contagem de bolores era muito baixa em todas
as amostras analisadas, apos o tratamento nas amostras com maior contetdo de umidade era
possivel visualizar os bolores na superficie. As principais espécies fangicas identificadas
foram: Penicillium, Eurotium e Aspergillus, porém em nenhuma dessas amostras foi
encontrado contaminacdo por AFBs ou OTA.

A micoflora de alimentos completos comercializadas na Argentina também foi
avaliada. Neste estudo Bueno, Silva e Oliver (2004) coletaram 21 amostras secas de alimentos
completos, sendo 12 para cdes e 9 para gatos. As racoes eram de 8 marcas diferentes tanto de
procedéncia nacional como internacional. Os principais géneros encontrados foram:
Aspergillus (62 %), Rhizopus (48 %) and Mucor (38 %). Dentre as espécies com maior
prevaléncia no género Aspergillus, aparecem o Aspergillus flavus, Aspergillus niger e
Aspergillus terreus e no género Mucor as principais espécies foram: Mucor racemosus,
Mucor plumbeus e Mucor globosus. Os autores enfatizaram que embora os contetdos de
umidade encontrados nas racGes fossem relativamente baixos, a presenca das espécies
fangicas relatadas anteriormente pode ser um risco potencial para a saude de animais de
companhia, uma vez que podem ser produtoras de micotoxinas.

As AFLs sdo o grupo de micotoxinas com maior expressividade na avaliacdo de
racdes, isso é justificado por sua maior toxicidade nos animais. Desta forma, Sharma e
Marquez (2001) avaliaram 35 amostras de alimentos completos (19 para cées e 16 para gatos),
de 12 marcas registradas diferentes obtidas em lojas de departamento. Essa amostras foram
analisadas quanto a presenca de 7 AFLs e aflatoxicol. A presenca destes contaminantes foi
observada na maioria das amostras analisadas, sendo que AFB; foi a micotoxina com maior
frequéncia de aparecimento e seus niveis foram altos em 6 (17,1 %) das 35 amostras
analisadas para essa micotoxina. Os niveis mais altos encontrados para AFB; foram de 46,1,
30,8 e 22,2 ugkg™' em 3 racdes para gatos e 39,7 e 27 pg.kg™ em 2 racdes para cies. De
acordo com os autores, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
contaminacdes entre as ragcdes de cdes e gatos analisadas, isso se deve ao fato do alto desvio
padrdo obtidos das analises.

Espécies de aves selvagens tém sido consideradas animais de companhia, uma vez
gue em paises como Estados Unidos a pratica de atrair e alimentar aves silvestres em quintais

e jardins de residéncias é comum. Logo, a qualidade das sementes e racdes para esses animais
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tem sido estudada. Henke et al. (2001) coletaram 142 amostras de sementes para aves
silvestres em diferentes regides do Texas. As amostras foram adquiridas em cooperativas de
gréos, pet shops e mercearias, durante a primavera e verdo do ano de 1999. As concentracdes
do somatério de AFLs nas amostras variaram de ndo detectavel a 2.780 pg.kg™. Do total de
amostras analisadas, 17 % (24) apresentavam concentracdes acima de 100 pg.kg™. Os autores
também relacionaram essa contaminacdo a presenca de milho como um ingrediente em 83 %
das amostras. As maiores concentraces medias de AFLs foram encontradas na ordem
decrescente: sementes para aves compradas das cooperativas de grdos > lojas de animais de
companhia > mercearias, quando analisados os estabelecimentos de varejo nas regides sul e
ocidentais. N&o foi observada diferenca significativa nos niveis médios de AFLs das amostras
adquiridas em pet shops das diferentes regides, porém em se tratando dos produtos obtidos de
mercearias e cooperativas de grdos foram observadas que nas regides de faixa de terra mais ao
norte os niveis de AFLs foram os mais altos se comparados as outras regides. J& para 0s
produtos comercializados em cooperativas foi observado que a regido norte, sul e ocidental os
niveis de AFLs encontrados eram maiores que os produtos das cooperativas da regido central
e leste do Texas. Logo, pode-se concluir que os diferentes tipos de comercializagdo,
armazenamento e localizacéo regional (clima) séo fatores que podem influenciar na qualidade
de racgdes.

A presenca de cereais e de grdos na formulagdo de alimentos de animal de
companhia, na concepc¢do de Maia e Pereira Bastos de Sequeira (2002), sugere a necessidade
de controlar a contaminacdo por AFLs nestes alimentos. O objetivo do estudo dos autores era
analisar o alimento de animal de companhia doméstico para determinar a ocorréncia das AFLs
assim como seu risco a sanidade animal. Cem amostras de alimento (45 para cées, 25 para
gatos, 30 para aves) foram coletadas aleatoriamente em lojas para animais de companhia na
cidade de Alfenas, sudeste do Brasil. O método de analise para AFLs foi a cromatografia de
camada delgada, a qual foi usada para a separacdo, a identificacdo e a quantificacdo dos
compostos apos a validacdo do método. As AFLs foram detectadas em 12,0 % das amostras.
Das 12 amostras contaminadas 5 (41,7 %) apresentavam os niveis das AFLs (AFB; + AFB, +
AFG; + AFG,) acima do limite méximo estabelecido no Brasil (50 pg.kg ™) para o alimento
animal. A concentragdo de AFLSs totais variou entre os niveis de 15 a 374 pg.kg™, sendo que a
média de contaminagdo foi de 131 ug.kg™.Todas as amostras que continham amendoins em
sua composicdo foram positivas para AFLs, sendo que a AFB; é conhecidamente um
carcindgeno e seu consumo pbde ser um risco para a sanidade animal doméstica. Conforme os

autores, a grande freqiiéncia de AFB; em alimentos para aves, espécie altamente suscetivel
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aos efeitos toxicos das AFLs, confirma a necessidade da re-avalia¢cdo do uso do amendoim
(presente em sete dos oito positivos das amostras para a AFLs) e/ou a adi¢do de fungicidas ao
alimento.

Para Martins, Martins e Bernardo (2003), o papel das contaminagdes fungicas e da
presenca de micotoxinas nos alimentos destinados a animais de companhia ndo esta
devidamente avaliado em Portugal. Os autores referem a identificacdo da micoflora e a
presenca de micotoxinas em 60 amostras de alimentos secos para animais de companhia de
diferentes marcas, adquiridas em lojas da especialidade, sendo 20 amostras de alimentos para
caes, 20 para gatos, 10 para periquitos e 10 para catatuas. A contagem e identificacdo dos
agentes fangicos foram efetuadas por métodos micolGgicos convencionais, e a pesquisa de
micotoxinas, AFLs, OTA, FB; e deoxynivalenol (DON) foi efetuada por CLAE. Os limites de
deteccdo foram: 1,0 ug.kg” para AFLs, 2,0 pg.kg™, OTA 10 pgkg™, FB; e 100 pg.kg™ para
DON. O nivel de contaminagdo fungica foi baixa em todas as amostras. O género mais
frequiente foi Aspergillus com 58,3 %, seguido de Penicillium e de Mucor ambas em 38,3 %
das amostras positivas. Nenhuma amostra continha AFLs. OTA foi detectada em 5 amostras
(8,3 %) com niveis que oscilaram de 2,0 a 3,6 pug.kg™. FB; e DON estavam presentes em trés
amostras (5,0 %) com niveis de contaminacdo de 12,0 a 24,0 pg.kg™ e 100,0 a 130,0 pg.kg™,
respectivamente. Estas micotoxinas (OTA, FB; e DON), foram detectadas apenas em
alimentos para caes. Estes resultados confirmam a presenca de flora flngica e de micotoxinas
em alimentos para animais de companhia, representando um perigo sanitario potencial.

Além disso, para Zwierzchowski et al. (2004), as anomalias do tempo sdo a causa da
ocorréncia cada vez mais frequente dos derivados do &cido resorcilico (zearalenona, ZON) em
forragens da origem animal. Esta micotoxina induz, no organismo de porcas jovens, efeitos
estrogénicos que levam a prejuizos econémicos nas criagdes principalmente em se tratando de
animais reprodutores. De acordo com algumas pesquisas os derivados da ZON foram
encontrados nos géneros alimenticios humanos no mercado de varejo. Portanto, considerou-se
importante analisar as concentracGes desta micotoxina em alimentos para cdes. Como
resultados deste estudo os autores, em 57 das amostras analisadas 48 estavam contaminadas.

Sabendo dos efeitos toxicos que as micotoxinas podem desempenhar sobre animais
de companhia, como danos ao figado, aos rins, ao cérebro e/ou ao aparelho gastrointestinal,
além de interferir na reproducdo animal e ser letal em alguns casos. Scussel et al. (2006)
avaliaram no Brasil, um total de 123 amostras para alimentacéo de animais de companhia,
entre eles: aves, gatos, cdes, hamster, cavalos, coelhos, peixes e tartaruga, para as

micotoxinas: AFLs, OTA, ZON e FBs, com o objetivo de determinar a extensdo da
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contaminagdo por estas toxinas em alimentos completos. Estas amostras eram
comercializadas na cidade de Floriandpolis, estado de Santa Catarina, sul do Brasil e foram
coletadas em pet shops agropecuarias, clinicas veterinarias, hipicas e supermercados da regido
no periodo de fevereiro a julho, 2006. O nimero total de amostras para cada animal era: 19,
19, 46, 6, 26, 3, 3 e 1 para aves, gatos, cdes, hamster, cavalos, coelhos, peixes ornamentais e
tartaruga, respectivamente. A metodologia usada foi cromatografia-liquida massa/massa (LC-
MS/MS) que utilizava como modalidades de fonte de ionizacdo eletrospray e ionizacao
quimica a pressdao atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization - APCI). Todas as
amostras apresentaram alguma contaminagdo por uma ou mais micotoxina examinada, a
excecdo da amostra da tartaruga. Os alimentos para cdes foram 0s que apresentaram maior
frequéncia de contaminacdo (100 % - AFB;), seguidos dos coelhos (100 % - AFB;), 0s
hamster (100 % - ZON), peixes (100 % - ZON), aves (94,7 % - AFB;) e gatos (84,2 % -
AFB,). Os niveis totais de AFLs variaram 0,879 a 209 pg.kg™. A contaminagio AFB; a mais
elevada foi detectada na alimentagdo para hamsters com 185 pgkg” e o mais baixo na
alimentacdo do cavalo (1,14 pug.kg™). A alimentagdo do cavalo apresentou baixos niveis de
FB. que variava entre 4,76 a 91,6 pg.kg™ (MRL: 5000 pg.kg™). De acordo com as legislacdes
internacionais (50 e 50/100 de pg.kg™ para AFLs e ZON, respectivamente), do total de
amostras examinadas, apenas 6 (4,9 %) para o total de AFLs e 19 (15,5 %) para ZON,
excediam os niveis estipulados nos regulamentos.

Conforme Campos et al. (2008), em cées, o efeito das micotoxinas é severo e pode
acarretar a morte. Poucos relatorios quanto a influéncia de micotoxinas em dietas para
animais de companhia foram encontrados na literatura cientifica. Logo, este estudo teve
objetivo de isolar e identificar a micoflora de alimentos secos para animais de companhia e
determinar a ocorréncia de AFLs em matérias-primas e ragdes prontas. Quanto a micoflora, o
género Aspergillus foi predominante (65-89 %), seguido por Penicillium e Fusarium spp. O
Aspergillus flavus foi a principal espécie identificada, seguida pelo A. sydowii, A. fumigatus, e
A. versicolor. As frequéncias de aparecimento de A. flavus variaram de 58 % a 86 %, exceto
na refeicdo de sorgo. Quanto a presenca do género Fusarium ssp, todas as amostras analisadas
(exceto graos de milho e a racdo pronta) apresentaram esse fungo. Todas as amostras de
farinhas de milho e de gliaten de milho apresentaram a cepas de F. verticillioides. O F.
graminearum foi isolado do alimento de sorgo. Quanto ao potencial toxigénico das cepas
isoladas, 75 % das variedades de A. flavus de materiais crus e 57 % dos alimentos completos,
podiam produzir AFLs. As amostras de milho, farinha de milho e farinha de sorgo

apresentaram freqiiéncia de contaminacdo por AFLs de 100 %, as amostras de farinha de
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milho e gluten de 70 %; porém nos alimentos completos avaliadas ndo foram encontrados
niveis quantitativos das toxinas testadas.

Devido a grande variabilidade de resultados, conclui-se que mais estudos devam ser
realizados para novas discussdes referentes as contaminacdes de alimentos completos e sua
micoflora.

Para Gonzales, Martinez e Resnik (1997), os cereais presentes nos alimentos para
animais de companhia sdo boas matrizes para o crescimento de fungos. Porém, Chelkowski
(1991) e Dalcero et al. (2002) afirmam que o processo de extrusdo em gue os alimentos para
animais de companhia sdo submetidos permite a diminuicdo das contagens microbiolégicas,
fato este confirmado pela diminuicdo significativa de contagens de fungos quando o processo
de granulacéo foi realizado.

Os estudos relacionados com a determinacdo do potencial toxigénico de fungos
filamentosos em alimentos para animais de companhia sdo insuficientes. Além disso, de
acordo com os autores supracitados, ndo existem levantamentos da producdo de AFLs
produzidas por estirpes isoladas de A. flavus presentes nesses produtos.

Cabe ressaltar que a identificacdo de espécies toxigénicas e sua relacdo com os tipos
de ingredientes utilizados para producdo de alimentos e racfes é de suma importancia. Uma
vez que a determinacdo do risco da contaminagao por micotoxinas pode ser relacionado com a
presenca estirpes toxigénicas. Porém, a presenca desses fungos ndo indica a producdo e/ou
contaminacdo obrigatéria desses produtos por micotoxinas, mas sim indicativos da
sobrevivéncia de estirpes aflatoxigénicas e ocratoxigénicas ao processo da manufatura,
(processo de extrusdo e pelletizacdo), ou seja, indicios de risco potencial para salde dos
animais. Além disso, a contaminacdo por micotoxinas tem sido correlacionada com a
complexa composic¢do dos produtos destinados a alimentacdo de animais de companhia, por
diversos autores. A presenca de gréos e cereais, como milho, sorgo, soja, arroz, aveia,
amendoim, sementes de girassol, produtos derivados de ovo e leite, entre outros, podem
sugerir esta ocorréncia (SHARMA; MARQUEZ, 2001; HENKE et al., 2001; SCUSSEL et al.,
2006, CAMPOS et al., 2008; SIMAO et al., 2009). Outros fatores que podem influenciar na
qualidades de alimentos comletos e ragGes sdo: os diferentes tipos de comercializagéo,
armazenamento; a localizacdo regional e clima (umidade relativa do ar) e o conteddo de
umidade dos ingredientes e produtos acabados (HENKE et al., 2001; ZWIERZCHOSWSKI et
al., 2004; CAMPOS et al., 2008; SIMAO et al., 2009).
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DETERMINACAO DO PERFIL DE INGREDIENTES E CORANTES ARTIFICIAIS
EM ALIMENTOS PARA AVES DE COMPANHIA E SUA RELACAO COM
MICOTOXINAS

3.1 Resumo

A formulacdo de alimentos para aves de companhia é uma atividade complexa, uma vez que
envolve ingredientes diversificados bem como aditivos para suprir tanto as necessidades
nutricionais bem como estéticas, como a intensificacdo da cor de suas plumagens. Neste
contexto, € importante ressaltar o controle de qualidade destes produtos no que diz respeito a
padronizacdo na composicdo de seus ingredientes, a verificacdo da presenca de substancias
nocivas a salde destes animais (corantes artificiais e micotoxinas) e a correta rotulagem. N&o
existe legislacdo nacional e internacional especifica para o controle de aditivos e micotoxinas
em alimentos para animais de companhia. Esse trabalho reporta um estudo dos ingredientes e
corantes artificiais nesses alimentos, correlacionando-os com sua toxicidade, proporc¢des dos
Tipos de ingredientes com o risco de contaminacdo por micotoxinas. Foram coletadas 36
amostras de alimentos para aves de companhia, sendo 26 comercializadas em embalagens
lacradas e 10 a granel. Os corantes artificiais foram extraidos dos ingredientes corados e
identificados por espectroscopia com varredura (300 a 700 nm). Os ingredientes dos
alimentos para aves foram selecionados através de separacdo (visual) macroscopica e
microscopica e suas respectivas proporcoes calculadas. Os dados obtidos foram confrontados
com a composicao basica relatada nos rétulos e com a legislacdo vigente. Quanto ao perfil de
corantes foi observado que em 100 % dos ingredientes de cor laranja estava presente o corante
amarelo crepusculo (E 110), nos amarelos 100% eram corados artificialmente com tartrazina
(E 102). Somente um ingrediente estava corado com azul brilhante (E 133), dos ingredientes
verdes, 50 % eram misturas de corantes tartrazina (E 102) e azul brilhante (E 133), porém
outras misturas coradas foram identificadas. Entre os corantes vermelhos encontrados séo
destacados: vermelho 40, azorrubina, ponceau 4R e amaranto. Quanto a indicacdo no rétulo
da presenca de corantes apenas quatro fabricantes relatavam a presenca do mesmo, porém nao
era especificado qual corante. Os principais ingredientes encontrados nos alimetnso para aves
foram em ordem decrescente: (a) racdo (extrusada e/ou peletizada), com biscoito e/ou frutas
(cristalizada e/ou desidratadas), (b) amendoim (com e sem casca), (c) grdos (milho, arroz,
soja, trigo, triticale, triguilho, ervilha e aveia) e (d) outros (farelo de soja e trigo, quirera de
milho e arroz, alpiste, paing¢o). Os ingredientes presentes em maior quantidade foram: racéo
extrusada e/ou peletizada, sementes de girassol, milho e amendoim. Como esperado houve
variagdo na composi¢do dos ingredientes dos produtos de acordo com a especificagéo
(diferentes espécies de passaros), sendo muitos deles passiveis de contaminagdo por
micotoxinas. Do total de alimentos analisados, 36 % apresentaram contetdo de umidade
acima do permitido (12 %). Este fato aliado a complexa composicao dos alimentos completos
pode favorecer o desenvolvimento de bolores, leveduras e contaminagdo por micotoxinas. Ha
necessidade de mais estudos voltados para racdes e o mercado pets, tanto quanto a sua
composi¢cdo, como possivel contamina¢do por micotoxinas, para garantir sua qualidade e
segurancga para 0s animais.

Palavras-chave: aves de companhia, alimentos completos, ingredientes, corantes artificiais,
toxicidade, micotoxinas.
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3.2 Introducgéo

Animais de companhia sdo aqueles pertencentes as espécies criadas e mantidas pelo
homem para seu entretenimento, sem propdsito de fornecimento de produtos ou subprodutos
de interesse econdmico (BRASIL, 2009a). Dentre os principais animais de companhia
destacam-se: cdes, gatos, aves, peixes ornamentais e hamsters.

A qualidade dos produtos para a alimentacdo desses animais deve ser investigada,
uma vez que tem sido observado um aumento significativo do nimero destes animais e da
produgio de alimentos completos voltada a esse mercado (SIMAO; SCUSSEL, 2008;
SCUSSEL et al., 2006). Devido a este cenario, cada vez mais os 6rgdos reguladores e
fiscalizadores estdo preocupados em garantir aos consumidores a qualidade destes produtos.

No caso das aves de companhia (silvestres ou exdticas), muitos alimentos, misturas,
suplementos e concentrados tem aparecido como novos produtos para sua alimentacdo. Estes
produtos por sua vez tém por objetivo proporcionar uma alimentagéo balanceada e que atenda
as necessidades nutricionais diérias de cada animal.

Os alimentos destinados a esses animais possuem uma complexa formulacdo, e isto
possibilita a ocorréncia de contaminagdo, erros na rotulagem e na prépria formulacéo, sendo
que estes fatos podem acarretar prejuizos a salde animal. Logo, a investigacdo das
caracteristicas dos ingredientes e produto acabado é de grande importancia (SIMAO et al.,
2009, SIMAO; SCUSSEL, 2008, BOERMANS; LEUNG, 2007; LEUNG; DIAZ-LLANO;
SMITH, 2006).

Os ingredientes sdo 0os componentes que fornecerdo todos os nutrientes necessarios
aos animais. E preciso lembrar que os animais apresentam exigéncias de niveis determinados
para cada nutriente, e desta forma é preciso avaliar quais fontes tem a melhor qualidade de
nutrientes, pois um unico alimento geralmente ndo é capaz de atender todas as exigéncias do
animal ao mesmo tempo. Logo, para atender as necessidades dos animais & necessario
combinar varios alimentos para que o resultado final seja um composto mais balanceado e
eficiente do ponto de vista nutricional (ROSTAGNO et al., 2000). No caso das aves de
companhia, € importante salientar que, apesar das varias semelhangas entre elas, cada espécie
tem uma exigéncia nutricional, o que requer uma observacdo cuidadosa no que se refere ao
tipo de alimento fornecido. Normalmente, sdo encontrados como oferta de alimento, misturas
de sementes ou, em alguns casos, apenas um tipo (por exemplo, a semente de girassol). Esse
fato pode acarretar distdrbios nutricionais, ja que aves que consomem sementes selecionardo

apenas as mais palataveis, deixando nutrientes essenciais para sua dieta nas sementes



120

desprezadas (REGO, 2009).

De acordo com Kill et al. (2008), a pratica distorcida de utilizar sementes como
alimento Unico para passeriformes e psitacideos em cativeiro, na tentativa de reproduzir o que
eles comem na natureza, pode ocasionar muitas doencas e até a morte prematura desses
animais, uma vez que essa pratica pode fazer com que eles desenvolvam graves deficiéncias
nutricionais, por serem pobres em alguns nutrientes, tais como vitaminas, minerais e
aminoacidos. Desta forma, modificar os habitos de fornecimento de sementes e, ou, alimentos
inespecificos, substituindo-os por alimentos na forma de alimentos completos sdo atividades
que contribuem com a promocdao da salde desses animais.

Entretanto, cabe ressaltar que uma das grandes dificuldades na criacdo de aves de
companhia em cativeiro é a obesidade provocada por uma alimentacdo desbalanceada e rica
em energia. O excesso de energia proveniente deste tipo de alimentacdo é depositado no
organismo como gordura (tecido adiposo), podendo ter conseqliéncias negativas sobre a
reproducdo, desencadeando doencas hepéticas e cardiovasculares, comprometendo assim, a
longevidade e a qualidade de vida das aves (KILL et al., 2008).

Além do desequilibrio nutricional que uma alimentacdo ndo balanceada pode
provocar, outros problemas podem ser observados quanto a qualidade de alimentos para
animais de companhia. Dentre eles esta a contaminacdo por agentes quimicos (residuos de
agrotoxicos, metais pesados, e corantes artificiais acima dos LMRs) (LINDINO et al. 2008;
PRADO; ABUJAMRA; GODOY, 2003, SIMAO et al., 2009); toxinas (produzidas por
bactérias - enterotoxinas e fungos - micotoxinas), além da presenca de microorganismos
(bactérias e fungos - patogénicos e/ou toxigénicos) (MARTINS; MARTINS; BERNARDO,
2002; SCUSSEL et al. 2006; CAMPOS et al. 2008).

A presencga de substancias que podem afetar a salde animais de companhia varia
com os ingredientes presentes nos alimentos, bem como, o tipo de animal a que se destina. No
caso das aves de companhia esses contaminantes sdo principalmente as micotoxinas e 0s
aditivos alimentares tais como os corantes artificiais.

A adicdo de corantes na alimentacdo de aves tem por objetivo tornd-los mais
atrativos para o consumo, podendo também intensificar a cor das plumagens das aves. Sdo
permitidos para adicdo em produtos alimenticios animais corantes artificiais, (Brasil, 11)
(Estados Unidos, 7) (alguns paises europeus como a Suécia sdo proibidos) (BRASIL, 1965;
2003; 2004, FDA, 2007; EC, 2003; 2010). A grande variabilidade de regulamentagdes no que
diz respeito a aditivos para alimentos destinados a animais é um fator agravante para o

controle de qualidade destes produtos.
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Os corantes permitidos sdo principalmente da classe dos azdicos (monoazo)
derivados do alcatrdo da hulha (PRADO; ABUJAMRA; GODOY, 2003). Dentre 0s possiveis
efeitos toxicos destacam-se: reacdo anafilatica, broncoconstri¢do, asma, bronquite, urticéria,
prurido, tumores na tiredide, entre outros. Além disso, os corantes artificiais podem apresentar
niveis altos de metais pesados, 0 que agravaria os efeitos toxicos destas substancias, no
organismo (LINDINO et al., 2008). N&o existe uma legislacdo especifica para o controle deste
tipo de aditivo na alimentacdo animal e os estudos com espécies especificas de animais de
companhia ainda sdo insuficientes, principalmente aqueles relativos a toxicidade e seguranca.
Logo as regulamentacdes pertinentes a esses aditivos alimentares (corantes) utilizados em
alimentos destinados a animais de companhia sdo extrapolagdes das regulamentacfes
utilizadas para alimentos para humanos (BRASIL, 1965; 2003; 2004).

Outro problema verificado na alimentacdo de animais de companhia é sua
contaminacgdo por micotoxinas. Embora seja tema abordado mais frequentemente, séo poucos
os estudos especificos para esta classe de animais. Logo, 0s 6rgdos reguladores devem se
preocupar em garantir aos consumidores a qualidade destes produtos quanto a presenca de
micotoxinas como aflatoxinas (AFLs), ocratoxina A (OTA), fumonisinas (FBs) e zearalenona
(ZON) (BOERMANS; LEUNG, 2007; SIMAO; SCUSSEL, 2008). A toxicidade das
micotoxinas estd associada a efeitos como: ictericia, cancer hepatico, (AFLs), tumores
(carcinogenicidade), imunossupressdo, nefrotoxicidade (OTA), estrogénicos, infertilidade
(ZON). No Brasil a legislacdo vigente para os limites maximos de residuos (LMR) permitidos
para micotoxinas abrange apenas a contaminacdo para AFLs (50 pg.kg™) em ingredientes e
alimentos para animais em geral (FAO, 2004). Logo, este regulamento ndo observa a
especificidade dos efeitos toxicos em cada especie de animal, além disso, ndo abrange outras
micotoxinas que podem acarretar importantes prejuizos econdémicos a industrias produtoras de
alimentos para animais, agricultores e a saude dos animais. Em outros paises como, Estados
Unidos e na Unido Européia, a legislacdo ja regulamenta os LMRs para outras micotoxinas
como ZON, OTA, FBS, (0,5 a 3; 0,05a 0,25; e 5 a 60 mg.kg™, respectivamente) (EC, 2006).

Em se tratando de animais de companhia, ainda nédo existe legislacdo oficial que
regulamente a contaminagdo por micotoxinas, porém algumas associacbes como ANFAL-
PET e AAFCO, recomendam valores para esse mercado AFLs (20 pg.kg™) (AAFCO, 2000;
ANFAL-PET, 2007).

Este trabalho relata a avaliagdo de alimentos para aves de companhia quanto seu
perfil de ingredientes, sua qualidade e relagdo com micotoxinas. A identificagcdo de corantes

artificiais e os dados declarados na rotulagem com a legislacdo vigente.
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3.3 Material e Métodos

Material

Amostras: total de 36 amostras de alimentos completos e mistura de grdos para aves
de companhia silvestres ou exoéticas (papagaios, trinca-ferro, passaro preto, sabia, calopsitas,
curié, mandarim, entre outros), sendo 26 comercializadas em embalagens lacradas e 10
comercializadas a granel. As amostras eram de 19 marcas diferentes e produzidas nos estados
de S&o Paulo (SP), Santa Catarina (SC), Minas Gerais (MG), Rio Grande do Sul (RS) e
Parana (PR). O Quadro 1 apresenta detalhes das amostras, tal como local de coleta e estado de
fabricacdo. Nota: os produtos ndo se destinavam para uma especie especifica de ave, pois nos
rotulos os fabricantes indicavam diferentes espécies de aves as quais poderiam consumir o
mesmo produto.

Solventes, reagentes e padrdes: hidroxido de amodnio, acetato de amonio, acido
acetico glacial, éter de petroleo, metanol e PBS, todos p.a. (Vetec). Acetonitrila e metanol
(Carlos Herba e JT Baker - grau HPLC) e agua Milli-Q (Sistema MilliQ, Millipore). Padrées
de corantes: amarelo (Tartrazina e Crepusculo), vermelho (Amaranto, Azorrubina, Boudeaux,
Ponceau 4R, Vermelho 40 e Eritrosina) e azul (Brilhante e Indigotina), cedidos pela empresa
Duas Rodas, Jaragua do Sul, Santa Catarina, Brasil. Padrdes de micotoxinas: AFLs (AFB;,
AFB,, AFG; e AFG,), FBs (FB; e FB,), ZON e OTA, todos da Sigma®.

Equipamentos: manta de aquecimento (Dist), balancas semi-analitica (CAB) e
analitica (Mettler), microscopio estereoscopico (Carlzeiss Jena) e estufa bacterioldgica
(Fanen). Moinho/quarteador - Moedor de grdos (mesh: 13 mm), série 11 (Romer Labs),
liquidificadores de aco inoxidavel (Skymsen Eletro) agitador de tubos (Fanem), concentrador
de amostras (Tecnal), espectofotdmetro (Hitachi) e cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(Agilent 1200) acoplado a detector MS: ABI 3200 QTrap (Applied Biosystem).

Outros materiais: capsulas de porcelana, gral de porcelana e pistilo, beckers (50
mL), frascos com tampa de polietileno e septo de silicone (2 mL), capilares de vidro,
microseringas (Hamilton), papel cromatografico n°l (Wathman), fios de | natural, cuba
cromatografica (30 cm x 25 cm x 10 cm), pingas de inoX, dessecadores, discos de aluminio
para determinagdo de umidade (@ 4 cm). Colunas de imunoafinidade AOZ (Vicam),
cartuchos amino quaternario (N* - Applied Separations) e coluna cromatografica
Phenomenex, C18, 50 x 2,10 mm, tamanho de particula 2,6 pum.
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Fabricacao Alimento para aves de companhia
Estado Cidade Local de coleta Marca Descricao Tipo Peso (g) Codigo
[A] Produto comercial (embalagem fechada)
SANTA CATARINA
Camboril Floriandpolis/SC Q Racéo para sabia e passaro preto Racéo extrusada/peletizada 500 28
Palhoga Belo Horizonte/MG L Muistura para trinca-ferro Mistura de gréos e ragdo extrusada com frutas 500 15
Séo José Floriandpolis/SC N Mistura para papagaio Mistura de grados 500 18
Floriandpolis/SC 0 Mistura trinca-ferro Mistura de gréos e racéo extrusada/peletizada com frutas 500 22
Floriandpolis/SC N Paingo Alemé&o ou branco Graos 200 26
Floriandpolis/SC N Painco Francés ou vermelho Gréos 200 30
Floriandpolis/SC N Paingo Chileno ou verde Graos 200 32
Floriandpolis/SC N Paingo Colorido Gréos 200 34
Tubardo Passo Fundo/RS G Alimento para passaros Trinca-ferro Mistura de gréos e ragao extrusada/peletizada com frutas 500 8
Passo Fundo/RS G Alimento para péssaros Trinca-ferro Mistura de gréos e racéo extrusada/peletizada 500 9
SAO PAULO
Campinas Passo Fundo/RS J Alimento especial para pixarro, trinca- ferro Mistura de gréos e ragdo extrusada/peletizada com frutas 500 13
Floriandpolis/SC P Racéo balanceada Sabia Pellets Racéo extrusada/peletizada 200 24
Dourado Floriandpolis/SC S Alimento super premium para aves Calopsitas Ragdo extrusada/peletizada com frutas 300 36
Indaiatuba Passo Fundo/RS C Alimento especial para papagaio Mistura de gréos e ragdo extrusada/peletizada com frutas 400 12
Passo Fundo/RS C Racéo para passaros silvestres Racéo extrusada/peletizada 500 3
Mogi Guagu Belo Horizonte/MG K Ragdo especial para pixarro/trinca-ferro Mistura de gréos e ragdo extrusada com frutas 500 14
Mogi Mirim Passo Fundo/RS D Alimento completo para papagaios Mistura de graos 500 4
Rio Claro Floriandpolis/SC F Racéo para trinca-ferro Mistura de gréos e ragéo extrusada/peletizada com frutas 500 20
Passo Fundo/RS F Racéo para passaros frutamix Mistura de gréos e frutas desidratadas cristalizadas 500 7
Sales de Oliveira Belo Horizonte/MG E Gorjeio alimento para animais Racdo extrusada/peletizada 500 6
MINAS GERAIS
Betim Belo Horizonte/MG A Mistura Premium para papagaios cacatuas e araras Mistura de gréos e ragdo extrusada/peletizada 500 5
Belo Horizonte/MG A Love birds Mistura para papagaios com frutas desidratadas/cristalizadas 250 1
Belo Horizonte Belo Horizonte/MG M Racéo para papagaio Mistura de gréos e racéo extrusada/ peletizada 500 16
RI10 GRANDE DO SUL
Passo Fundo Passo Fundo/RS H Mix para papagaio Mistura de gréos sem frutas 500 10
Passo Fundo/RS | Mix para papagaio Mistura de grdos com frutas 500 11
PARANA
Cambara Passo Fundo/RS B Racéo para papagaios Mistura de gréos e ragéo extrusada/peletizada 500 2
Total empacotadas 26
[B] Produto a granel (embalagem aberta)
SANTA CATARINA
Séo José Floriandpolis/SC N Racéo para papagaio Mistura de gréos 500 17
Floriandpolis/SC (e} Muistura trinca-ferro Mistura de gréos e ragdo extrusada/pelletizada com frutas 500 21
Florianépolis/SC o Muistura trinca-ferro Mistura de gréos e ragdo extrusada/pelletizada com frutas 500 23
Floriandpolis/SC N Paingo Alemé&o ou branco Graos 500 25
Florianopolis/SC N Alpiste branco e vermelho Graos 500 27
Floriandpolis/SC N Paingo Francés ou vermelho Graos 500 29
Florianépolis/SC N Paingo Chileno ou verde Graos 500 31
Floriandpolis/SC R Racéo para passaros Racéo extrusada/pelletizada com frutas 500 33
Floriandpolis Floriandpolis/SC R Racéo para passaros Racdo extrusada/pelletizada 500 35
SAO PAULO
Rio Claro Floriandpolis/SC F Racéo para trinca-ferro Mix Mistura de gréos e racéo extrusada/pelletizada com frutas 500 19
Total & granel 10
Total geral 36
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Métodos

Coleta das amostras: as amostras foram coletadas por conveniéncia em
agropecuarias, supermercados e lojas especializadas em alimentacdo para animais de
companhia, nas cidades de Belo Horizonte, MG, Floriandpolis, SC e Passo Fundo, RS
(produzidas em diferentes estados das regides Sul e Sudeste), no ano de 2009. As amostras de
produtos comerciais estavam acondicionadas em embalagens (pacotes) lacradas (26) e as
adquiridas a granel (10), em sacos plasticos de polietileno. Os pacotes eram de 200 a 500 g
dependendo da marca e/ou fabricante. Ja as amostras a granel foram adquiridas com peso
total de 500 g cada.

Preparo das amostras: ApoOs a coleta, as amostras foram homogeneizadas por
guarteamento e separadas em por¢des para avaliacdo do perfil de ingredientes, ingredientes
corados e corantes artificiais, bem como, para analises de micotoxinas (AFLs, FBs, ZON e
OTA) e contetdo de umidade, com 100; 0,5 a 5; 50 e 6 g, respectivamente. As amostras
restantes foram embaladas a vacuo, acondicionadas em caixa acrilica com tampa e
armazenadas em temperatura ambiente. A Figura 1 ilustra os tipos de alimentos avaliados
(comerciais e a granel) e acondicionamento (a vacuo) para armazenamento. As amostras
analiticas reservadas a avaliacdo para corantes e micotoxinas foram trituradas anteriormente a
andlise. Para corantes foi utilizado gral de porcelana e pistilo e para micotoxinas moinho

quarteador.

(a) Amostras comerciais embaladas

(b) Amostras acondicionadas a vacuo, para estocagem

Figura 1. Amostras de alimentos para aves de companhia (a) comercializadas embaladas e (b)
acondicionadas a vacuo para estocagem
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Métodos de separacdo de ingredientes dos alimentos para aves de companhia: A
proporcdo de cada Tipo de ingrediente e ingredientes corados presente nos alimentos (100 g)
em estudo foi avaliada por (a) Tipo: através de métodos de separacdo visual: macroscopico
(selecdo manual de cada ingrediente — visualmente diferentes — com Tipos e formatos e
classificados por Grupos) e microscopico (identificacdo e separacdo com auxilio de
microscopio estereoscopico dos ingredientes que ndo puderam ser identificados
macroscopicamente). Posteriormente foi realizada a pesagem de cada Tipo de ingredientes e
calculadas as proporcGes em 100 g (resultado expresso em porcentagem: %). Os dados
obtidos foram correlacionados com a composicao de ingredientes relatada nos rotulos dos
produtos e confrontados com a legislacdo pertinente (BRASIL, 2009a,b,c). (b) Coloridos:
apos a determinacdo das proporgbes dos ingredientes por Tipo, aqueles que apresentavam
adicdo de corante foram selecionados e em seguida agrupados conforme a coloragédo
apresentada (amarela, azul, laranja, verde e vermelha). Além dessa classificacdo, foi realizada
a separacdo dos tipos de ingredientes por intensidades de cada cor. Os ingredientes corados
entdo foram pesados e as andlises para identificacdo dos corantes realizadas.

Analise de corantes artificiais nos ingredientes corados: o perfil de corantes
presentes nos ingredientes foi tracado conforme metodologias descritas pelo Instituto Adolfo
Lutz (BRASIL, 2005) baseadas em (a) cromatografia em papel (método de Arata) e (b)
espectrometria UV-visivel com varredura. A extracdo dos corantes foi realizada com solucGes
de hidroxido de aménio e acetato de amonio, respectivamente. Os extratos foram
concentrados, e identificados por (a) cromatografia em papel ou (b) espectrofotometria com
varredura entre 300 a 700 nm. Tanto os Rfs encontrados quanto os espectros obtidos foram
comparados com comprimentos de onda (L) de padrdes puros, bem como com a literatura
especifica (BRASIL, 2005; LINDINO et al., 2008) e legislacdo vigente para corantes
permitidos (BRASIL, 1965, 1996; 2003; 2004). A Tabela 1 apresenta os Amax. reportados na
literatura para os corantes relacionados com os extratos dos ingredientes (variacdo de £ 2 a 3
nm). Os corantes naturais foram identificados através da metodologia citada acima em (a),
onde estes se diferenciavam dos corantes acidos por seu comportamento e estabilidade frente
as mudancas de pH, ocorridas no processo de extracdo e concentra¢do dos corantes no método
de Arata (método da 1&8) (BRASIL, 2005).

Determinacdo do conteudo de umidade: o conteddo de umidade das amostras foi
determinado utilizando o método gravimétrico descrito na AOAC (2005). 2 g de cada amostra
foram dessecados em estufa a temperatura de 135 °C até peso constante (variagdo menor que

0,05 g). Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3). O resultado final determinado pela
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média dos resultados + o desvio padrdo relativo (DPR) e correlacionados com a legislacdo

especifica e com os niveis de garantia relatados nos rétulos.

Tabela 1. Absorbancias maximas de padrdes de corantes artificiais da literatura utilizados no
presente estudo

Numeros (cédigos) Amsx. (nm)
Corantes
artificiais E CAS Color Classe Prado e Godoy  Brasil Brasil Lindino et al.
Index (2003) (2005)= (2005) (2008)
Amarelo
Tartrazina 102 1934-21-0 19140 Monoazo 426 430 426 420, 425, 427
Crepusculo 110 2783-94-0 15985 Monoazo 480 480 481 482
Azul
Indigotina 132 860-22-0 73015 Indigoide 610 615 610 NE
Brilhante 133 3844-45-9 42090 Trifenilmetano 629 NE 630 629
Patente V 131 3536-49-0 42051 Trifenilmetano 635 NE 640 NE
Vermelho
Eritrosina 127 16423-68-0 45430 Xanteno 526 525 524 525
Ponceau 4R 124 2611-82-7 16255 Monoazo 505 NE 507 507
Amaranto 123 915-67-3 16185 Monoazo 523 520 519 NE
Bordeaux S 523 520 519 NE
40 129 25956-17-6 16035 Monoazo 502 NE 505 NE
Azorrubina 122 3567-69-9 14720 Monoazo 515 NE 515 505
Verde
Rapido FCF 143 2353-45-9 42053 Trifeniimetano 625 NE 625 NE
E (prefixo utilizado para aditivos permitidos na Europa) — codigo para identificagdo dos aditivos alimentares NE — n&o estabelecido
a método da 14 de Arata b método espectrofotométrico CAS numero de registro Unico no banco de dados do Chemical Abstracts Service

Avaliacdo da rotulagem dos produtos comerciais embalados: Os rétulos foram
avaliados conforme a Instrucdo Normativa n. 30 de 5/08/2009 para animais de companhia
(BRASIL, 2009c) quanto a presenca de informacdes obrigatdrias: classificacdo do produto,
nome do produto, marca comercial, quando houver, conte(do ou peso liquido, composicéo
basica qualitativa, exceto veiculos e excipientes, niveis de garantia, indicacdo de uso que
justifique os parametros formulados, espécies e categorias de animal (is) a que se destina,
modo de usar, cuidados e restricdes.

Quando houver, a expressdo no que couber “PRODUTO ISENTO DE REGISTRO
NO MAPA ou “PRODUTO REGISTRADO NO MAPA N...” Razao social, enderego
completo, nimero de inscricdo no CNPJ e telefone de atendimento ao consumidor do
estabelecimento fabricante, fracionador ou importador, a expressdo “Industria Brasileira”,
quando fabricado no Brasil ou a identificacdo do pais de origem, no caso de produto
importado e a expressdo “Produto importado”, data de validade (indicar claramente o dia,
més e ano, prazo de consumo quando houver, condi¢des de conservacao e carimbo oficial da
inspecdo e fiscalizagdo federal e a expressio “uso proibido na Alimentacdo de
Ruminantes "quando houver ingredientes de origem animal na composic¢ao do produto.

Além disso, foram avaliados se os rétulos continham as seguintes informacges como
previsto na legislacdo: (a) niveis de garantia: Umidade (maxima), Proteina Bruta (minimo),

Extrato Etéreo (minimo), Matéria Fibrosa (maxima), Matéria Mineral (maxima), Calcio
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(méximo) e Fosforo (minimo); (b) aditivos e macrominerais constantes na formulacdo dos
produtos deverdo ter suas substancias ativas ou elementos ativos declarados nos niveis de
garantia (c) aditivos sensoriais e tecnoldgicos ficam dispensado de ter seus elementos
declarados nos niveis de garantia e deverao ser declarados na composicédo basica.

Os valores de umidade observados (VO) foram comparados com os valores
declarados (VD) no rétulo pelo fabricante. De acordo com a legislagdo em vigor, criou-se 0
sequinte critério de classificagdo quanto a adequacdo de rétulo: em conformidade (C) -
produtos que apresentaram resultados da andlise laboratorial de acordo com os valores
declarados no rétulo; em ndao conformidade (NC) - produtos que apresentaram resultados da
analise ndo de acordo com os valores declarados (CARCIOFI et al., 2006).

Analise de micotoxinas: As andlises de AFLs (AFBi, AFB,, AFG; e AFG,), FBs
(FB1 e FB5), ZON e OTA foram realizadas a partir de 50 g de amostra previamente triturada.
Para extracdo foi utilizado como solvente uma mistura de metanol:agua (80:20), para a
limpeza do extrato foram utilizadas colunas de imunoafinidade (AOZ, Vicam) e cartuchos
amino quaternario (N* - Applied Separations). A deteccdo e quantificacio das toxinas foi
realizada por LC — MS/MS. O gradiente de fase movel metanol: dgua esta apresentado na
Tabela 2. A curva de calibragdo foi realizada com cinco pontos, em triplicata (XAVIER,;
SCUSSEL, 2008). Andlise estatistica: os dados foram tabulados e analisados por meio de
andlise estatistica descritiva, utilizando como instrumento programa ANOVA e teste de

Tukey. Foi considerada diferenca significativa com valor p< 0,05.

Tabela 2. Gradiente de fase movel (methanol:agua) com acetato de aménio 5 mM para
analise de micotoxinas em amostras de alimentos para aves de companhia

Etapa Tempo Fluxo Metanol Agua
(min) (ml/min.) (%) (%)
0 3,00 1 45 55
1 5,00 1 15 85

2 5,01 1 0 100

3 12,90 1 0 100

Identificacéo de insetos: os insetos que foram encontrados nas amostras de alimentos
para aves de companhia (grdos efou racbes) em estudo foram identificados
macroscopicamente com auxilio das informagdes contidas em Athié e Paula (2002), FDA
(1998), FAO (2003) e CANADA (2009). A Figura 2 apresenta o fluxograma das analises

realizadas no presente estudo.
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3.4 Resultados e Discussao

Do total de alimentos completos e misturas de grdos para aves de companhia
comercializados nas Regides Sul e Sudeste e coletados para o presente estudo, 52,8; 5,5 e 2,7
% eram da Regido Sul (SC; RS e PR) e 30,6 e 8,4 % da Regido Sudeste (SP e MG),
respectivamente. Das marcas avaliadas, 52,6 % eram fabricadas nos estados de SC, RS e PR

(Regido Sul) e 47,4 % provenientes de SP e MG (Regido Sudeste), respectivamente.

Avaliacao do perfil de ingredientes presentes nos alimentos para aves de companhia.

(a) Tipos de ingredientes versus propor¢ao

Como esperado, a composi¢do dos alimentos para aves de companhia variou de
acordo com os Tipos e Grupos de ingredientes. De acordo com os Tipos, o0s ingredientes
foram agrupados em: (a) racdes (extrusada ou peletizada), (b) grdos (milho, arroz, soja, trigo,
aveia, sorgo), (c) frutas secas (cristalizada e/ou desidratadas: papaia, figo, abacaxi, maca,
uva), (d) sementes (girassol, abébora e tomate), (e) nozes (amendoim com e sem casca,
castanha-do-Brasil, castanha de caju), e (f) outros ingredientes (biscoito, farelo de milho,
farelo de soja, flocos de milho). Os alimentos avaliados eram predominantemente compostos
por misturas desses ingredientes, como racdo extrusada ou peletizada, misturas de grédos e
cereais, com ou sem adicdo de frutas desidratadas e/ou cristalizadas, correspondendo a 77,8
%. O restante dos produtos eram compostos de apenas um Tipo de grdo, correspondendo a
22,2 %. Desta forma, os produtos foram classificados quanto sua composi¢cdo como: mistura
de racdo extrusada ou peletizada e grdos com ou sem adigdo de frutas; somente racdo
extrusada ou peletizada com ou sem adicdo de frutas; um Unico tipo de grdo e mistura de
grédos com ou sem adicdo de frutas; correspondendo a 41,7; 22,2; 22,2 e 13,9 % do total de
amostras avaliadas, respectivamente.

Dos 26 produtos comerciais (fechadas) 63,9 % continham ragcdo extrusada ou
peletizada, sendo que 38,4; 23,1; 23,1 e 15,4 % eram amostras de mistura de gréos e ragéo;
somente racdo extrusada ou peletizada; apenas mistura de gréos; e apenas um tipo de gréo,
respectivamente. As proporcfes em que racdo estava presente variavam entre 100 e 4,3 %.
Isto demonstra que atualmente a industria de alimentos para animais de companhia esta
preocupada em atender as necessidades nutricionais dos animais, uma vez que a dieta

composta por apenas um tipo de gréo ndo permite esse fato. Além disso, a utilizacdo de graos
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em alimentos para animais € uma alternativa para o uso de matérias-primas que ndo passaram
pelo controle de qualidade para consumo humano.

Ja nas amostras comercializadas a granel 60 % continham ra¢do em sua composicao,
em proporg¢des que variaram entre 100 e 12,7 %. Quanto a composi¢do dos produtos 40; 40; e
20 % eram mistura de gréos e ragdo; somente racdo extrusada ou peletizada; e apenas um tipo
de gréo, respectivamente.

Outros ingredientes que predominavam na composicdo dos alimentos para aves de
companhia eram amendoim, milho, semente de girassol, arroz, sorgo e frutas desidratadas e
ou cristalizadas.

A Figuras 3 ilustra os Grupos e Tipos de ingredientes e as Tabelas 3 e 4 apresentam
as porcentagens dos ingredientes presentes nos alimentos para aves de companhia por

amostras (comercializadas fechadas e a granel), respectivamente.

Figura 3. Exemplos dos Grupos (Racgdo, Gréos, Frutas, Semente e Nozes) e Tipos de
ingredientes (grdos de milho, frutas cristalizadas, sementes de girassol, racdo extrusada,
amendoim com e sem casca) presentes nos alimentos destinados & aves de companhia

Os ingredientes que se apresentaram em maior quantidade e mais freqlientemente
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encontrados nos alimentos para aves de companhia foram em ordem decrescente: racao
(extrusada ou peletizada), frutas secas cristalizadas e/ou desidratadas, sementes de girassol,
amendoim e milho. Dependendo da espécie do passaro, a composicao dos ingredientes variou.
Em muitos casos os ingredientes ndo obedeceram a ordem decrescente reportada na
composi¢do bésica presente no rétulo. Cabe salientar que a legislagdo brasileira menciona
apenas a obrigatoriedade de listar qualitativamente os ingredientes da composicdo basica,
diferente das legislacbes americana e européia que especificam a apresentacdo dos
ingredientes por ordem decrescente. Essa apresentacdo dos ingredientes é um fator importante
para garantir a qualidade do produto, principalmente no que diz respeito a qualidade
nutricional.

Foi observado que nas amostras comercializadas a granel, as proporcdes de
ingredientes ndo correspondiam quando comparadas as comercializadas em embalagem
fechada. Isso pode ser explicado pelo fato que na venda de produtos a granel a distribuicéo
dos ingredientes ndo se d& de forma homogénea. Cabe ressaltar, que este tipo de atividade
pode provocar equivocos quanto a quantidade de nutrientes ou qualidade nutricional do
produto, o que pode colocar a satde dos animais a que se destinam em risco.

Quanto ao perfil de ingredientes foi observado neste estudo, que ja existe uma
preocupacdo maior em complementar a alimentacdo de aves de companhia de estimagéo, a
qual antigamente era baseada somente em grdos e frutos. Foi verificado que o mercado de
produtos para animais de companhia continua em expansdo e dessa forma os investimentos
em novos produtos e tecnologias tem aumentado. As grandes empresas tém apresentado como
diferencial competitivo o uso de novos ingredientes e aditivos, embalagens tecnologicamente
mais desenvolvidas (mais resistentes, atmosfera controlada) e processos de fabricacdo mais
complexos (extrusdo, peletizacdo versus mistura) com objetivo de garantir a qualidade e
seguranga de seus produtos. Porém no caso dos produtos para aves de companhia ainda ha o
predominio da comercializa¢éo de produtos compostos por misturas de graos e frutos.

Foi observado que existe uma grande variacdo quanto a composicdo basica dos
alimentos destinados a aves de companhia e este fato esta ligado a variacdo de cada espécie a
que se destina o alimento. Embora a complexa formulacdo das ra¢des seja um fator positivo
para 0 aumento da qualidade nutricional para os animais, a ma qualidade dos ingredientes
pode ser um risco para a saude desses, logo se entende que o desequilibrio entre as
formulacgdes, a contaminagdo dos ingredientes e a adigdo indiscriminada de aditivos séo

fatores de risco para a seguranca alimentar desses produtos.
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Tabela 3. Determinacdo das porcentagens dos diferentes Grupos e Tipos de ingredientes utilizados nos alimentos para aves de companhia -
amostras fechadas

Ingredientes Porcentagem (%)
Grupo __ Tipo s amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
RACAO
Extrusada
: NP 88 100 76 89 100 459 219 187 NP NP 64 303 517 272 203 43 443 275 100 NP 100 NP NP NP 81
ou pelletizada2
GRAOS
Alpiste NP NP NP NP NP NP NP 72 47 NP NP NP NP NP NP NP NP 200 NP NP NP NP NP NP NP NP
Arroze NP 50 NP 124 85 NP NP 62 82 05 10 30 84 NP 14 NP 55 84 28 NP NP NP NP NP NP NP
Aveia NP NP NP NP NP NP NP 83 182 30 11 90 07 NP 41 132 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Canjica NP 72 NP 48 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 67 NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Cértamo NP NP NP NP NP NP NP 62 82 25 NP NP NP 08 14 NP NP NP 34 NP NP NP NP NP NP NP
Cevada NP NP NP 54 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 61 11 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Colza NP NP NP NP 04 NP NP 10 23 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Ervilha NP NP NP 27 38 NP NP 21 12 25 16 NP 06 62 45 NP 73 NP 117 NP NP NP NP NP NP NP
Milho® NP 207 NP 188 218 NP 09 31 35 237 179 86 123 66 89 61 122 NP 21 NP NP NP NP NP NP NP
(a) branco NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP- NP 100 NP NP NP 25 NP
paingo (D) vermeho NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 47 NP NP NP NP NP NP NP 100 NP 25 NP
(c) verde NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 100 25 NP
(d) preto NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 48 NP NP NP NP NP NP NP NP NP 25 NP
Soja NP NP NP NP 17 NP NP NP NP NP NP 31 NP 23 NP 07 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Sorgo NP NP NP NP 29 NP NP 72 175 35 22 96 303 NP 95 102 17 74 74 NP NP NP NP NP NP NP
Triticale ¢/ casca> NP 56 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 36 NP NP NP NP NP NP NP
s/casca® NP NP NP NP 21 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 34 NP NP NP NP NP NP NP
Triguilhoftrigo NP 56, NP 54 NP NP NP 93 105 35 33 67 NP NP NP 27 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Trigo sarraceno NP NP NP 113 NP NP NP NP NP NP NP 44 NP NP NP 09 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
FRUTAS
‘ Cristalizadas 36.4 NP NP NP 21 NP 201 77 18 NP NP 28 13 31 NP 34 60 79 88 NP NP NP NP NP NP 165
Desidratadas® 40,7 NP NP NP NP NP 202 78 17 NP 57 NP NP NP 34 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 24
SEMENTES
Girassol NP 33 NP 258 379 NP NP 52 70 465 473 312 06 193 123 257 411 33 19 NP NP NP NP NP NP NP
Tomate NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Abohora NP NP NP _NP_NP_NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 11 NP NP NP NP NP _NP_NP NP NP
NOZES
é\:;‘zgfmm o NP NP NP 59 17 NP NP 31 NP 30 109 95 06 54 68 34 112 NP NP NP NP NP NP NP NP NP
s/casca® NP 108 NP NP 34 NP NP NP 18 74 54 37 NP NP NP 74 32 25 24 NP NP NP NP NP NP NP
Castanha-do-Brasil ¢/
cascas 229 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP 06 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
de caju
OUTROS
Biscoto NP NP NP NP NP NP NP 41 23 30 27 07 07 39 07 14 NP NP 618 NP NP NP NP NP NP NP
Adsorvente de micotoxinas NP NP NP NP 51 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Matérias estranhas elou outros NP 120 NP_NP__NP__ NP 128 NP NP 10 05 11 142 08 34 37 22 65 48 NP_NP_NP_NP_NP__ NP NP

a Passivel de contaminagdo por AFLs b Passivel de contaminagéo por FBs, ZON ¢ Passivel de contaminagéo por OTA, PTL NP ingredientes néo presente na amostra avaliada
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Tabela 4. Determinacdo das porcentagens dos diferentes Grupos e Tipos de ingredientes utilizados nos
alimentos para aves de companhia - amostras a granel

Ingredientes Porcentagem (%)
Grupo Tipo = n. amostra 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
RAGAO
Extrusada ou
pelletizadas 12,7 60,6 429 375 NP NP NP NP 100 874
GRAOS
Alpiste NP 75 NP NP 100 NP NP NP NP NP
Arroze 1,0 10,4 8,5 10,1 NP NP NP NP NP NP
Aveia NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Canjica NP NP 2,8 2,7 NP NP NP NP NP NP
Céartamo NP NP NP 24 NP NP NP NP NP NP
Cevada NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Colza NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Ervilha NP NP 44 56 NP NP NP NP NP NP
Milhot 8,9 NP 78 10,2 NP NP NP NP NP NP
(a) branco NP NP NP NP NP 100 NP NP NP NP
Paingo (b) vermelho NP NP NP NP NP NP 100 NP NP NP
(c) verde NP NP NP NP NP NP NP 100 NP NP
(d) preto NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Soja NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Sorgo 0,6 2,1 6,1 78 NP NP NP NP NP NP
Triticale ¢/ cascaP NP Np NP NP NP NP NP NP NP NP
s/ cascab NP Np NP NP NP NP NP NP NP NP
Triguilhoftrigo 0,7 NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Trigo sarraceno NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
FRUTAS
Cristalizadas® 36 44 6,9 51 NP NP NP NP NP 74
Desidratadas® 6,8 NP 0,9 0,9 NP NP NP NP NP 14
NOZES
Amendoim o 107 NP NP NP NP NP NP NP NP NP
casca?
s/ casca? 14,3 1,7 72 6,7 NP NP NP NP NP NP
Castanha-do-Brgsﬂ clcasca @ NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
de caju
SEMENTES
Girassola 33,1 42 8,7 72 NP NP NP NP NP NP
Tomate NP NP 1,4 04 NP NP NP NP NP NP
Abobora 0,1 NP NP NP NP NP NP NP NP NP
OUTROS
Biscoito 6,8 NP 1,1 2,2 NP NP NP NP NP 38
Adsorvente para micotoxinas NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Matérias estranhas efou outros 0,7 9,1 1,3 16 NP NP NP NP NP NP
a Passivel de contaminagéo por AFLs; b Passivel de contaminagao por FBs, ZON; ¢ Passivel de contaminagéo por OTA, PTL;

NP ingredientes n&o presente na amostra avaliada
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(b) Ingredientes contendo corantes

Do total de amostras avaliadas, 63,9 % possuia algum ingrediente adicionado de
corantes naturais e/ou artificiais. Desse total, 78,3 % eram comercializadas fechadas e 21,7 %
a granel. O Quadro 2 apresenta detalhes dos principais Tipos de ingredientes corados por
Grupo, e os respectivos codigos das amostras, além de apresentar sua separagdo de acordo
com cores e formatos.

Do total de amostras comercializadas fechadas e a granel 69,2 e 50 % continham
ingredientes corados, respectivamente. O principal ingrediente corado foi do grupo de ragéo
(extrusada ou peletizada) seguido por biscoito, pipoca e adsorvente de micotoxinas.

O ingrediente colorido de maior frequéncia foi racdo (extrusada ou peletizada), que
esteve presente em 83,3 % (20) das amostras coradas e apresentava diferentes formas (tuboa,
tubob e redonda) e cores (vermelho, laranja, amarelo e verde) provavelmente para mimetizar
diferentes alimentos. O ingrediente biscoito estava presente em 58,3 % (14) das amostras
coradas, sendo este ingrediente apresentava cinco cores, porém em diferentes tonalidades.

As formas de apresentacdo das racbes foram determinadas de acordo com seu
formato e medidas. Os ingredientes pipoca e adsorvente para micotoxinas foram encontrados
em apenas uma amostra. Foi observado também que nas amostras comercializadas a granel o
aparecimento de ingredientes corados ndo correspondia se comparado com sua amostra
comercializada em embalagem fechada (menor ou maior o nimero de ingredientes e
tonalidades), isso pode ser explicado pelo fato que na venda de produtos a granel a
distribuicdo dos ingredientes ndo se da de forma homogénea.

As cores, amarelo, azul, laranja, verde e vermelho estiveram presentes em 73,9; 8,7;
69,6; 78,3 e 87 % do total de amostras coletadas, respectivamente. 54,7 % dos produtos
comercializados em embalagens fechadas apresentavam ingredientes com colorages amarela,
laranja e verde enquanto nas amostras a granel essas cores apareceram com a frequéncia de
80; 60 e 100 %, respectivamente. J&, a cor azul estava presente em apenas 2 amostras

fechadas.
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Quadro 2. Ingredientes corados presentes nos alimentos para aves de companhia e seus
respectivos codigos — identificacdo visual

Ingredientes corados

Grupo Tino Formato Cores Tonalidades (cédigo das amostras)

RAGAO

Extrusada ou peletizada
Tubo2  Verde

Amarelo
Amarelo/caramelo
Amarelo/caramelo
Vermelho
Vermelho/ bordd

Redonda Verde
Amarelo
Laranja

5

6

2

2

7

3

9 27 (7,9) 41 (19, 20)

4

1
Vermelho 1

2

2

2

2

2

3

4

1

4

41 (1
,20 28) 45 (22) 52 (36)
)46 (21, 28) 56 (36)
29 (9) 40 (19, 20) 48 (22) 49 (24) 50 (36)
Tubot  Verde
Amarelo
Laranja
Vermelho
Amarelo
Laranja
Vermelho
Azul
Vermelho/ rosa

7, 18) 55(35)
7,18) 57 (21, 28)
7,18,22)

WO — — WNN_2O_2O0ON - DN -0

OUTROS

Adsorvente de micotoxinas
Circular  Laranja 8(5)
Biscoito
Lascas Verde
Amarelo
Laranja

1( 17,21, 23)
2(
3(
Vermelho 4
16
43

17,18, 22) 53 (35)
17, 20) 54 (35)
17,21) 51 (35)

Azul
Vermelho/ rosa
Pipoca
Caracteristico  Verde 17 (16)
Amarelo 18 (16)
Vermelho 19 (16)

a— peletizada menor de 1 cm < até 2 mm b — extrusada menor que 3 cm < até 5 mm

Do total de amostras com ingredientes corados (24) a cor predominante foi a
vermelha. Esta cor apareceu com freqiiéncia de 83,3 e 100 % nas amostras comercializadas
fechadas e a granel, respectivamente, seguida do verde, amarelo e laranja com freqiiéncias de
72,2 e100; 72,2 e 80 e 72,2 e 60 %, respectivamente. Também foram observadas nuances nas
cores como vermelho, rosa, bordd, entre outras. O Quadro 3 apresenta os detalhes das
amostras de alimentos para aves de companhia, como a determinacdo da ocorréncia das cores

e suas diferentes tonalidades.
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Quadro 3. Diversidade e numero de cores dos ingredientes ccorados presentes nos alimentos
para aves de companbhia - identificagéo visual

Amostras c/ ingredientes corados No. de cores por ingrediente
Embalagem No. da amostra Amarelo Azul Laranja Verde Vermelho
Empacotadas
2 AC AC AC v v
3 v AC AC v v
5 AC AC v AC AC
7 AC AC AC v v
8 v AC v v v
9 v AC vv vv vv
10 v v v v v
11 v v v v v
12 v AC vv vv v
14 AC AC v v v
15 v AC v v v
16 v AC v vv vvv
18 v AC v v AC
20 v AC v v v
22 v AC v AC vV
24 AC AC AC AC v
28 vV AC AC AC AC
36 v AC v AC v
A granel

17 vvv AC vv vv v
19 v AC AC v vV
21 v AC v v vv
23 AC AC AC v v
35 v AC v v v

v' - nimero de diferentes tonalidades/intensidades da mesma cor (v)1tom (vv)2tons (vv'v)3tons AC — auséncia de cor
a - 0s codigos das amostras que ndo constam nesta listagem é devido a auséncia de ingredientes corados

Determinac&o do perfil de corantes artificiais em alimentos para aves de companhia.

Corantes artificiais: Dos ingredientes corados que continham algum tipo de corante
(naturais e/ou artificiais) foi possivel extrair 58 subamostras (extratos). Este numero foi
obtido, pois em muitos casos, uma mesma amostra apresentava até cinco cores diferentes e
ainda em diferentes subtipos de ingredientes. Na Tabela 5 sdo indicados os valores de Amax.
(nm) para a leitura dos padrdes utilizados, bem como detalhes relativos a toxicidade dos
corantes artificiais.

Os corantes podem gerar diversos efeitos toxicos (Tabela 5) perante a saude dos
animais, entretanto existe dificuldade em correlacionar estes efeitos com o0s sintomas
apresentados, uma vez que esses sdo inespecificos. De acordo com Polénio e Peres (2009),
para avaliar os riscos e efeitos toxicos que os aditivos alimentares representam para a salde
humana e animal, todas as possiveis variantes (exposicdo, espécie, presenca de outros
contaminantes, fatores genéticos, entre outros) devem ser observadas. E este fato é que

dificulta a eficaz identificacdo dos fatores ou agentes causadores de uma intoxicagdo ou
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doenca.

Tabela 5. Corantes artificiais permitidos no Brasil e respectivos IDA, LMR e toxicidade

Padroes dos corantes Amax2 IDAP LMRe

artificiais (nm) (mglkg de p.c.) (mglkg) Toxicidade

Alergias, Tumores na tiredide, Linfomas
Tartrazina 4275 e 421 0-7,5 150 finfociticos, Danos cromossdmicos, Ataques de
asma, Urticaria e Hyperatividade
Urticria, Renite, Congestao nasal,
Broncoconstrigao (combinado a E-123 e E-
480,5 e 0-25 150 124), Reagdo anafilatica, Resposta
4815 4 eosinofilatica, Purpura, Alergias, Tumores nos
rins, Danos cromossdémicos, Dor abdominal,
Vémito, Indigestéo, Aversao ao alimento

Amarelo CrepUsculoh

P Tumores no cérebro, Broncoconstricao
Indigotina 608,5 0-5 100 (combinado com E-133 ou E-127).
Broncoconstrigao (combinado com E-132 ou E-
Azul Brilhantef 628,5 0-12,5 100 127), Resposta eosinofilatica, Danos
cromossémicos
Purpura , Dermatites, Sintomas néo especificos
d -
Azul Patente V 635 0-15 150 & Subjetivos...
Broncoconstrigao (combinado com E-133 ou E-
o 132), Resposta vascular seqiiencial, Elevagao
Eritrosina 5255 0-0,1 100 das ligagdes entre protina-iodeto, Tumores na
tire6ide, Dano nos cromossomos
Broncoconstrigao (combinado com E-123 ou E-
Ponceau 4Rdf 506,0 0-4 - 110), Reagéo anafilatica (combinado com E-
110)
Angioedema, Prurido, Urticaria,
Amaranto ou Bordeaux Sdfg 521,5520,5 0-0,5 100 Broncoconstriggo (combinado com E-124 e E-
110)
Vermelho 40 512 0-7 - Tumores e linfomas
Azorrubinad 502 0-4 - Informagdes néo avaliadas ainda nos EUA
Verde-rapido FCFe 625 0-10 - Tumores na bexiga

a = comprimento maximo de onda; b = ingestdo diaria aceitavel; ¢ = limite maximo de residuo permitido; d = proibido nos EUA; e = proibido na EU; f =
restrito e provisério na Inglaterra; g = proibido no Japao; h = restrito e provisério na Canada. NE = néo estabelecido

Fonte: Adaptado de PCHRG (1985), EC (2003; 2010), Prado e Godoy (2003) e Lindino et al. (2008).

Foram encontrados corantes naturais e artificiais nos alimentos para aves de
companhia tanto nas amostras comercializadas em embalagens fechadas quanto nas a granel.
Os corantes artificiais encontrados nas racfes extrusadas ou peletizadas e biscoitos foram:
tartrazina, amarelo crepdsculo, vermelho 40 e azorrubina, ponceau 4R, amaranto, azul
brilhante e indigotina, cujos codigos sdo: E 102; E 110; E 129; E 122; E 124; E 123; E 133; E
132, respectivamente. A Tabela 6 mostra os resultados encontrados para as analises de
corantes artificiais em alimentos para aves de companhia.

Nos alimentos destinados a aves de companhia, os ingredientes corados de laranja,
amarelo, verde e vermelho houve predominio do uso dos corantes alimentares artificiais:
amarelo crepusculo, tartrazina, misturas de azul brilhante e tartrazina e vermelho 40, sendo a
freqiéncia de utilizacdo de 100; 100; 54,5 e 44,4 %, respectivamente. As leituras médias para
0s corantes tartrazina, amarelo crepusculo, azul brilhante e tartrazina (verdes) e vermelho 40
foram: 426 + 1,72 (min. 423 e max. 429); 489,3 £ 0,58 (min. 479,5 e max. 481,5); 422 + 3,03
(min. 418,5 e méx. 427,5); 627,9 + 0,69 (min. 626,5 e max. 628,5) e 501,9 = 3,7 (min. 495,5 e

méax. 505,5) nm, respectivamente.
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Tabela 6. Identificacdo espectrofotométrica dos corantes artificiais e naturais extraidos de

ingredientes presentes em alimentos para aves de companhia

Ingredientes coloridos

Andlise espectrofotométrica

Cor Extratos (c6digo) Corante identificado Amax. (Nnm)
Artificiais identificados
Amarelo
2 Tartrazina 427,0
6 427,5
13 429
18 427
25 428,5
33 424.5
34 426
35 425
45 425,5
42 425
52 423
53 4255
58 4245
Azul
16 Azul brilhante 628
Laranja
3 Amarelo crepusculo 480,5
8 479,5
10 479,5
14 480,5
22 480
28 480,5
36 480
37 480,5
46 481
54 480
57 480
Verde
1 Tartrazina e Azul brilhante 426,5 e 627,5
9 420,0 e 627,5
12 422 e 626,5
38 423,5 e 628,5
47 418,5 e 628,5
56 422 e 628,5
20 Tartrazina e NI 421,0 e 602,5
17 Tartrazina e Indigotina 427,5 e 615,5
27 Tartrazina e NI 426,5
41 Tartrazina e NI 421,5
30 NI e Azul brilhante 407,5 e 628
Vermelho
32 Amaranto ou Bordeaux S 518,5
43 Azorrubina 512,5
31 515,5
4 Ponceau 4R 507,5
15 506,0
51 506,5
23 Vermelho 40 501,0
11 495,5
39 503,5
40 505
44 505,5
48 505,5
49 500,5
50 498,5
29 Amarelo crepusculo 481,5
7 NI 552,5
19 NI 552,0
Naturais identificados
5 Clorofila 381
21 Amarelo — Carotendide 380
26 Vermelho/rosa (quantidade insuficiente)
24 Natural/caramelo N&o absorveu

NI - néo identificado
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Algumas inconsisténcias foram observadas na identificacdo dos corantes presentes
em algumas amostras (7), sendo que em uma delas a quantidade de ingrediente corado era
insuficiente para a realizacdo da analise. Ja nas seis restantes o comportamento frente a
extracdo com as solucgdes de hidroxido de amonio e acetato de amonio nao foram as esperados
para corantes azdicos neutros ou 0s espectros ndo coincidiram com os dos padrfes. Este fato
leva a crer que nesses ingredientes possa haver mistura de corantes, corantes ndo permitidos
(basicos) ou algum interferente que prejudicou a analise. Cabe ressaltar que Ohlweiler (1991)
Ni e Gong (1997) e Takahashi, Yabiku e Marsiglia (1988) verificaram que a espectrometria
como método para andlise de corantes artificiais é limitada. Esta metodologia dispensa a
necessidade de separacdo dessas substancias, porém exige que 0s corantes ndo apresentem
uma alta sobreposicéo de seus espectros, e assim possam ser identificados e quantificados de
maneira satisfatoria. A maior desvantagem da utilizacdo desse método é quando se tem
grupos de corantes que apresentam maximos de absorbancia muito proximos, espectros com
grande area de sobreposicao ou misturas de corantes.

Apenas 4 amostras embaladas continham em seus rotulos a informacgéo da presenca
de corante na formulacdo, porém ndo havia especificacdo do tipo de corante, codigo
internacional ou nimero E, desses conforme exige legislacdo (BRASIL, 2009a,b,c). Na Unido
Européia ja existe legislacdo que define padrdes para adicdo de corantes naturais e artificiais
em alimentos para animais de companhia (EC, 2003; 2010). Porém no Brasil, isso ainda néo
ocorre, portanto as especificacfes utilizadas para estes produtos sdo adaptacdes dos valores
determinados para alimentos para humanos. De acordo com Prado, Abujamra e Godoy
(2003), o uso indiscriminado destes corantes pode acarretar problemas a satde nestes animais,
uma vez que, os estudos sobre os efeitos dos mesmos ainda séo insuficientes e contraditorios
(problemas alérgicos, respiratérios, renais e hepaticos).

Cabe ressaltar, que no caso dos animais de companhia, como o alimento ndo é
direcionado para humanos nédo existe uma preocupacdo com o efeito que o uso indiscriminado
desses corantes possa acarretar para sua saude, além disso, ndo existem dados toxicoldgicos
suficientes para estimar uma IDA e LMR para esses animais. E importante destacar que a
alimentacdo destinada para animais de companhia, muitas vezes é a Unica fonte de nutrientes
para 0 animal (mistura de grdo e/ou alimento completo), a qual geralmente ¢ administrada
livremente. Portanto, determinar doses seguras de ingestdo e limites maximos de residuos de
corantes artificiais nesses alimentos é um desafio para os 6rgaos regulamentadores.

Corantes Naturais: Além dos corantes artificiais encontrados, também foi verificada

a adicao de corantes naturais, tanto nas comercializadas em embalagens fechadas quanto nas a
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granel. Os corantes naturais encontrados nos ingredientes para aves de companhia foram
clorofila, carotenos e o caramelo, presentes em trés (5, 21 e 24) amostras. Estes compostos
foram identificados, a partir das caracteristicas observadas nas reacdes de extracdo tanto por
adicdo de hidroxido de amonio como acetato de amonio. Foi verificado a instabilidade dos
pigmentos frente a mudanca de pH. Quando utilizado o método Arata (cromatografia de
papel), ndo foi observado o desprendimento do corante da Ia natural com adicéo de &cido.
Logo, foi observado que os corantes mais utilizados séo artificiais. Poucas amostras
apresentaram corantes naturais. Os corantes artificiais eram aqueles permitidos na legislacédo
brasileira, porém em algumas amostras ndo foi identificado os corantes presentes. N&o
existem estudos similares para correlacionar os dados encontrados, e 0s estudos toxicoldgicos
ainda sdo escassos. Para alimentacdo humana j& existe uma maior preocupacdo com 0 uso

abusivo de corantes, porém nao € o ocorre para a alimentacdo animal.

Avaliacdo da rotulagem dos alimentos para aves de companhia produzidos nas Regides Sul

e Sudeste do Brasil

Foi observado que as amostras acondicionadas em embalagens comerciais néo
apresentavam algumas das informagdes exigidas pela legislacdo brasileira (BRASIL,
2009a,b,c), ou seja, ndo apresentavam o0s niveis de garantia (composicao %) obrigatorios, nem
a composicdo bésica (ordem decrescente de ingredientes), dificultando inclusive a correlacédo
dos dados.

Além disso, foi verificado que embora algumas industrias de maior porte estejam
investindo no desenvolvimento de rotulos mais explicativos e completos, ndo existe uma
padronizacdo no que diz respeito a alimentos para aves de companhia e este fato se deve a
ambiglidade que a legislacdo permite.

As embalagens utilizadas para a comercializados dos alimentos completos eram em
sua maioria constituida de polietileno (diferentes densidades) e algumas em polietileno
aluminizado. Duas das 26 amostras empacotadas apresentavam ainda, embalagens primarias e
secundarias. Foi observado que os produtos que eram embalados em material mais rigido ndo
continham contaminacgdo por insetos e nem odor de rango. Em contrapartida, os alimentos
vendidos a granel eram mantidos em caixas de polipropileno (abertas ou fechadas) e eram
comercializadas em sacos plasticos apds pesadas, e algumas destas estavam contaminadas por
insetos e apresentavam odor de rango

Além disso, notou-se que grandes empresas investem em melhores embalagens com
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utilizacdo novas tecnologias, como por exemplo, embalagens com vacuo, aluminizados, em
plasticos mais rigidos, e com dispositivos de abre e fecha que ajudam na melhor conservagdo
do alimento mesmo apds a comercializacdo e abertura dos produtos. Porém é importante
ressaltar que a comercializacdo de produtos a granel coloca em risco a qualidade dos
produtos, uma vez que nao se pode controlar todos os fatores extrinsecos que 0s mesmos s&o
submetidos na comercializagdo. Este fato aliado ao decréscimo da qualidade pode agravar

riscos a saude e bem estar dos animais de companhia.

Perfil de ingredientes e sua correlagdo com conteddo de umidade, contaminagdo por

micotoxinas e infestac@o por insetos

A Tabela 7 apresenta resultados das analises para a determinacdo dos contetudos de
umidade e micotoxinas em alimentos para aves de companhia.

Ingredientes versus contaminacdo por micotoxinas e insetos: Amendoim e milho,
semente de girassol e frutas, foram os ingredientes majoritarios identificados como possiveis
substratos para contaminacdo por micotoxinas. Do total de amostras analisadas, amendoim e
milho estavam presentes em 50 e 52,8 % das amostras, respectivamente. Esses ingredientes
estavam presentes em 15 amostras embaladas e 3 e 4 nas comercializadas a granel,
respectivamente. Esses ingredientes estdo relacionados a possivel presenca de AFLs, e por
AFLs e Fusarium toxinas (FBs e ZON). Além desses grdos, como esperado a semente de
girassol foi identificada em grandes proporcdes nos alimentos, sendo relacionada a
contaminacdo por AFLs. Também foram encontradas com alta frequéncia frutas desidratadas
e/ou cristalizadas (55,6 %) relacionadas com a contaminacao de produtos com OTA e PTL.
Foi verificado que muitos dos ingredientes das amostras analisadas se encontravam
danificados e infestados por insetos. Os principais ingredientes infestados foram milho, arroz
e amendoim. Os insetos identificados foram das espécies de coleopteros, correspondentes ao
género Sitophilus spp. (Curculionidae) e a Sitophilus zeamais (milho), Sitophilus oryzae
(arroz), Sitophilus granarius (trigo), e Rhizopertha dominica (Bostrychidae). Esses insetos
sdo caracteristicos de infestacdo interna dos grdos, e foram encontrados vivos dentro das
amostras ainda embaladas. A contaminacgdo por insetos provaca o decréscimo da qualidade
dos alimentos, acarretando a perda do valor nutricional, diminuicdo no peso dos gréos, perda
do valor comercial dos produtos, além de favorecer a proliferacdo de fungos e contaminacao
por micotoxinas.

Contetido de umidade: Do total de amostras coletadas (36), 36 % apresentavam
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conteddo de umidade acima do preconizado pela legislagdo. Sendo que das 26 amostras
fechadas, 8 (30,8 %) estavam irregulares e das 10 avulsas 5 (50 %) estavam com a umidade
acima dos limites preconizados pela legislacdo para alimentos destinados para aves de
companhia, ou seja, acima de 12 % (BRASIL, 2003). Alguns rotulos inclusive colocavam os
niveis de garantia acima deste. Este fato aliado a composicdo complexa, pode ser fator
determinante para a contaminag&o por micotoxinas.

Micotoxinas: No presente estudo, todas as amostras apresentaram contaminacao por
AFLs, OTA, ZON ou FBs abaixo dos LOQs, ou seja, menores que 100; 100; 200; 250; 100;
80 ng.kg™ e 5 pg.kg™? para AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, OTA, ZON e FB; respectivamente.
Estes dados sdo corroborados com os obtidos por Scudamore et al. (1997), Maia e Pereira
Bastos de Sequeira (2002), Martins, Martins e Bernardo (2003) e Campos et al. (2008), nos
quais foram encontradas nenhuma ou baixas frequéncias de contamina¢do por micotoxinas
em amostras de alimentos completos secos (contelido de umidade < 12 %) para animais de
companhia (passaros). Scudamore et al. (1997) e Maia e Pereira Bastos de Sequeira (2002)
verificaram que as amostras que continham amendoins em sua composicdo foram as que
apresentaram contaminacdo por AFLs. Ja Campos et al. (2008) verificaram que o0s
ingredientes baseados em milho e sorgo eram 0s que apresentavam maior frequéncia e
quantidade de AFLs.

Em contrapartida, Henke et al. (2001) e Scussel et al. (2006) encontraram em seus
estudos elevada frequéncia e niveis de contaminacdo por micotoxinas como AFLs, OTA, FBs
e ZON, em alimentos para aves de estimacdo. Os autores também correlacionaram
contaminac&o por estas substancias com a presenca de ingredientes como amendoim e milho.

Embora, no presente estudo, os niveis de toxinas ndo fossem quantificaveis, foi
observado que amendoim, milho, sementes de girassol, frutas desidratadas e cristalizadas
estavam presentes na composicdo dos alimentos para aves de companhia em grande
proporcdo. A contaminagdo por micotoxinas tem sido correlacionada com a complexa
composigdo dos produtos destinados a alimentagéo de animais de companhia, por diversos
autores. A presenca de gréos e cereais, como milho, sorgo, soja, arroz, aveia, amendoim,
sementes de girassol, produtos derivados de ovo e leite, entre outros, podem sugerir esta
ocorréncia (HENKE et al., 2001; SCUSSEL et al., 2006, CAMPOS et al., 2008; SIMAO et
al., 2009). Além disso, os diferentes tipos de comercializacdo, armazenamento, localizacao
regional e clima (umidade relativa do ar) e contedo de umidade dos ingredientes e produtos
acabados sdo fatores que podem influenciar na qualidade de ragdes (HENKE et al., 2001;
ZWIERZCHOWSKI et al., 2004; CAMPOS et al., 2008; SIMAO et al., 2009).
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Alimentos para aves de companhia

Contetuido de umidade

Micotoxinas (ng.kg')

o T] ’ - e
Amostra n. Mﬁ/dua M:/na. Moa/xb. Dpe DI;-}Rd AFLs OTA' FB9 ZON®
(%) (%) (%) (%) AFB: AFB; AFG; AFG; TAFLs
Amostras empacotadas
1 20,84 20,38 21,11 0,41 1,95 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
2 9,96 9,38 10,98 0,89 8,92 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
3 11,63 11,45 11,76 0,16 1,41 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
4 10,99 10,71 11,18 0,25 2,29 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
5 9,44 9,13 9,79 0,33 3,53 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
6 10,03 10,02 10,03 0,01 0,09 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
7 15,39 15,30 15,48 0,09 0,58 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
8 11,28 11,00 11,79 0,45 3,96 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
9 11,41 11,06 11,73 0,34 2,95 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
10 10,79 9,76 11,63 0,95 8,81 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
11 10,09 8,52 12,32 1,98 19,67 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
12 11,76 11,20 12,17 0,50 425 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
13 12,39 11,97 12,99 0,54 4,34 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
14 10,26 9,95 10,85 0,51 4,99 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
15 10,66 10,32 10,86 0,30 2,77 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
16 11,18 10,88 11,15 0,32 2,85 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
18 12,26 10,62 14,27 1,85 15,09 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
20 10,84 10,29 11,65 0,72 6,62 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
22 11,95 11,12 12,99 0,95 7,98 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
24 6,28 6,24 6,33 0,05 0,73 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
26 11,58 12,61 12,88 0,19 1,62 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
28 9,09 8,95 9,23 0,14 1,59 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
30 13,05 13,26 13,55 0,21 1,58 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
32 12,37 12,34 12,38 0,02 0,17 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
34 13,05 12,99 13,14 0,08 0,58 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
36 12,36 11,10 13,06 1,09 8,86 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
Amostras a granel
17 10,67 9,17 12,27 1,55 14,54 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
19 11,58 11,06 12,03 0,49 4,24 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
21 11,56 10,93 12,68 0,97 8,40 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
23 11,14 10,65 11,60 0,48 4,26 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
25 13,25 13,26 13,64 0,27 2,02 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
27 12,99 12,85 13,14 0,15 1,15 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
29 13,26 13,17 13,38 0,11 0,86 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
31 12,99 12,92 13,07 0,08 0,59 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
33 10,43 10,39 10,49 0,05 0,48 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
35 13,65 12,38 14,53 1,12 8,23 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80

a = valor minimo b = valor maximo c¢ = Desvio Padrdo d = Desvio Padrao Relativo

e = Aflatoxinas f=Fumonisinas g = Ocratoxina A h =Zearalenona LOD e LOQ foram: 34 e 100; 34 e 100; 67 e 200; 83 e 250; 34 e 100; 27 e
80 ng.kg"' e 1,7 e 5 ug.kg" para AFB+, AFBz, AFG1, AFG2, OTA, ZON e FB+, respectivamente
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3.5 Conclusédo

Quanto ao perfil de ingredientes foi observado que novos produtos e tecnologias
estdo sendo empregados para producdo de alimentos completos, porém no caso dos produtos
para aves de companhia ainda h& o predominio da comercializacdo de produtos compostos por
misturas de grdos e frutos. Este fato gera grande variacdo quanto a composicdo basica dos
alimentos. Embora a complexa formulacdo das racdes e alimentos completos seja um fator
positivo para 0 aumento da qualidade nutricional dos produtos, a mé& qualidade dos
ingredientes pode ser um risco para a salude dos animais. Portanto, o desequilibrio entre as
formulac@es, a contaminacgéo dos ingredientes e a adi¢do indiscriminada de aditivos (corantes
artificiais) sao fatores de risco para a seguranca alimentar desses produtos.

Quanto o perfil de corantes foi observado que os corantes mais utilizados séo
artificiais. Poucas amostras apresentaram corantes naturais. Os corantes artificiais eram
aqueles permitidos na legislacdo brasileira, porém em algumas amostras ndo se conseguiu
identificar os corantes presentes. A dificuldade na identificacdo destes corantes ocorreu pelo
uso de quantidades ndo padronizadas, e por ndo se ter limites pré-estabelecidos pela
legislacéo.

Algumas industrias tém investido no desenvolvimento de rotulos explicativos e
completos, porém foi observado que ndo existe uma padronizacdo no que diz respeito a
alimentos para aves de companhia e este fato se deve a ambiglidade que a legislacdo permite.

Embora, os alimentos para aves de companhia eram compostos de ingredientes
passiveis de contaminacdo por micotoxinas, essas substancias foram detectadas em
guantidades muito pequenas (tracos). Cabe ressaltar que mesmo ndo encontrando quantidades
de micotoxinas acima dos LMRs preconizados pela legislacdo, o controle e avaliacdo da
qualidade desses produtos devem ser realizados constantemente, a fim de garantir a seguranga
destes alimentos.

No que se refere a pratica de comercializacdo de produtos a granel, destaca-se que
esta coloca em risco a qualidade dos produtos, uma vez que ndo se pode controlar todos 0s
fatores extrinsecos que 0s mesmos séo submetidos na comercializagao.

Na literatura cientifica sdo poucos os relatos referentes a qualidade dos produtos
voltados para a alimentacdo de animais de companhia, no que se referem a sua composigéo,
aditivos alimentares e contaminantes como micotoxinas e insetos. Além disso, foi observada
uma caréncia de regulamentacGes para o controle de qualidade de alimentos para esses

animais.
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AVALIACAO DA MICOBIOTA E DE MICOTOXINAS EM ALIMENTOS PARA
AVES DE COMPANHIA COMERCIALIZADAS NO SUDESTE E SUL DO BRASIL

4.1 Resumo

A contaminagdo por fungos e micotoxinas em ragdes para animais de producdo tém sido
extensivamente estudada. No entanto, um nicho tem chamado atencdo diferenciada
atualmente é: o mercado de alimentos para animais de companhia. Neste trabalho, foi
enfatizado um grupo de animais que nao tem recebido a necessaria atencdo em se tratando da
contaminacéo de seus alimentos por fungos e micotoxinas: as aves de companhia (silvestres e
exoticas). Espécies de aves de companhia silvestres tém sido consideradas animais de
companhia, uma vez que em paises como Estados Unidos a pratica de atrair e alimentar aves
em quintais e jardins de residéncias € comum (HENKE et al., 2001). O objetivo deste estudo
foi verificar a contaminacéo de alimentos para aves de companhia quanto a contaminacao por
bolores, leveduras e micotoxinas. Foram coletadas 36 amostras de alimentos completos ou
misturas de grdos para aves (sabia, curid, trinca-ferro, papagaio, passaro-preto, calopsitas,
entre outros) produzidas em diferentes regides brasileiras. Estes produtos foram adquiridos
em supermercados, agropecudrias e lojas especializadas neste tipo de alimento nas cidades de
Belo Horizonte, Floriandpolis, Passo Fundo, nos estados de Minas Gerais, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, respectivamente. A contagem total de bolores e leveduras foi realizada
utilizando métodos e meios de cultura convecionais. J& para determinacdo da micobiota
toxigénica foi utilizado meio diferencial dgar Aspergillus flavus e A. parasiticus. Para a
analise das micotoxinas foi utilizado o método de multi-toxinas (AFB;, AFB,, AFG;, AFG,
OTA, ZON e FB;) por cromatografia liquida e detec¢cdo massa/massa (LC-MS/MS). As fontes
de ionizacdo foram por: electrospray e quimica a pressao atmosférica. Os limites de detec¢édo
(LOD) e quantificacdo (LOQ) para AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, OTA, ZON e FB; foram: 34 e
100; 34 e 100; 67 e 200; 83 e 250; 34 e 100; 27 e 80 ng.kgt e 1,7 e 5 ug.kg'l,
respectivamente. A contagem média de bolores e leveduras foi 1,1 x 10° UFC/g, (min. 4,5 x
10° e méx. 6,6 x 10°). Foi observado que 75 % das amostras apresentaram contagem acima de
1 x 10* UFC/g, padréo este, preconizado pelo GMP (2007). Como esperado, as amostras
comercializadas & granel foram as que apresentaram maior contagem (min. 7,5 x 10° e méx.
4,5 x 10°), esse fato possivelmente esta relacionado ao tipo e condicdes de armazenagem a
gue as amostras sdo submetidas. Como esperado, houve uma correlacdo entre os contetidos de
umidades e a contagem de bolores e leveduras, sendo que as amostras com menor
porcentagem de umidades foram as que apresentaram também menor contagem total de
bolores e leveduras. Houve crescimento de col6nias leveduriformes em 44,4 % das amostras
valiadas de alimentos para aves de companhia. Os géneros de fungos filamentosos
encontrados foram Aspergillus e Cladosporium ambos em 47,2 % das amostras, seguido de
Mucor e Penicillium 38,9 e 27,8 %, respectivamente. Do total de amostras analisadas, 22,2 %
apresentaram crescimento de estirpes toxigénicas de Aspergillus. As espécies identificadas
foram: A. flavus, A. parasiticus, A. niger e A. ochraceus. Embora, as amostras analisadas
contivessem em sua composicdo ingredientes passiveis de contaminagdo por micotoxinas
como: ragéo (69,4 %), amendoim (52,8 %), milho (50 %), frutas desidratadas e cristalizadas
(55,6 %), semente de girassol (52,8 %), nenhuma amostra apresentou contaminagdo acima
dos LOQs para AFLs, OTA, FBs ou ZON.

Paravras-chave: aves de companhia, micobiota, fungos toxigénicos, micotoxinas, LC-
MS/MS,
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4.2 Introducgéo

A contaminacdo de alimentos destinados a animais de companhia por
microorganismos e substancias toxicas representa um risco para sua salude, tanto por inalacéo
(micélios, esporos), como por ingestdo (micotoxinas). Desordens respiratorias sdo associadas,
com a exposicdo a matérias-primas de méa qualidade contaminadas por fungos e Fusarium
toxinas, em zootécnicos e trabalhadores rurais. Em cavalos esportivos a exposi¢cdo a racdo
contaminada por fungos tem sido associada com inflamacdo das vias aéreas inferiores
(RAYMOND; SMITH; SWAMY, 2003).

Fungos podem contaminar cereais, alimentos e racGes durante os periodos de pré e
pos-colheita, armazenamento, fabricacdo e processamento de matérias-primas. Durante estes
periodos, a temperatura e a umidade tém um papel importante no crescimento dos fungos. Os
fungos filamentosos sdo mais frequentemente encontrados em cereais armazenados e
sementes oleaginosas, e 0s principais géneros sdo Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A
presenca desses fungos em alimentos provoca a deterioracdo, perda de nutrientes, a alteracéo
de propriedades organolépticas, contaminacdo por diferentes micotoxinas e a diminuicdo da
vida atil do produto (DEVEGOWDA,; CASTALDO, 2000; CAMPOS et al., 2008).

As espécies toxigénicas mais comuns de Aspergillus sdo A. flavus e A. parasiticus e
podem ser encontradas em varios tipos de alimentos (MAGNOLI et al., 2002; MARTINS;
MARTINS; BERNARDO, 2003; BUENO; SILVA; OLIVER, 2004). Estas espécies
produzem aflatoxinas (AFLs), micotoxinas mais toxicas, com efeitos carcinogénicos. Outras
espécies de Aspergillus, tais como o A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger produzem
ocratoxina A (OTA), e ja foram isoladas de cereais e de alimentos baseados em cereais e
grdos, em paises com clima subtropical e tropical (ACCENSI; ABARCA; CABANES, 2004,
MAGNOLI et al., 2006)

Diversas espécies de Penicillium sdo envolvidas na deterioragdo dos alimentos e 0s
principais metabdlitos toxicos deste género de fungos sdo: acido ciclopiazénico, patulina,
citrinina, acido penicilico (PITT; HOCKING, 1997).

Embora muitas espécies de Fusarium existam na natureza, um ndmero pequeno
contamina cereais nos campos. As principais micotoxinas produzidas por esse género sdo
fumonisinas (FBs) e zearalenona (ZON) e tricotecenos, e estdo associados a micotoxicoses em
animais de producdo (CAMPOS et al., 2008).

De acordo com Martins, Martins e Bernardo (2003), os alimentos destinados a

alimentacdo de animais de estimacdo sdo preparados com vegetais (cenoura, maméo e
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beterraba), cereais (milho, sorgo e arroz), e/ou carne (galinha, carne, peru e peixes), gordura,
vitaminas e minerais, sendo que durante sua fabricacéo, ele pode ser contaminado com os
esporos de fungos especialmente quando os gréos dos cereais sao moidos e o alimento é
granulado (SUAREZ, 1999). Além disso, esses alimentos podem conter quantidades
concentradas de toxinas (SCUDAMORE; NAWAZ; HETMANSKI, 1998; BOERMANS;
LEUNG, 2007).

No caso dos alimentos para aves de companhia, uma grande variedade de gréos de
cereais e nozes € encontrada em sua composicao e ainda sdo poucos 0s estudos especificos
para esta classe de animais.

A maioria das toxinas, principalmente AFLs, FBs e OTA s80 estaveis nas
circunstancias normais da manufatura de produtos alimentares, inclusive aos processos que
envolvem altas temperaturas (extrusdo e peletizacdo). Consequentemente, as toxinas presentes
na matéria-prima contaminada permanecerdo no produto final mesmo apds seu processamento
(CAMPOS et al., 2008). Logo, os 6rgdos reguladores devem se preocupar em garantir aos
consumidores a qualidade destes produtos quanto a presenca de micotoxinas como AFLs,
OTA, FBs e ZON (BOERMANS; LEUNG, 2007; SIMAO; SCUSSEL, 2008). A toxicidade
das micotoxinas estd associada a efeitos como: ictericia, hepatite, cancer hepético
(hepatotoxicidade), letargia, depressdo, (AFLs), teratogénico, imunossupressao,
nefrotoxicidade (nefrocarcinogénico) (OTA), estrogénicos, infertilidade (ZON), céncer
hepatico e renal (FBs) (NEWBERNE; BUTLER, 1969; RAZZAZI et al., 2001; HUSSEIN;
BRASEL, 2001; LEUNG; DIAZ-LLANO; SMITH, 2006). No Brasil a legislacdo vigente
para os limites maximos de residuos (LMR) permitidos para micotoxinas abrange apenas a
contaminacdo por AFLs (50 ug.kg™) em ingredientes e racdes para animais em geral (FAO,
2004). Logo, este regulamento ndo observa a especificidade dos efeitos toxicos em cada
espécie de animal, além disso, ndo abrange outras micotoxinas que podem acarretar
importantes prejuizos econdmicos aos agricultores, as industrias produtoras de alimentos e
racOes, e a salde dos animais. Em outros paises como, Estados Unidos e na Unido Européia, a
legislacdo ja regulamenta os LMRs para outras micotoxinas como ZON, OTA, FBS, (0,5 a 3;
0,05 a0,25; e 5 a 60 mg.kg™, respectivamente) entre outras, entretanto essas regulamentacdes
sdo mais especificas para cada espécie de animal (EC, 2006).

Em se tratando de animais de companhia, ainda ndo existe legislagéo oficial mundial
que regulamente a contaminagao por micotoxinas, porém algumas associa¢cdes como ANFAL-
PET (Brasil) e AAFCO (EUA), recomendam valores para AFLs (20 pg.kg™) (BRITO, 2009;
AAFCO, 2000).
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Embora muitos estudos e dados existam para aves de corte, poucos séo os relatos da
influéncia de fungos e micotoxinas na alimentacdo para aves de companhia. Considerando
este fato, e as condi¢des climaticas do Brasil bem como, a maior suscetibilidade das aves aos
efeitos toxicos das micotoxinas, foi realizado um estudo para avaliar a micobiota, sua possivel
toxigenicidade e a contaminacdo por micotoxinas em alimentos para papagaios, trinca-ferro,

passaro preto, sabi, calopsitas, curid, mandarim, entre outros.

4.3 Material e Métodos

Material

Amostras. Total de 36 amostras de alimentos para aves de companhia (papagaios, trinca-ferro,
passaro preto, sabid, calopsitas, curid, mandarim, entre outros), sendo 26 comercializadas em
embalagens lacradas e 10 comercializadas a granel. As amostras eram de 19 marcas diferentes
e produzidas nos estados de Minas Gerais (MG), Parana (PR), Rio Grande do Sul (RS), Santa
Catarina (SC) e Séo Paulo (SP).

Contetido de umidade. Dessecadores, discos de aluminio para determinagdo de umidade (50
mm X 40 mm ou @ 4 cm), balancas semi-analitica (CAB) e analitica (Mettler), estufas
bacterioldgicas (Fanen).

Testes micoldgicos. (a) meios de cultura: agar batata dextrosado (PDA- Himedia), agar
diferencial para A. flavus e A. parasiticus (AFPA, Fluka) e peptona bacteriolégica (Himedia);
(b) Cloranfenicol 98% (Sigma-Aldrich); (c) equipamentos: bico de Bunsen; autoclave
(Phoenix), balancas semi-analitica (CAB) e analitica (Mettler), estufa bacterioldgica (Fanen),
Estufa DBO - incubadora ajustada em 20-25°C (Dist), microscopio éptico (PZO),
microscopio estereoscopio (Carlzeiss Jena), contador de coldnias (Phoenix); (d) outros
materiais: vidrarias: erlenmeyer (2000 mL), tubos de ensaio, algas de Drygalski; pipetas
graduadas (0,5; 1; 2 e 10 mL), provetas (250 e 1000 mL); plésticos: placas de Petry
descartaveis e estéreis (90 x 15 mm JProlab), sacos amostradores e homogeneizadores
baglight® (190 mm x 300 mm - Interscience), pipetas automaticas 100; 1000 pl (Digipet),
ponteiras estereis com filtro 1000 pl (Greiner Labortechnik).

Andlise de micotoxinas (AFBs, FBs, ZON e OTA). (a) padrdes: AFLs (AFB;, AFB,, AFG; e
AFG,), FBs (FB; e FB,), ZON e OTA, todos da Sigma-Aldrich®; (b) solventes, reagentes:
metanol e PBS, p.a. (Vetec), acetonitrila e metanol (Carlos Herba e JT Baker - grau HPLC).

Metanol (Vetec - P.A.), agua Milli-Q (Sistema MilliQ, Millipore); (c) equipamentos:
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moinho/quarteador - Moedor de grdos (mesh: 13 mm), série Il (Romer Labs); liquidificadores
de aco inoxidavel (Skymsen Eletro) agitador de tubos, concentrador de amostras (Tecnal),
capela quimica; espectofotdmetro (Hitachi) e cromatografo liquido de alta eficiéncia (Agilent
1200) acoplado a detector MS: ABI 3200 QTrap (Applied Biosystem). (d) outros materiais:
beckers (50 mL), frascos com tampa de polietileno e septo de silicone (2 mL), microseringas
(Hamilton), pingas de inox, colunas de imunoafinidade AOZ (Vicam), cartuchos amino
quaternario (N* - Applied Separations) e coluna cromatografica Phenomenex, C18, 50 x 2,10

mm, tamanho de particula 2,6 pm.

Métodos

A metodologia desenvolvida para a avaliacdo dos alimentos para aves de companhia
iniciou com a coleta e preparo das amostras, seguida da realizacdo dos testes de conteido de
umidade, micoldgiocos e micotoxicoldgicos. A identificacdo das amostras e 0s procedimentos
realizados estdo sumarizados no Quadro 1 e Figura 1.

Coleta das amostras. As amostras foram coletadas por conveniéncia em agropecuarias,
supermercados e lojas especializadas em alimentacdo para animais de companhia, nas cidades
de Belo Horizonte, MG, Floriandpolis, SC e Passo Fundo, RS (produzidas em diferentes
estados das regides Sul e Sudeste), no ano de 2009. As amostras de produtos comerciais
estavam acondicionadas em embalagem (pacotes) lacradas (26) e as adquiridas a granel (10),
em sacos plasticos de polietileno. Os pacotes eram de 200 a 500 g dependendo da marca e/ou
fabricante. J& as amostras a granel foram adquiridas com peso total de 500 g cada. O Quadro
1, apresentado a seguir, reporta os detalhes de cada amostra coletada.

Preparo das amostras. Apds a coleta, as amostras foram homogeneizadas por quarteamento e
separadas em porcles para as analises micoldgicas (contagem total bolores e leveduras,
determinacdo da micobiota e potencial toxigénico das estirpes encontradas),
micotoxicoldgicas (AFLs, FBs, ZON e OTA) e de conteldo de umidade, com 25; 50 e 6 g,
respectivamente. As amostras restantes foram embaladas a vacuo, acondicionadas em caixa
acrilica com tampa e armazenadas em temperatura ambiente. As amostras analiticas
reservadas a avaliacdo de micotoxinas foram trituradas em moinho quarteador anteriormente a

analise.



Quadro 1. Local de fabricacdo, coleta e descri¢do das amostras de ragdo para aves de companhia avaliadas - embalagens fechadas e a granel

Fabricagao Alimento para aves de companhia
Estado Cidade Local de coleta Marca Descrigao Tipo Peso (g) Codigo
[A] Produto comercial (embalagem fechada)
SANTA CATARINA
Camborit Floriandpolis/SC Q Ragéo para sabia e passaro preto Extrusada/pelletizada 500 28
Palhoga Belo Horizonte/MG L Mistura para trinca-ferro com frutas Mistura de graos e ragdo extrusada 500 15
Sé&o José Floriandpolis/SC N Mistura para papagaio Mistura de graos 500 18
Floriandpolis/SC 0 Mistura trinca-ferro com frutas Mistura de graos e ragdo extrusada/pelletizada com frutas 500 22
Floriandpolis/SC N Paingo Alemé&o ou branco Graos 200 26
Floriandpolis/SC N Paingo Francés ou vermelho Gréos 200 30
Floriandpolis/SC N Paingo Chileno ou verde Gréos 200 32
Floriandpolis/SC N Paingo Colorido Gréos 200 34
Tubardo Passo Fundo/RS G Alimento para passaros Trinca-ferro frutas Mistura de gréos e ragdo extrusada 500 8
Passo Fundo/RS G Alimento para passaros Tinca-ferro gréos Mistura de gréos e ragdo extrusada 500 9
SAO PAULO
Campinas Passo Fundo/RS J Alimento especial para pixarro, trinca- ferro com frutas Mistura de gréos e ragdo extrusada 500 13
Floriandpolis/SC P Ragéo balanceada Sabia Pellets Extrusada/Pelletizada 200 24
Dourado Florianépolis/SC S Alimento super premium para aves com frutas Calopsitas Extrusada/pelletizada 300 36
Indaiatuba Passo Fundo/RS C Alimento especial para papagaio com frutas Racéo extrusada/pelletizada 400 12
Passo Fundo/RS C Racgao para passaros Brasileirinha silvestres Rac&o extrusada/pelletizada 500 3
Mogi Guagu Belo Horizonte/MG K Ragéo especial com frutas para pixarro/trinca-ferro Mistura de graos e ragdo extrusada 500 14
Mogi Mirim Passo Fundo/RS D Alimento completo para papagaios Mistura de gréos 500 4
Rio Claro Florianépolis/SC F Rac&o para trinca-ferro com frutas Mistura de gréos e ragdo extrusada/pelletizada 500 20
Passo Fundo/RS F Rac&o para passaros frutamix Mistura de gréos e frutas desidratadas cristalizadas 500 7
Sales de Oliveira Belo Horizonte/MG E Gorjeio alimento para animais Racao extrusada/pelletizada 500 6
MINAS GERAIS
Betim Belo Horizonte/MG A Mistura Premium para papagaios cacatuas e araras Mistura de gréos e ragdo extrusada pelletizada 500 5
Belo Horizonte/MG A Love birds Mistura para papagaios Frutas desidratadasicristalizadas 250 1
Belo Horizonte Belo Horizonte/MG M Rag&o para papagaio Mistura de gréos e ragdo extrusada 500 16
RIO GRANDE DO SUL
Passo Fundo Passo Fundo/RS H Mix para papagaio sem frutas Mistura de grdos 500 10
Passo Fundo/RS | Mix para papagaio com frutas Mistura de graos 500 11
PARANA
Cambara Passo Fundo/RS B Ragao para papagaios Mistura de grdos e ragdo extrusada/pelletizada 500 2
Total empacotadas 26
[B] Produto a granel (embalagem aberta)
SANTA CATARINA
Sé&o José Floriandpolis/SC N Rag&o para papagaio Mistura de gréos 500 17
Floriandpolis/SC 0 Mistura trinca-ferro com frutas Mistura de gréos e ragdo extrusada/pelletizada com frutas 500 21
Floriandpolis/SC 0 Mistura trinca-ferro com frutas Mistura de gréos e ragdo extrusada/pelletizada com frutas 500 23
Floriandpolis/SC N Paingo Alem&o ou branco — Gréos 500 25
Floriandpolis/SC N Alpiste branco e vermelho - Gréos 500 27
Florianépolis/SC N Paingo Francés ou vermelho — Gréos 500 29
Florianépolis/SC N Paingo Chileno ou verde - Gréos 500 31
Floriandpolis/SC R Ragao para passaros Canina — Extrusada/pelletizada com frutas 500 33
Florianépolis Floriandpolis/SC R Ragao para passaros Canina — Extrusada/pelletizada 500 35
SAO PAULO
Rio Claro Floriandpolis/SC F Racao para trinca-ferro Saporito Mix com frutas - Mistura de graos e racdo extrusada/pelletizada 500 19
Total 4 granel 10
Total geral 36
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ALIMENTO PARA AVES DE COMPANHIA

(909)
COLETA
PREPARO
Empacotada A granel
Micologia Conteudo de umidade Micotoxinas
v
Gravimetria \ 4
Extracéo
Contagem total l
Micobiota Micobiota toxigénica Limpeza
Identificacao Cartuchos (N*) IAC’s
(FBs) (AFLs, OTA e ZON)
LC - MS/MS

Figura 1. Fluxograma do estudo da contaminagéo de alimentos para aves de companhia por fungos e micotoxinas
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Determinacdo do contetdo de umidade. O conteudo de umidade dos alimentos para aves de
companhia foi determinado utilizando o método gravimétrico descrito na AOAC (2005). 2 g
de cada amostra foram dessecados em estufa a temperatura de 135 °C até peso constante
(variacdo menor que 0,05 g). Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3). O resultado
final foi determinado pela média dos resultados + o desvio padrdo relativo (DPR) e
correlacionados com a legislacao especifica e com os niveis de garantia relatados no rétulo.
Testes micologicos. (a) contagem total de bolores e leveduras: foram coletadas 25 g de cada
racdo em sacos estéreis de amostragem e foram adicionadas a 225 mL de agua peptonada
(0,1%), e ap6s agitacdo por 1 minuto, foram realizadas diluicdes seriadas (10" a 10®). De
cada concentracdo 0,1 mL foi transferido para o plaqueamento de superficie no meio de
cultura PDA (PITT; HOCKING; GLENN, 1983). O plagueamento foi realizado em duplicata
e a contagem total de bolores e leveduras foi expresso pela média dos plagueamentos em
UFC/g, ap6s a incubacdo das placas em estufa a 22-25 °C por 3-5 dias (APHA, 1992). Os
dados da contagem total de bolores e leveduras foram expressos de forma exponencial e
logaritmica (Microsoft Excel). (b) identificacdo da micobiota: as estirpes dos fungos
filamentosos detectados na contagem de bolores e leveduras foram isoladas e repicadas para
meio PDA e entdo foram identificados os principais géneros por microscopia (MACHIDA;
SAITO, 1999) e as principais espécies foram determinadas pelas chaves descritas por Samson
et al. (2002). (c) identificagdo da micobiota toxigénica: o plaqueamento foi realizado
conforme descrito na analise anterior (secdo b) utilizando como meio de cultura AFPA. A
identificacdo das estirpes toxigénicas foi realizada conforme metodologia descrita por Pitt,
Hocking e Glenn (1983) e por Samson et al. (2002).

Micotoxinas. As analises de AFLs (AFB;, AFB,, AFG; e AFG;), FBs (FB; e FB;), ZON e
OTA foram realizadas a partir de 50 g de amostra previamente triturada e quarteada. Para
extracao foi utilizado como solvente uma mistura de metanol:agua (80:20), para a limpeza do
extrato foram utilizadas colunas de imunoafinidade (AOZ, Vicam) e cartuchos amino
quaternario (N* - Applied Separations). A deteccdo e quantificacio das toxinas foram
realizadas por LC — MS/MS. A curva de calibracdo foi realizada com cinco pontos, em
triplicata (XAVIER; SCUSSEL, 2008). O gradiente de fase mével esta apresentado na Tabela
1.
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Tabela 1. Gradiente de fase movel (methanol:agua) para analise de micotoxinas em amostras
de alimentos para aves de companhia

etapa tempo (min) fluxo (ml/min.) metanol (%) agua (%)
0 3.00 1 45 55
1 5.00 1 15 85
2 5.01 1 0 100
3 12.90 1 0 100

Os LOD e LOQ foram: 34 e 100; 34 e 100; 67 e 200; 83 e 250; 34 e 100; 27 e 80 ng.kg'1 el7
e 5 pg.kg™ para AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, OTA, ZON e FB;, respectivamente. Nota: padrao
de FB, ndo foi detectado pelo método possivelmente por sua degradagdo na etapa de
transporte.

Andlise estatistica. Os dados foram tabulados e analisados por meio de andlise estatistica
descritiva, utilizando como instrumento programa ANOVA e teste de Tukey. Foi considerada

diferenga significativa com valor p< 0,05.
4.4 Resultados e Discussdo

Trabalhos referentes a contaminacdo de alimentos completos para animais de
companhia tém sido desenvolvidos em todo o mundo, principalmente pela representatividade
econdmica que este mercado tem apresentado, além do estreitamento das relagdes afetivas
entre humanos e animais de companhia. Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados de
conteddo de umidade, contagem total de bolores e leveduras, micobiota (identificacdo e
toxigenicidade) e micotoxinas para as amostras avaliadas.

Do total de amostras analisadas produzidas em diferentes estados das regides Sul e
Sudeste do Brasil, 52,8; 30,6; 8,3; 56 e 2,8 % eram de SC; SP; MG; RS e PR,
respectivamente. As amostras de produtos comerciais fechadas e a granel correspondiam a
72,2 e 27,8 %, respectivamente, do total de amostras coletadas. As espécies das aves a que se
destinavam os alimentos coletados eram principalmente trinca-ferro e papagaio, porém o0s

fabricantes destacavam que o0s produtos ndo eram de uso exclusivo para apenas uma especie.
Testes Micoldgicos.
Contagem total de bolores e leveduras. A contagem média de bolores e leveduras foi 1,1 x

10° UFC/g de alimento para aves de estimagdo (min. 4,5 x 10 e méx. 6,6 x 10°). As normas

para boas praticas de fabricacdo de alimentos (BPF) ou good manufacturing pratices (GMP)
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reportam que contagens de até 1 x 10* UFC/g indicam boas condicBes higiénico sanitérias dos
produtos (BRASIL, 2001; GMP, 2007), desta forma foi observado que 69,4 % das amostras
estavam com niveis acima deste valor. Foi observado também que as amostras
comercializadas a granel foram as que apresentaram maior contagem, sendo que 90 % delas
estavam acima de 1 x 10* UFC/g. J4 nas comercializadas empacotadas 61,5 % estavam acima
deste valor.

Das 26 amostras comerciais fechadas 10 apresentavam contagem de bolores e
leveduras abaixo ou igual a 10 UFC/g, sendo que destas 4 eram de SP, 2 de MG; 3 de SC; 1
do PR. Dos produtos que apresentaram boas condic¢des higiénico-sanitarias, 40; 30; 20 e 10 %
eram compostos por somente ragdo extrusada ou peletizada; mistura de grdos e racdo; s6 um
tipo de grdo e mistura de grdos e frutas, respectivamente. Das 16 amostras que indicavam
niveis de bolores e leveduras acima de 10* UFC/g, 11 apresentaram contagem intermediéria
(10* — 10° UFC/g), o que de acordo com Santos et al. (2000) e Andriguetto et al. (1990)
podem ser considerados niveis aceitdveis de contaminacdo para alimentos destinados a
animais. Dessas amostras, 4; 4; 2; 1 eram originarias de SC; SP; MG e RS, sendo que 54,5 %
eram compostas de mistura de graos e racdo; 27,3 % s6 de mistura de grdos com ou sem frutas
e 18,2 % s6 um tipo de grdo. Ja das 5 amostras que apresentaram contagem de bolores e
leveduras a niveis inaceitaveis (> 10° UFC/g), 3; 1 e 1 eram de SP; SC e RS, respectivamente
e eram compostas principalmente por misturas de grdos com ou sem frutas; mistura de gréos e
racdo e racdo com frutas. Outro fato observado foi que algumas das amostras que
apresentaram maior contaminacdo por fungos estavam infestadas por insetos, e ja
apresentavam odor de rancidez.

Das 10 amostras comercializadas a granel apenas uma (mistura de grdos e racgdo)
apresentava contagem boa de bolores e leveduras (< 10* UFC/g) sendo esta, do estado de SP.
Todas as outras amostras eram comercializadas em agropecudrias de SC e sua composicao era
principalmente de apenas um tipo de grao, seguida de mistura de gréos e racéo e ragdo com ou
sem adicdo de frutas. A venda de alimentos para aves de companhia a granel foi uma prética
observada principalmente em SC. Das 9 amostras com valores de contagem acima de 10*
UFC/g, 5 apresentaram contagem intermediaria ou aceitavel (10* — 10° UFC/g) e 4
inaceitavel. Foi verificado que apenas uma nas amostras a granel que continha umidade baixa
apresentou niveis elevados de bolores e leveduras. Este fendmeno pode ser justificado por se
tratar de uma amostra de composicdo complexa (mistura de gréos) e também pelo alto desvio
padrdo e desvio padrdo relativo (DP e DPR - grande variabilidade) encontrado para o

contetdo de umidade desta amostra.
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No presente estudo foi observado que os alimentos compostos por ragdes extrusadas
ou peletizadas apresentaram contagem menor que os alimentos compostos por mistura de
grdos. Portanto as amostras que apresentaram pior qualidade eram compostas por misturas de
grdos (com ou sem adicdo de racdo ou frutas) ou ainda somente um tipo de grdo e eram
comercializadas e produzidas no estado de SC .

Do total de amostras coletadas (36), cerca 36 % apresentavam contetdo de umidade
acima do preconizado pela legislacdo. Sendo que das 26 amostras fechadas, 30,8 % estavam
irregulares (<12 %) - limites preconizados pela legislacdo para alimentos completos secos -
(BRASIL, 2003; EC 2003; 2006). Como esperado, foi verificado que o contetido de umidade
foi maior nas amostras comercializadas a granel (10 amostras - 50 % <12 %). Além disso, foi
verificada uma correlacdo entre os conteldos de umidades, a composi¢do das amostras e a
contagem de bolores e leveduras, sendo que as amostras com menores conteidos de umidades
eram aquelas processadas utilizando técnicas como extrusdo ou peletizagdo (perdem umidade
durante processo) e foram as que apresentaram menores niveis de bolores e leveduras.
Algumas observacbes foram realizadas durante os experimentos. (a) 5 amostras com
conteddos de umidade relativamente altos (20,8 - 12,4 % com média de 15 %) tiveram
contagens baixas (min. 2,5 x 10° e méx. 4,0 x 10* com média de 1,9 x 10* CFU/qg). Este fato
pode estar relacionado com a composicdo dos produtos, bem como com tipo de
processamento e de embalagem utilizada para armazenagem (2 eram s6 um tipo de gréo, 2
estavam em embalagem aluminizada, com varias camadas e a vacuo, e 2 eram mistura de
grdos com frutas cristalizadas ou desidratadas as quais geralmente tem teor de umidade
maior); (b) nas amostras comercializadas empacotadas com maiores contagem de bolores e
leveduras (> 10° UFC/g), os contetidos de umidade ndo eram altos, porém DP e DPR
variaram muito. Este fato pode ser explicado pela composicdo das amostras que eram em 80
% misturas de grdo com adicdo ou ndo de frutas e raches, além disso, algumas dessas
amostras apresentavam infestacdo por insetos e odor caracteristico de rancidez; (c) das 10
amostras comercializadas a granel 6 possuiam produto idéntico comercializado em
embalagem lacrada, foi observado que destas 83,3 % apresentaram contagem maior se
comparadas com as comercializadas fechadas. Isso ocorre, pois esta pratica permite que 0s
alimentos fiquem expostos as intempéries climaticas e modificagdes atmosféricas.

A presenca de um contetdo de umidade elevado pode colaborar com o decréscimo
da qualidade do produto (p. ex. permite a proliferacdo de microorganismos e possivelmente
contaminagdo por toxinas) e acarretar prejuizos a saude animal. Este fato aliado a composicado

complexa (p. ex. grdos, substratos passiveis de contaminagdo) podem ser fatores
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determinantes para a contaminagédo por fungos e micotoxinas.

Para Gonzéles, Martinez e Resnik (1997) os cereais presentes nos alimentos para
animais de estimacdo sdo Otimos substratos para o crescimento de fungos. No Brasil, um
estudo realizado por Campos et al. (2008), as contagens totais de bolores e leveduras em
ingredientes para alimentos destinado & animais de companhia variaram de 1,3 x 10° a 1,5 x
10° CFU/g, sendo que o alimento com sorgo foi 0 que apresentou maior valor. Os autores
observaram que os ingredientes avaliados continham contaminacdo por fungos maior que 0s
alimentos prontos. Martins, Martins e Bernardo (2003), também verificaram, em seu estudo,
que todas as amostras apresentavam baixos niveis de contaminacdo por fungos (10* a 10?
CFU/g) se comparadas com cereais e ingredientes, porém nenhuma amostra apresentava
contaminacao acima de 10* CFU/g. Martins, Martins e Bernardo (2003) observaram que nos
alimentos para cdes a porcentagem da contaminacdo foi maior se comparado com as amostras
de sementes para aves de companhia. Este fato pode ser explicado, pois os alimentos de
animal de estimagdo prontos submetem-se a um processo de granulacdo durante sua
elaboracdo o que diminui os esporos vidveis dos fungos. O processo de extrusdo permite a
diminuicdo das contagens microbioldgicas, fato esse observado no presente estudo. Esta
informacdo coincide com estudos que relataram uma diminuicdo significativa de contagens de
fungos quando o processo de granulacdo foi realizado (CHELKOWSKI, 1991; DALCERO et
al., 2002).

Identificacdo da micobiota: os principais géneros de fungos filamentosos encontrados nas
amostras foram: Aspergillus spp e Cladosporium spp; Mucor spp; Penicillium spp; Rhizopus
spp; Fusarium spp; Acremonium spp e Emeristela spp, com 47,2; 38,9; 27,8; 22,2; 13,9; 5,6 e
2,8 %, respectivamente. A freqliéncia de contaminacdo por coldnias leveduriformes foi de
44,4 %. Os resultados encontrados neste estudo, para 0s principais géneros de fungos
filamentosos presentes em alimentos para aves de companhia sdo similares aos encontrados
por outros autores como Abarca et al. (1994) Scudamore et al.(1997), Bueno, Silva e Oliver
(2001), Martins, Martins e Bernardo (2003) e Campos et al. (2008).

Cabe ressaltar que a micobiota encontrada condiz com a composi¢do dos alimentos
para aves de companhia. Os dados da literatura destacam que Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Cladosporium, Rhizopus e Eurotium sdo os principais géneros fungicos
encontrados em racdes e seus ingredientes (milho, amendoim, soja, arroz, sorgo, trigo e
cevada) (SCUSSEL, 1998; SILVA, 2005).

Os principais géneros fungicos contaminantes de ragdes sdo Penicillium, Aspergillus
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e Fusarium, para bovinos, suinos e aves domésticas (ABARCA et al., 1994). Para aves
domeésticas e aves selvagens (silvestres), Scudamore et al. (1997) identificaram como géneros
fangicos Penicillium, Eurotium e Aspergillus. Dentre as espécies com maior prevaléncia em
alimentos no género Aspergillus, apareceram A. flavus, A. niger e A. terreus e no género
Mucor as principais espécies foram: M. racemosus, M. plumbeus e M. globosus. Além disso,
Martins, Martins e Bernardo (2003) identificaram a micoflora em 20 amostras de alimentos
para aves de companhia, sendo 10 para periquitos e 10 para catatuas. Os géneros mais
frequentes foram Aspergillus (58,3 %), Penicillium e Mucor (38,3 %). A espécie de
Aspergillus mais freqlente foi a de A. niger encontrada em 10,0 % para aves de companhia.
No estudo realizado por Campos et al. (2008), o género Aspergillus foi predominante (65-89
%), sequido por Penicillium e Fusarium spp. O Aspergillus flavus foi a principal espécie
identificada, seguida pelo A. sydowii, A. fumigatus, e A. versicolor. As frequéncias de
aparecimento de A. flavus variaram de 58% a 86%, exceto na refeigéo de sorgo.

No presente, estudo das 36 amostras avaliadas, apenas 4 (11,1 %) apresentaram
crescimento para género Fusarium, este resultado corrobora com os encontrados por Campos
et al. (2008), no qual apenas 11 % dos produtos finais destinados a animais de companhia
apresentaram este fungo. Cabe salientar, que o género Fusarium, possui exigéncias de
crescimento maiores quanto a umidade relativa, o conteldo de umidade se comparado com 0s
outros géneros (SCUSSEL, 1998; SAMSON et al., 2002). Foi verificada, assim como em
estudos precedentes, uma correlacdo entre o crescimento dos géneros fangicos e o conteddo
de umidade das amostras. Embora algumas amostras apresentassem conteido de umidade
relativamente baixo, as espécies fungicas identificadas podem apresentar risco para satde dos
animais de companhia. Todavia, ainda sdo poucos o0s relatos quanto a influéncia da micobiota
em alimentos para animais de companhia, logo, novos estudos devem ser realizados para

identificar o real risco desta contaminacdo na salde destes animais.

Avaliacdo da micobiota toxigénica dos alimentos para passaros: do total de amostras
analisadas, 25 % apresentaram crescimento de estirpes toxigénicas de Aspergillus. As
espécies identificadas foram: A. flavus, A. parasiticus, A. niger, A. ochraceus, e a fregliéncia
de aparecimento destas espécies foram de 13,9; 11,1; 5,6 e 5,6 %, respectivamente.

Das amostras comercializadas fechadas (26) e a granel (10), 26,9 e 20 %
apresentaram estirpes toxigénicas de Aspergillus. Foi observado que as estirpes toxigénicas
encontradas apareceram principalmente nas amostras com contagem de bolores e leveduras

elevada (> 10°> UFC/g) ou intermediéria (10* — 10 ®> UFC/g), com exce¢éo de uma amostra de
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mistura de gréos e racdo extrusada/peletizada (3,0 x 10° UFC/g).

Além disso, foi verificado que a composi¢do destes produtos era majoritariamente
formada de grdos de milho, semente de girassol, amendoim e racdo em proporcdes que
variavam de 2,1 — 18,8; 47,3 - 5,2; 2,4 — 25; 0 — 27,5 g/100 g, respectivamente. Apenas uma
amostra era composta por um Unico tipo de cereal (alpiste) e outra de uma mistura de frutas
desidratadas, cristalizadas e castanhas.

Quanto ao contetudo de umidade das amostras que apresentaram contaminagao por
Aspergillus toxigénicos, foi observado que os valores encontrados de trés produtos estavam
acima do valor permitido pela legislacdo (< 12 %), porém foi observado que DP e DPR
apresentados nas amostras restantes foram altos.

Os resultados encontrados corroboram com os estudos realizados por Magnoli et al.
(1998) e Fraga et al. (2007), nos quais as estirpes aflatoxigénicas de A. flavus apareceram com
baixa frequéncia, ou seja, 47 e 21,3 %, respectivamente, em racOes para aves de producao.
Porém, no estudo realizado por Campos et al. (2008), todos os ingredientes avaliados
apresentaram estirpes aflatoxigénicas de A. flavus com freqiéncia de 70-77 %. Ja nos
alimentos completos para animais de companhia a freqliéncia foi menor com 57 %. Para
Betina (1989), as principais espécies toxigénicas de Aspergillus sdo: A. flavus, A. parasiticus,
A. nominus, A. fumigatus, A. versicolor e A. ochraceus, presentes em cereais e graos e
vegetais. Dentre estas espécies A. flavus, A. parasiticus, A. nominus e A. ochraceus, A.
carbonarius e A. niger, sdo capazes de produzir AFLs e OTA, respectivamente (SCUSSEL,
1998; SAMSON et al., 2002, ACCENSI; ABARCA; CABANES, 2004; MAGNOLI et al.,
2006).

Os estudos relacionados com a determinacdo do potencial toxigénico de fungos
filamentosos em alimentos para animais de companhia sdo insuficientes. Além disso, de
acordo com o0s autores supracitados, ndo existem levantamentos da producdo de AFLs
produzidas por estirpes isoladas de A. flavus presentes nesses produtos.

Cabe ressaltar que a identificacdo de espécies toxigénicas e sua relacdo com os tipos
de ingredientes utilizados para producdo de alimentos e racdes é de suma importancia. Uma
vez que a determinagdo do risco da contaminagao por micotoxinas pode ser relacionado com a
presenca estirpes toxigénicas. Porém, a presenca desses fungos néo indica a producéo e/ou
contaminacdo obrigatéria desses produtos por micotoxinas, mas sim indicativos da
sobrevivéncia de estirpes aflatoxigénicas e ocratoxigénicas ao processo da manufatura,
(processo de extrusdo e peletizacdo), ou seja, indicios de risco potencial para salde dos

animais.
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Micotoxinas: no presente estudo, todas as amostras apresentaram contaminagdo por AFLs,
OTA, ZON ou FBs abaixo dos LOQs, ou seja, menores que 100; 100; 200; 250; 100; 80
ng.kg™ e 5 pg.kg™ para AFBy, AFB,, AFG;, AFG,, OTA, ZON e FB; respectivamente. Estes
dados sdo corroborados com os obtidos por Scudamore et al. (1997) Maia e Pereira Bastos de
Sequeira (2002), Martins, Martins e Bernardo (2003) e Campos et al. (2008), nos quais foram
encontradas nenhuma ou baixas freqiiéncias de contaminag@o por micotoxinas em amostras de
alimentos completos secos (conteudo de umidade < 12 %) para animais de estimacdo
(passaros).

Scudamore et al. (1997) analisaram 30 amostras de alimentos para aves de
companhia, (15 domésticas e 15 silvestres). As toxinas analisadas foram AFB;, OTA e FB;.
Das 30 amostras analisadas 23,3 % estavam contaminadas com alguma das toxinas, sendo que
2 dessas amostras apresentaram as maiores concentracdes para AFB; e OTA, 370 e 7 pg.kg™,
respectivamente. Estes resultados foram muitos semelhantes aos encontrados por Maia e
Pereira Bastos de Sequeira (2002), os quais avaliaram 30 amostras de alimento para aves de
companhia, comercializadas no Brasil, quanto a presenca por AFLs, das quais 26,7 % estavam
contaminadas. Embora a frequéncia de toxinas fosse baixa, a concentracdo média encontrada
para as amostras de alimentos para passaros foi de 110 pg.kg'l. Scudamore et al. (1997) e
Maia e Pereira Bastos de Sequeira (2002) verificaram que as amostras que continham
amendoins em sua composicdo foram as que apresentaram contaminagdo por AFLs.
Conforme os autores, a grande frequéncia de AFB; em alimentos para aves de companhia,
espécie altamente suscetivel aos efeitos tdxicos das AFLs, confirma a necessidade da re-
avaliacdo do uso do amendoim e/ou a adi¢do de fungicidas ao alimento. Martins, Martins e
Bernardo (2003) analisaram 20 amostras de alimentos para aves de companhia (10 papagaios
e 10 canarios), sendo que nenhuma apresentou contaminacao por micotoxinas. No estudo de
Campos et al. (2008), nenhuma das amostras de alimentos completos prontos apresentou
contaminacdo por AFLs acima dos limites de quantificagdo, porém quando avaliados os
ingredientes utilizados na fabricacdo destes produtos, a frequéncia de contaminacgéo foi alta.
Para os graos de milho, refeicdes de milho, sorgo e milho combinado com glaten a freqliéncia
de contaminacéo foi 100, 100, 100 e 70 %, respectivamente.

Em contrapartida, Henke et al. (2001) Zwierzchoswski et al. (2004) e Scussel et al.
(2006) encontraram em seus estudos elevada frequéncia e niveis de contaminacdo em
alimentos para animais de estimacao.

Henke et al. (2001) coletaram 142 amostras de sementes para aves de companhia

silvestres em diferentes regides do Texas. As concentragdes do somatério de AFLs nas
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amostras variaram de ndo detectavel a 2.780 pg.kg™. Do total de amostras analisadas, 17 %
(24) apresentavam concentracdes acima de 100 pg.kg™. Além disso, Zwierzchoswski et al.
(2004) verificaram que 84,2 % das amostras analisadas de alimentos padrdes e terapéuticos
para cdes estavam contaminadas com ZON. Em um estudo realizado por Scussel et al. (2006)
foram avaliadas 19 amostras para alimentacdo para aves de companhia. As micotoxinas
avaliadas foram: AFLs, OTA, ZON e FBs. Todos os alimentos para aves de companhia
apresentaram contaminacdo por alguma toxina, a freqtiéncia de contaminacgéo por cada toxina
foi: 94,7; 78,9; 89,5 e 100 % e os niveis variaram entre 0,22 — 4,77; 0,36 — 9,04; 1,23 - 4,67 e
2,87 — 153 pg.kg™, para AFB;; AFB,, AFG;, AFG,, respectivamente. Para OTA e ZON as
freqUéncias foram de 42,1 e 15,8 % e os niveis variaram entre 3,11 — 750 e 6,33 — 19,7 pg.kg"
! respectivamente.

Embora os niveis de toxinas ndo fossem quantificaveis, neste estudo foi observado
que amendoim, milho, sementes de girassol, frutas desidratadas e cristalizadas estavam
presentes na composi¢do dos alimentos para aves de companhia em grande proporcéo, e que
muitos dos ingredientes se encontravam danificados e infestados por insetos, fato estes que
poderiam favorecer a proliferacdo de fungos e formacdo de micotoxinas. A contaminacao por
micotoxinas tem sido correlacionada com a complexa composicao dos produtos destinados a
alimentacdo de animais de companhia, por diversos autores. A presenca de grdos e cereais,
como milho, sorgo, soja, arroz, aveia, amendoim, sementes de girassol, produtos derivados de
ovo e leite, entre outros, podem sugerir esta ocorréncia (HENKE et al., 2001; SCUSSEL et
al., 2006; CAMPOS et al., 2008; SIMAO et al., 2009). Além disso, os diferentes tipos de
comercializacdo, armazenamento, localizacdo regional e clima (umidade relativa do ar) e
contetdo de umidade dos ingredientes e produtos acabados sao fatores que podem influenciar
na qualidade de racdes (HENKE et al., 2001; ZWIERZCHOSWSKI et al. 2004; CAMPOS et
al., 2008; SIMAO et al., 2009).
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Tabela 2. Contagem total de bolores e leveduras, micobiota, espécies toxigénicas de Aspergillus, conteddo de umidade e niveis de micotoxinas em amostras

para aves de companhia

Alimentos para aves de companhia

Fungos Conteudo de umidade Micotoxinas (ng.kg")
Amostran. Contagem total Micobiota Média  Min.  Maxb. DPR AFLse
R Espécies toxigénicas de (%) (%) (%) DPe (%) OTA' FBqs ZON®
(102) CFU/g Log CFU/g Géneros Aspergill o o 0 o AFB;  AFB; AFGy AFG; XAFLs
pergillus

Amostras empacotadas
1 400 4,60 Acremonium Aspergillus Cladosporium A.niger 20,84 20,38 21,11 0,41 195 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
2 60 3,78 Leveduras Penicilium NCi 9,96 9,38 10,98 0,89 892 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
3 35 3,54 Aspergillus Cladosporium Mucor Rhizopus NC 11,63 11,45 11,76 0,16 1,41 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
4 740 4,87 Aspergilus Leveduras Mucor Rhizopus A. ochraceus 10,99 10,71 11,18 0,25 2,29 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
5 25 3,40 Acremonium Cladosporium Leveduras NC 9,44 9,13 9,79 0,33 353 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
6 45 2,65 Cladosporium Mucor NC 10,03 10,02 10,03 0,01 009 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
7 50 3,70 Leveduras Mucor NC 15,39 15,30 1548 0,09 058 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
8 400 4,60 Aspergillus Cladosporium Leveduras A. flavus 11,28 11,00 11,79 0,45 3,96 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
9 840 4,92 Cladosporium Rhizopus NC 1141 11,06 11,73 0,34 295 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
10 170 4,22 Aspergillus Fusarium NC 10,79 9,76 1163 0,95 8,81 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
11 1200 5,06 Aspergillus (nigri) 2 flavus_ ) 10,09 8,52 12,32 1,98 1967 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80

. parasiticus

12 30 3,48 Aspergillus Leveduras Cladosporium 2 ZZ‘;:ssiticus 11,76 11,20 1217 0,50 425 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
13 150 418 Cladosporium Leveduras Penicilium NC 12,39 11,97 1299 0,54 434 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
14 180 4,24 Cladosporium Leveduras Mucor NC 10,26 9,95 10,85 0,51 499 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
15 6600 5,82 Leveduras Emericella NC 10,66 10,32 10,86 0,30 277 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
16 170 5,23 Leveduras Peniccilium NC 11,18 10,88 11,15 0,32 285 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
18 1200 4,08 Penicillium Aspergillus A. ochraceus 12,26 10,62 14,27 185 1509 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
20 130 3,48 Mucor Leveduras NC 10,84 10,29 1165 0,72 662 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
22 3700 5,54 Fusarium Rhizopus A. parasiticus 11,95 11,12 1299 0,9 798 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
24 35 5,48 Penicillum Mucor NC 6,28 6,24 6,33 0,05 0,73 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
26 11 4,04 Cladosporium NC 11,58 12,61 12,88 0,19 162 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
28 60 3,78 Aspergilus Cladosporium Leveduras NC 9,09 8,95 9,23 0,14 1,59 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
30 350 3,54 Cladosporium Mucor Peniccilium NC 13,05 13,26 1355 0,21 158 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
32 740 4,87 Aspergilus Rhizopus Mucor NC 12,37 12,34 12,38 0,02 0,17 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
34 25 3,40 Aspergilus Cladosporium Leveduras NC 13,05 12,99 13,14 0,08 058 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
36 1600 5,19 Penicilium Fusarium Rhizopus Mucor NC 12,36 11,10 13,06 1,09 886 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80

Amostras a granel
17 4500 5,65 Aspergilus 2‘ Z;ggs ft‘i'c Z‘:"“S 1067 917 1227 155 1454 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
19 75 488 Mucor Levedura NC 11,58 11,06 1203 049 424 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
21 160 4,20 Leveduras NC 11,56 10,93 1268 0,97 840 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
23 600 578 Aspergillus Cladosporium Mucor Peniccilium NC 11,14 10,65 1160 048 426 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
25 250 5,40 Cladosporium Aspergillus A. flavus 13,25 13,26 1364 0,27 202 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
27 840 4,92 Aspergilus Cladosporium Mucor NC 12,99 12,85 13,14 0,15 115 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
29 1200 5,06 Aspergilus Cladosporium Leveduras NC 13,26 13,17 13,38 0,11 086 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
31 1200 4,08 Fusarium Penicilium Rhizopus NC 12,99 12,92 13,07 0,08 059 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
33 130 3,48 Aspergillus NC 10,43 10,39 1049 0,05 048 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80
35 1600 5,19 Penicilium Fusarium Rhizopus Mucor NC 13,65 12,38 14,53 1,12 823 <100 <100 <200 <250 <650 <100 <5000 <80

a = valor minimo b = valor maximo ¢ = Desvio Padrdo d = Desvio Padrao Relativo
Mg.kg! para AFB+, AFB;, AFG1, AFG,, OTA, ZON e FB;, respectivamente

e = Aflatoxinas f = Fumonisinas

g = Ocratoxina A h = Zearalenona

LOD e LOQ foram: 34 e 100; 34 e 100; 67 e 200; 83 e 250; 34 e 100; 27 e 80 ng.kg'e 1,7e 5
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4.5 Conclusdo

O contetdo de umidade nos alimentos para aves de companhia é fator determinante
para o crescimento de bolores e leveduras, inclusive das espécies toxigénicas. Alem disso, 0s
tipos e caracteristicas dos ingredientes utilizados na manufatura dos produtos, as condi¢6es do
clima, bem como as formas de processamento, armazenamento e comercializagdo podem
afetar a qualidade higiénico-sanitaria e toxicologica das amostras.

Embora tenha sido observada a presenca de estirpes toxigénicas nas amostras
analisadas, os niveis de contaminagdo por micotoxinas foram baixos, 0 que indica boa
qualidade dos ingredientes utilizados na producdo dos alimentos, bem como contetdo de
umidade das amostras estavam em niveis seguros para impedir a proliferacdo dos fungos e a
contaminacdo por micotoxinas. Desta forma, as informacdes sobre a qualidade de
ingredientes, micobiota, fungos toxigénicos, sdo importantes para determinar o risco de
contaminag&o por micotoxinas em alimentos para animais de companhia.

Cabe ressaltar, que para prevenir as micotoxicoses nesses animais, € necessario
observar alguns procedimentos importantes como: selecdo de ingredientes (boa qualidade,
baixo conteido de umidade) investir em processos de descontaminagdo, armazenagem segura
e processamento que possam controlar os fatores que favorecem a contaminagdo (umidade,
pH, bem como embalagem). Além disso, os ingredientes e produtos finais devem ser

constantemente avaliados para garantir sua qualidade quanto a presenca de micotoxinas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O mercado de alimentos para animais de companhia esta em pleno desenvolvimento
em todo o mundo, e devido a essa evolucdo os consumidores tem se mostrado cada vez mais
exigentes. Desta forma, a cada dia novos produtos mais chamativos aparecem no mercado.
Entretanto, foi verificado que o segmento voltado para aves de companhia ndo tem
acompanhado o de cdes e gatos, uma vez que 0s alimentos para essas espécies de animais
ainda sdo artesanais, ou seja, baseados em gréos e suas misturas. Alguns grandes produtores ja
tém desenvolvido alimentos completos (processados) para esses animais, e foi verificada a
adicéo de aditivos sensoriais (corantes artificiais) com alta freqliéncia.

Porém em se tratando da adicdo de corantes artificiais e perfil dos ingredientes, foi
observada uma grande variacdo entre os produtos, inclusive para animais da mesma espécie.
Este fato permite considerar esses parametros como riscos potenciais para a satde das aves de
companhia quanto a qualidade nutricional e toxicoldgica dos alimentos.

Quanto mais complexa a formulacdo de um alimento maior a diversidade de
nutrientes disponiveis, porém maior a possibilidade de contaminagdo tanto microbioldgica
como micotoxicoldgica. Muitos fatores podem favorecer o desenvolvimento de fungos e
producdo de micotoxinas em alimentos para aves de companhia. Apesar de alguns alimentos
completos apresentarem contetdo de umidade e contagem de bolores e leveduras acima dos
padrdes preconizados pela legislacdo e pelas normas de boas praticas de fabricacdo, as
amostras encontravam-se seguras quanto 0s parametros micotoxicologicos.

Observou-se que ainda sdo poucos 0s estudos existentes que abordem a qualidade de
alimentos para animais de companhia. Além disso, a legislacdo brasileira especifica para estes
produtos é muito recente (2009) e apresenta uma série de lacunas que ndo permitem uma
avaliacdo mais rigorosa da qualidade e da seguranca destes alimentos.

Com relagdo a comercializacdo de alimentos para aves de companhia a granel
(fracionado), percebeu-se que esta pratica pode colaborar com o decréscimo da qualidade dos
produtos, portanto, pode ser considerada um problema para preservacdo da salde dos animais.

Em funcdo do impacto que podem causar na satde dos animais de companhia, bem
como 0s prejuizos econdmicos (produtores) e emocionais (donos desses animais), 0
monitoramento da qualidade toxicoldgica e nutricional dos alimentos completos deve ser
realizado freqlientemente. Assim verificou-se que os resultados obtidos podem contribuir com
futuros estudos e com a busca e manutencao da seguranca dos alimentos destinados a animais

de companbhia.
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Phycotoxins, Istambul, Turquia, 2007

P

-1 International IUPAC Symposium on Mycotoxins and Phycotoxins::: Pagina 1 de

U111 4 & A

Home

- Invitation Letier
- Information

4+ Committees

- Programme

-; Abstract

-~ Registration

» Sponsors

-+ Login

.- Contact

http://iupac2007-mycotoxin.atal.tubitak.gov. tr/sfp. php?p=poster&id=7

9

Thu, Dec 1.

SCIENTIFIC PROGRAMME

Oral Presentations

Monday, 21st May 2007
Tuesday, 22nd May 2007
Wednesday,23rd May 2007
Thursday, 24th May 2007

Friday, 25th May 2007

Poster Prasentations

Monday, 21st May 2007

Tuesday, 22nd May 2007

Session 2.1.

Paralytic Shellfish Poisoning (PSP}

1073 f Germany

Determination of PSP toxins {saxitoxins) -
derivatization
Buck, C., Thiclert, G.M.

Interiaboratory exercises on paralytic shelifish
poisoning toxins determination in the European

1197 / Spain Nebwork of National Reference Laboratories of Marine
Biotoxins.
B=n-Gigirey, B., Rodriguez-Velasca, M., Botana, L.M.
shellfich matrices do not interfere with psp toxin
detecton using an spr-based biocsensor assay. BIOCOP
1220 / Spain Poster.

Natalia Vilarifio, Eva S. Fonfria, Katrina Campbell, Chris Elliot,
\Simon A, Haughey, Luis M. Botana

1374 f Japan

Within-day variations in response of the mouse
bioassay using both sexes of mice for routinely
extracted paralytic shellfish poisoning toxins
Machii, K., Kawasaki, M.

Session 2.2.

Amnesic Shellfish Poisoning{asp) And Other Marine
Toxins

:

L

Developmental toxicity of okadaic acid in zebrafish,

|

13/12/2007




X1 International IUPAC Symposium on Mycotoxins and Phycotoxins::: Pagina 7 de 9

d 1357 / Brazil
i SN

“3

L] & O
sin nd environmental friendiy solvents
irmdo, V, Dos Reis, L.C.F, Da Rocha, M. W, Paludo, E., Xavicr,
.J.M, Scussel

srformance of an AQAC TLC method for aflatoxins
H = s

) &

Vel
=
=

[%

7]

1365 § Brazil

Two interlaboratory control programs involving
mycotoxin laboratories from coffee producing
countries within two international projects: global
FAD/ICO/CFC project GCP/INT/743/CFC
enhancement of coffee quality through prevention of
mould formaton&the technical cooperation

rEf{ene A. Santos, Luciana De Castro, Regina Coeli A. franga, 3o
CEsar Garcia, Ana Lucia Lopes, Eugénia A, Vargas

1366 { Brazil

Ten years of interlaboratory control for the Brazilian

minisiry of agriculiure, livestock and supply (MAPA)'s
mycotoxin licensed laboratories nebwork

uriana De Castro, Cristiane M. G. Silva, Eliene A, Santos, Regina
Coeli A. Franga, Romana A Souza , Ana L Ucia Lopes, Patricia A.
\Martins , Eugenia A Vargas

1367 { Brazil

Interiaboratory contro!l involving participant
iaboratories within the INCO-DEY MYCOTOX PROJECT
2003-2005 “the development of a food quality
managament system for the control of mycotoxins in
cereal production and processing chiains in Latin
America, South Cone Counliies

Luciana De Castro, Eliene A Santos., Regina Caeli A Franga,
\Jacqueline Cea, MArio V Herrera., Otniel Freitas-Silva , Eugenia A
Vargas

1368 / Brazi!

Evaluation of a flow-through rapid test kit for
ochratoxin A kit in green coffee samples under the
techinical cooperation project between food and
agriculture organization {FAQ) and the ministiy of
agricuiture, Livestock and Supply {MAPA) of Brazil
\clicne A. Santos, Ariane A. G. Searcs, Pedro Prates, Eugeria A
Vargas

1375 / Canada

BN

sHCudbre s High-speed Counter-current Chromatography

purification of Patulin from Penicillium Expansum

ersus Preparative High Performace Liquid
Chromatography :
\lianwei He, Rong Tsac, Ting Zhou, Raymond Yang

1376 / Turkey

Application of technical requirements of ISO/IEC
17025 In to & routine aflatoxin analysis Iaboratories
Omerogiu, Yoici P., Saner, S., Durmaz, G., Karadag, A

1391 / Brazil

Effect of ime interval prior to drying step on natural
fumonisin contamination in freshly harvested corn of
the state of paran4, Brazil

mMarcelo Da Silva, Edie Vizeni, Glauce T, Garcia, Fermando A.
\Fracdo, Plinio P.M. Uchoa Jr, Myrna Sabina, Joice Sifuentes Dos
Santos, Osamu Kawarnura, Elisa Y. Hircoka, Elisabete Y. 5. Ono

1392 / Brazil

Tmmunoassay for fusarium Sp. detection in coin
Paula G. Meirelles, Mario A. Ono, Eiko M. Itano, Osamu Kawamura,
Myrna Sabina, Elisa Y. Hirooka, Elisabete Y. 8. Ono

1408 / Brazil

tmmunochemical method for mycotoxin detacton:
production of immunoreagent with emphasis on
ochratoxin for application in agri-food system

Simene Fujii, Eike N. itano, Elisabete Y. Sataque Oneo, Luciana
iayashi, Joice S. Santos, Ricardo Marcelo Reche Ribeiro, Cassia L.
Takabayashi, Maria Brigida Dos Santos Scholz, Ivone Mizubuti,
Carlos Kemmelmeaier, Myrna Sabino, (Mario A. Ono, Tereza Cristina

1416 f United
Kingdom

Improved methods of analysis for T-2 and HT-2 in
cereals using immunoaffinity celumns
A Pollock, E. Martey , C Donnelly

1426 7 Ttaly

Development of immunoafiinity columns for
simultanenus analysis of aflatoxins, ochratoxin A,
fumonisins, deoxynivalenol, zearalenons, T-2 and HT-
2 toxins by liquid chromatography tandem mass
spectrometry

Solfrizzo M., V.M. T, Lattanzio, 5. Fowers, A Visconti

hitp://iupac200 7-mycotoxin atal tubitak gov.tr/sfp. php?p=poster&id=7 13/12/2007

174



X1 International IUPAC Symposium on Mycotoxins and Phycotoxins

Home

Information

Committees

Programime

Abstracts List

)

Listof

articipants

Sponsors

Contact

http://googlemail .com/ attachment?realattid=f fa59szuu&attid=0.1 &disp=safe&view=...

Abstract Details

i Corresponding
i author name

Corresponding
Author Adress

i Corresponding
i Auther E-Mail

i Abstract

: Keywords

: Several countries still use the TLC (thin layer chromatography) mel
. {AF1s) analysis recommended by the AOAC. Those methods requir
: prior and during chromatography, most of them being toxic {benze
: The extent of technician’s exposure to those solvents may lead to ¢
: Occupational safety and health agencies recommend threshold limi
. weighted average of airborne concentration (TILV/TWA} of solvents,
. exposure without adverse effects. Thus we evaluated the performa
| AGAC TIC method for AFls (arts. 975.36 and 968.22) when maodifi
: environmental friendly solvenis. The evaluated steps were clean ur
: dissolution and elution sotvent system. Solvent studied: dichlorome
: toluene. AFL levels: 1 & 5 for AFB1 ug.kg-1and 2; 4 & 20 pg.kg-1
: (AFB1+AFB2+AFGI+AFG?2), coresponding to MRLs of FU & Mercos
' Mercosur/USA/ Brazil, respectively. The modified method presented
: not significant chromatoegraphy Rfs variation, and higher TIV/TWA.
: broader than when using the AOAC solvent system leading to a low
‘reading. The recovery was 19% lower than the AOAC method. Des
: improved with further adjustments. The most important is that the
: those three solvents (dichloromethane, toluene and acetone} for te
 (TLV/TWA) per workday was higher (50/174; 50/188 and 750/178i
- work enviranment than those of AOAC (10/32; 10/50, 750/1780 fo
: chloroform.and acetone).

Pagina 1 de 1

' : performance of an AOAC TLC method for aﬂatoxms using safer and
: friendly solvents

Simao, ¥, Dos Reis, L.C.F, Da Rocha, M. W, Paludo, E., Xavier, 1.1.1

V.M. Scussel

 LABMICO, Food Science and Technology Department, Center of Agl
| Federal University of Santa Catarina, PO. Box 476, Florianopolis —

vildescusse! _2000@ yahoo.co.uk

- aflatoxins, AOAC method, modification, dichloromethane, acefone,
: toluena

13/12/2007

175



"

» XV CONGRESSO BRASILEIRO DE \

Revista Brasileira
de Toxicologia

ISSN 1415-2983

Brazilian Journal of Toxicology

Orgio Oficial da Sociedade Brasileira de Toxicologia

@ Sociedade -
Brasileira de Toxicologia

- 35Vd11trpe 20 - Sﬁplementb 1 3 novembr02007 ,

176

APENDICE B — Resumo do trabalho “Avaliacio da contaminaciio por micotoxinas em amendoim,
milho, e soja no periodo de 2002 a 2007” apresentado no XV Congresso Brasileiro de Toxicologia,

Buazios (RJ), 2007



Alimentos

Poster XV Congresso Brasileiro de Toxicologia
PO 211

AVALIACAO DA CONTAMINACAO POR MICOTOXINAS EM AMENDOIM, MILHO E
SOJA NO PERIODO DE 2002 A 2007.

SCUSSEL, V. M.1.; GIORDANO, B. N. E.1; SIMAO, V. * I; XAVIER, J. J. M.1; NONES, J;
ZANETTE, A. P. C.1; MANFIO, D.1 ; DOS REIS, L. F. C. 1; DA ROCHA, M. W. 1. - 1
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos/LABMICO, Florianépolis, SC, Brasil.

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por certas espécies fingicas que causam efeitos toxicos quando
ingeridas por humanos e animais. Os principais efeitos relacionados a ingestdo de alimentos contaminados com
micotoxinas sdo sintomas gastrintcstinais, desnutri¢io, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, carcinogénese, mutagénese,
podendo levar ao 0Obito. Este trabalho teve como objetivo avaliar os dados referentes & contaminagdo por fumonisinas
(FBy; FB,), aflatoxinas (AFB,; AFB,; AFG;; AFG,), zearalenona (ZON) ocratoxina A (OTA) e esterigmatocistina
(EST) cm amostras de milho, soja ¢ amendoim no periodo de 2002 a 2007 analisados no LABMICO/UFSC. A
metodologia analitica utilizada para AFLs, OTA e EST foi a descrita no Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2005), utilizando cromatografia de camada delgada (CCD). Ja para FBs o procedimento experimental
cnvolveu a extracdo da toxina, limpeza do cxtrato utilizando colunas de fasc solida (SPE) ¢ posterior quantificaciio com
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e detector de fluorescéncia (ex. 335 e em. 440 nm). O total de amostras
analisadas / ano foi de 131, 128, 271, 331, 196 e 61 em 2002, 2003, 2004, 2005, 2006 e 2007, respectivamente. As
amostras que mais apresentaram contamina¢@io por alguma toxina foram: milho > amendoim > soja. Considerando
AFLs, o produto que apresentou maior namero de amostras contaminadas foi o amendoim, sendo que em 2002, 5
amostras (12,5%) apresentaram contaminac3o por esta micotoxina. Nos anos de 2005 e 2006, 4 (3 amendoim e 1 milho)
¢ 8 (5 amendoim e 3 milho) amostras também estavam contaminadas sendo todas com niveis acima do limite permitido
pela legislag@o brasileira (20 ugKg' ¥ de AFLs). Por outro lado, apenas uma amostra de soja de 2006 apresentou
contaminagio e estava abaixo deste limite. As amostras avaliadas nos anos de 2003, 2004 e 2007 ndo estavam
contaminadas. Quanto a FBs, os produtos analisados foram milho e soja. No ano de 2003, das 3 amostras analisadas de
soja todas estavam contaminadas. As amostras de milho apresentaram alta incidéncia de contamina¢@o por FBs nos
anos de 2002 a 2006 com 91,5; 93,8; 96,1; 80,6 e 78,9%, respectivamente. Apenas no ano de 2006 a contaminagio por
ZON foi verificada em 3 amostras de milho ¢ uma de soja. Nenhuma amostra apresentou contaminacéo por OTA e
EST. Estes resultados podem ser indicativos de que as condi¢des climaticas, temperatura e umidade relativa do ar, nao
foram adequadas durante o cultivo e/ou armazenagem desses produtos, favorecendo a proliferacio de fungos toxigénicos.
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AVALIACAO DOS NiVEIS DE AGROTOXICOS EM MORANGO COMERCIALIZADO
NO BRASIL EM 2006.

PEIXOTO, T. M. G.; FRANKLIN, H. M. H.; DRUMMOND, A. L; SILVA, V. R.; FARIA, V. H.
F.; FRANCO, V. P.; FILIPPETTO, P.; DUARTE, K. A. S; SILVA, M. F; SOUZA, D. M..
Fundac8o Ezequiel Dias (Funed) Belo Horizonte/MG.

Poucos produtos tém uso autorizado no Brasil para controle de pragas em morango, porém esta cultura tem apresentado
irregularidade com relagfio a residuos de agrotdxicos, podendo ser fonte de agravos a saide da populagdo. Com o
objetivo de verificar o grau dc contaminacio do morango in natura por agrotéxicos foram analisadas, cm 2006, na
Fundagdo Ezequiel Dias, 138 amostras coletadas pelas vigildncias sanitdrias de véarios estados do Brasil, dando
prosseguimento ao Programa de Anlise de Residuos de Agrotoxicos - Para, coordenado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - Anvisa. Foram utilizados um método especifico para determinar ditiocarbamatos (conversao em
dissulfeto de carbono com quantificaciio espectrofotométrica) e um de multi-residuos (General Inspectorate for Health
Protection, Analytical Methods for Pesticides Residues in Foodstuffs) com determinacdo por cromatografia gasosa,
detetores de captura de elétrons, fotométrico de chama, nitrogénio fosforo e seletivo de massa e por cromatografia
liquida com detetores de fluorescéncia e de UV/Visivel possibilitando a andlise de 95 principios ativos. Das 138
amostras analisadas, 130 (94%) apresentaram residuos, sendo 72 (52%) com resultados insatisfatérios. Entre estas 55
(40%) foram insatisfatérias devido a presenga de produtos n&o autorizados, 6 (4%) por apresentarem residuos acima do
limite méximo permitido e 11 (8%) apresentaram as duas irregularidades simultaneamente. Os agrotdxicos ndo
autorizados detectados com maior freqiiéncia foram captana, endossulfam, metamidof6s, procloraz e tetradifona. Entre
os autorizados, os ditiocarbamatos foram os tinicos que apresentaram residuos acima do limite maximo permitido. Os
resultados das analises de morangos coletados em 2006 foram semelhantes aos encontrados em 2002, 2003 e 2004, cujo
monitoramento foi realizado por outros laboratérios participantes do Programa Para, mostrando que nZo houve uma
diminuic@o da contamina¢fo por agrotdxicos nesta cultura. Isto evidencia a importéncia de realizar um trabalho mais
eficaz de conscientizacdo de produtores e comerciantes quanto ao uso correto de agrotdxicos e manter o monitoramento
para se ofertar & populaco produtos de melhor qualidade, visando a protecdo da satde e do meio ambiente.

APOIO FINANCEIRO: Anvisa.

COLABORACAOQ: Vigilancias Sanitérias Estaduais
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Proceedings of the 8th International Conference on Controlled Atmosphere and Fumigation in Stored Products

0307 :
Effect of Ozone Gas on Brazil Nut( Bertholletia excelsa H. B. K. )
Mycoflora and Aflatoxin Reduction

Giordano,B. N. E. ,Simao, V. and Scussel , V. M. *

Abstract; Raw Brazil nuts grow and are harvested in the wild of the Amazon forest. At post-har-
vest they are submitted to two storage stages prior to their drying process. The first storage is in the for-
est(on pallets) and the second in cities near the Amazon River or its tributaries to be subsequently
send to the factories by boat. They are kept in wooden silos inside suspended stalls to keep them away
from the environment. Despite of that, the relative forest humidity and temperature are high and suitable
to fungi proliferation. The main biological factor that can affect in-shell nuts’ quality during storage is
fungi ( deteriorating and aflatoxigenic strains ) apart from forest termites. This work reports on an evalua-
tion of ozone( 0, ) gas influence on Brazil nut fungi load and its effect on aflatoxins( AFLs). Groups of
in — shell Brazil nuts(14kg) from the year 2006 harvest, AFL contaminated with 5. 62 ( g/ kg, collected
in the Brazilian Amazon were submitted to 05 treatment at different concentrations and conditions. After
the gas exposure period ,nuts were submitted to mycology tests, moisture and AFL analysis. Total fungi
count was carried out utilizing malt extract agar and the aflatoxigenic fungi identification with A. flavus
and Parasisicus agar. The nuts’ moisture was determined by gravimetry and AFB, by high performance
liquid chromatography with fluorescence-detection. As expected, the mycological tests showed that. 0,
treatment affected mycoflora growth, lowering their cfu/ g count and so the moisture content ( from 8. 2%
105.6 % ). The Ojtreatment applied within 5 hours at 31 mg/L was able to successfully destroy nuts’
fungi contamination (initial cfu/g:40 x 10*). Fungi reduction just after harvesting by applying O, will
certainly reduce the possibility of further fungi proliferation and so AFL formation. From a food quality
ategy than detoxification which is much more compli-
and animal health.

and safety point of view, prevention is a better str.

cated and so are the implications towards human

Key words: Brazil nut, ozone, post — harvest,, mycoflora, aflatoxin

Introduction

Brazil nut ( Bertholletia excelsa Humb. and

Bonpl. ) is native to the Amazon forests of South -

America and represents some of the oldest liv-
ing tree species on earth. Many of these trees
date back more than 1 100 years''?). Harvesting
of Brazil nuts, a major non-timber forest prod-
uct, not only helps in preserving the Amazon
rainforest but also creates an economy on which
thousands of local people depend®*?) | Brasil
nut is widely recognized as the cornerstone spe-
cies of the Amazonian extractive economy , and
is the only internationally traded nut collected
almost entirely from natural populations in ma-
ture forest'”*!. ‘The occurrence of- aflatoxins
(AFLs) produced by Aspergillus flavus Link, in
~Brazil nuts has been confirmed in several ‘stud-
- [6,36,15,5,25) .
ies - In many instances, the presence
of the mycotoxins were detected on the surface
of shelled nuts exhibiting visible mold growth
and/or inside shriveled, cracked , or brown spot-

Food Science and Technology Department, Center of Agricultural Sciences , Federal University of Santa Catari-

SC,CEP 88034 —001 , Brazil svildescussel_2000@ yahoo. co. uk

na,P. O. Box 476 , Florianopolis

~presence of AFLs is a serious concern for ex-

to 4 and 2 ng/g, respectively!!!, Moreover,

ted nuts!**:®7,

Several environrental factors are known to
influence AFL production, but temperature and
relative humidity (r. h. ) are considered to be
the most critical. Studies performed on hazel-
nuts and pistachios suggested that optimum
temperature and r. h. for AFL production is
25C to 30°C and 97% to 99% , respective-
1y®10%2:35] " Additional factors such as water
activity, moisture content, substrate composi-
tion[*! , storage time, insect damage[18’33] , and
presence of a shell™) also influence fungal
growth and AFLs production. It is also impor- -
tant to recognize, however, that the interaction
of all these factors may provide for varying re-
sults in regards to fungal growth and mycotoxin
production even on identical substrates. The -

porters of Brazil nuts especially since 1998, -
when the European Community decreased the
maximum tolerance limit of total and Bl AFLs
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DETERMINACAO DO PERFIL DE CORANTES E INGREDIENTES EM RACOES
PARA PASSAROS DE ESTIMACAO

*SIMAO', V.; BASSO?, G.; MANFIO', D.; MOECKE? E. H. S.; SCUSSEL* V. M.

Mestranda do curso de pos-graduacdo em Ciéncia dos Alimentos CAL/CCA da Universidade Federal de Santa Cararina.

Endereco: Rod. Admar Gonzaga 1346, Floriandpolis-SC CEP 56.314-520. *Graduanda do Curso de Farmdcia — UFSC * Ph.D
Coordenadora do Laboratorio de Microscopia NUMIC/CAL *Ph.D - Professora titular do curso de Graduacdo e Pés-grad cdo da UFSC
- *Auior para correspondéncia — nessasimao@gmail.com

1. INTRODUCAO

Animais de estimagao (pets) sdo das espécies criadas e mantidas pelo homem para seu
entretenimento, sem proposito de fornecimento de produtos ou subprodutos de interesse
econdmico (BRASIL, 2009). Dentre os principais animais de companhia destacam-se: cies,
gatos, passaros e peixes ornamentais. A qualidade dos produtos para a alimentagdo desses
animais (pef food) deve ser investigada, uma vez que se tem observado um aumento
significativo do niimero destes animais e da produgdio de ragdes voltadas a esse mercado
(SIMAO e SCUSSEL, 2008; SCUSSEL et al, 2006). Logo, os orgaos reguladores
preocupam-se em garantir aos consumidores a qualidade destes produtos, inclusive a presenca
de agrotoxicos e aflatoxinas (AFLs). Investigagdes quanto as caracteristicas apresentadas
pelos fabricantes na rotulagem e o encontrado no produto acabado s3o de grande importancia.
No caso dos passaros de estimagdo, a complexa formulagdo de suas ragdes possibilita a
ocorréncia de erros na rotulagem e na propria formulagfio, inclusive na adicio indiscriminada
de corantes artificiais, os quais podem levar a problemas nos animais (rins, figado, pulmdes,
pele) e propiciando a contaminagio dessas ragdes (BOERMANS e LEUNG, 2007; SIMAO e
SCUSSEL, 2008). Cabe ressaltar, a importancia dos ingredientes, o processamento e a
manipulagdo dessas ragdes, enfatizando que as informagdes descritas pelos fabricantes nos

rotulos devem corroborar com o contetido real contido na embalagem.

2. OBJETIVOS
Determinar o perfil de corantes artificiais adicionados em ragdes destinadas para pets -
passaros, verificar a composi¢do desses produtos versus o declarado na rotulagem, bem como

avaliar o possivel risco de contaminagdo com micotoxinas de acordo com os tipos de

ingredientes.

3. MATERIAL E METODOS
Amostras e Coleta: ragdes para aves de estimagdo (papagaio, trinca-ferro, passaro

preto, sabia, calopsita, curid, entre outros) de diversas marcas. Foram coletadas 20 amostras,
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1. INTRODUCAO

A castanha-do-Brasil é natural da Amazbdnia e pode ser contaminada por fungos e aflatoxinas
(AFLs). As espécies aflatoxigénicas que podem crescer nas castanhas sdo: Aspergillus flavus, A. parasiticus
e A. nomius (OLSEN et al., 2008) e estdo diretamente relacionadas com condicGes climaticas da floresta,
armazenagem/comercializagdo como: umidade, temperaturas elevadas e ambientes ricos em oxigénio (O,)
(MCKENZIE et al., 1998; PACHECO & SCUSSEL, 2006). O uso de atmosferas modificadas na
armazenagem/embalagens tem como objetivo reduzir a concentracdo de O, pela adigdo de um gas inibitorio
como o ozénio (O3), reduzindo a taxa de respiracdo e crescimento de microrganismos. O Oz é um agente
desinfetante e oxidante, que se decomp®e rapidamente e ndao tem caréater toxico (MCKENZIE et al., 1998).

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do O3 e do vacuo durante armazenagem da
castanha-do-Brasil sem casca e relacionar sua influéncia na proliferacdo flngica e redugcdo no contetdo de
aflatoxinas.

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 1,7 Kg de castanhas-do-Brasil sem casca. As castanhas foram divididas em dois
grupos: Grupo I- (sem contaminacao artificial) e Grupo Il com contaminacdo artificial: concentracdo de 15
ppb com mistura das 4 toxinas (AFB;, AFB;, AFG; e AFG;). Os grupos foram divididos em por¢des de 100
g, e aplicadas 2 concentracbes de Os: Tratamento 1 (3,08 ppm de O3) e Tratamento 2 (11,14 ppm),
embalados a vacuo e armazenadas por 2 meses. Ao final de cada més foram realizadas anélises do Contetido
de Umidade (CU) (AOAC, art. 925.40), Contagem Total de Bolores e Leveduras - plagueamento em superficie em
Meio MEA (Meio Extrato de Malte) de acordo com Pitt et al., (1983) e determinacdo do contelido de AFLs
(Cromatografia de Camada Delgada-AOAC art. 698.22) para o Grupo I. As adicionadas de AFL (Grupo I1)
foram analisadas somente no final da armazenagem.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a aplicacdo do O3 e a armazenagem, foi observado (Figura 1) uma diminui¢do no crescimento
fangico e uma melhor eficacia na concentracdo de 11,14 ppm de Os, 0 qual reduziu a contaminacdo das
castanhas de 1,0 x 10 UFC/g a niveis de 2,0 x 10> UFC/g. A mesma concentragdo também eliminou
leveduras que estavam presentes no grupo controle, ja no primeiro més de armazenagem.

As castanhas apresentaram redugdo no CU durante o periodo de armazenagem quando tratadas
com O3 (3,08 ppm-1,33% e 11,14 ppm-3,01%). A menor quantidade de fungos foi encontrada nas
embalagens submetidas a 11,14 ppm de O3,

Em nenhuma das amostras de castanhas foram detectados niveis de AFLs até o limite de deteccdo -
quantificacdo do método utilizado. Nas amostras adicionadas AFLs o O3 foi capaz de reduzir a quantidade
da toxina, com reducdo da fluorescéncia das AFLs, nas castanhas tratadas com 11,14 e 3,08 ppm de Oj
quando comparadas com o grupo Controle (Tabela 1). Apesar da Legislacdo Brasileira ndo possuir
legislacdo especifica para castanhas, as quantidades encontradas estavam abaixo dos limites estipulados para
outros alimentos (como amendoim e milho) onde o limite é de 20 ppb para o0 somatério de AFLs (BRASIL,
2002).
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Fungi and aflatoxins can develop in/on in-shell Brazil nuts and methods for their prevention and

reduction need to be developed. Ozone (Os) is a gas suitable for use in storage of grains for fungi

control. It is also indicated for other foods as it leaves no residue due to fast decomposition.
‘ Some papers have reported aflatoxin degradation by O; Therefore, a study utilizing O3 and
i vacuum packaging was carried out, to find out their behavior on in-shell Brazil nuts fungi and
¢ aflatoxin degradation. It was also evaluated the effect of that treatment on nuts lipid stability and
consumers acceptance after 60 days of application. In-shell Rrazil nuts were Q3 treated (at 31.5
mg/L, 5h), vacuum packaged in low oxygen permeability polyethylene bags, heat sealed and
stored for a period of 60 days (Group I). Two Groups of nuts were kept as Controls: without Os
treatment but with vacuum (Group 1) and no 03 and no vacuum at all (Group ). The nuts
initial fungi load: was 6.9 x 10* cfu/g, moisture content: 9.37% and aflatoxins: 11.58 ug/kg. Any
fungi load change (on MEA media) Asperglius flavus and parasiticus (on AFPA media)
growth/inhibition, aflatoxin presence (analyzed either in-shell and after shelling by LC/FD), lipid
oxidation (TBA test) and nut acceptance/rejection by sensory evaluation (attributes: nut shell and
edible part appearance, strange odor, residual taste, rancidity and firmness) were registered.
Right after O; treatment no fungi (cfu) neither toxigenic species (parasiticus and/or flavus) of
Aspergillus were detected on/in the nuts. Also no yeast growth was observed. The same persisted
after 30 and 60 days of storage. Different behavior was observed in the Control Groups (with and
without vacuum) that kept similar fungi count as the beginning of the experiment (slightly lower)
probably due to lack of oxygem (micro-atmosphere) — Group 1. That Control Group presented
9.8 x 10* cfu at the end of the storage. On the other hand, as expected for Group I1I, fungi load
increased quite high. With the exposure of Os, aflatoxins were not detected neither in the 30th or
60th Day of storage up to the LOQ of the method 0.25; 0.08; 0.25 and 0.08 ug/kg. That
contamination could be either due to fungi growth or to the heterogeneity of the original nut
contamination. The sensory evaluation showed that nuts were still palatable and were accepted
by the panelist groups, as no significant changes (p<0.05) were found between nut sensory
attributes. As far as the oxidation or rancidity of lipids (TBA test) in the Brazil nuts O3 treated
and vacuum packaged are concerned the values of malonaldehyde were constant throughout the
storage period. This method can be a safer alternative for shipping batches of Brazil nut (in-shell)
abroad. It can prevent and control fungi and aflatoxins, at the same time, it maintains nut sensory
acceptance. Trips to foreigner countries can be long reaching 3 to 4 weeks thus keeping nuts
safer/stable during the journey. A study on packaging material will be a future work to be carried
out.
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Background: Several pathologies affect pets. Some factors responsible for these pathologies and the increasing incidence of
neoplasias are animal genetic predisposition, physical (radiation) and chemical intoxication (pharmaceuticals, heavy metals,
pesticides), environmental (manners of breeding, stress, pollution) conditions and diet quality (unbalanced composition, lack of
nutrients, mycotoxins contamination) and can be currently found in the everyday'’s life of these animals (Withrow, 2007). Among the
factors related to diet, the mycotoxin contamination can play an important role on pets health, especially if the commercial feed has
low quality ingredients and/or lack of storage quality (either, in the pet shops or in the animal owners homes) (Maia and Siqueira,
2002). Despite of the massive data reported in animals for meat industry, there is a lack of information on toxicity of mycotoxins or
other contaminants for pets and their related pathologies. Due to the increasing of the pet food market, there is an urgent need of
information on these pathologies and their relation to feed quality for pets, especially to find out the real factors, how to sort the
problem and improve pet food safety.

Aim: The aim of this study was to evaluate the incidence of pathologies that affect dogs and cats in southern Brazil and their
correlation with predisposing factors such as type of feeding, manners of breeding and living environment that they are exposed.
The types of pathologies were selected according to their target-organs and systems affected when the possible contaminant
(mycotoxins) is present in their diet.

Materials and Methods: Therefore, a survey was carried out in the Veterinary Clinics of the Santa Catarina State in the year 2009
on the following pathologies mycotoxin related: hepatic (aflatoxins and citrinin; ochratoxin A — secundary target-organ), reproductive
(zearalenone), circulatory (trichothecenes), nervous (fumonisins), renal (ochratoxin A, citrinin) and the neoplasias (chronic
mycotoxicosis). Eighty six casebooks were investigated for the type of pathologies affecting the animals, type of feeding, breeding
environment and any other adverse condition registered that could may cause/lead to the iliness.

Results and discussion: casebooks from the total cases investigated, 67 (78%) and 19 (22%) were of dogs and cats, and 45
(52%) and 41 (48%) of females and males, respectively. Among the pathologies, the major casuistic was of (a) hepatic portal
system (28 cases/32%) with hepatic failure and hepatitis (21 and 7 cases, 75 and 25%, respectively), followed by the (b) renal
system with 26 cases (30%), all diagnosed as renal failure. In the (c) nervous system (23 cases/27%) was observed convulsion (10
cases/43.5%), tremorgenia (muscle tremor and motor incoordination), loss of proprioception (8 cases/35%) and epilepsy (5
cases/21.5%). The (d) reproductive system had 5 cases (6%) registered with uterus infection-pyometra (2 cases/40%), dead fetus
(2 cases/40%) and one abortion (20%). Neoplasias corresponded to 4 cases (5%) of total pathologies: in the liver (2 cases/50%),
the spleen and the adrenal gland. Regarding the factors that could be pathologies related, feeding: 68 (96%) and 3 (4%) animals
were fed with commercial and commercial+homemade food (mixed diet), respectively and all dogs had mainly dry feed and cats,
dry and moist food (50% each). As expected, the commercials feed composition was considered balanced, giving all the nutrients
they need, different of the homemade food fed, as not control was made. Several ingredients utilized in pet food are known as good
substrates for toxigenic fungi growth. In some cases their quality are bad and that can make the difference regarding toxins and
animal safety (Boermans and Leung, 2007). Among the mycotoxins, the aflatoxins, fumonisins, zearalenone e ochratoxin A are
more prevalent in Brazil. They may be found in pet food ingredients such as cereals (corn, wheat, millet, sorghum, oats, barley,
ray), followed by pulses, seeds and nuts (peas, peanuts, sunflower, alpiste, among others) when stored in conditions that are allow
fungi growth (Siméo and Scussel, 2008; Scussel et al., 2006). In addition, corn is the main ingredient of most dry pet food (ca. 70-
80% of total ingredients) depending on pet food type. Breeding environment: it was observed that 51 animals (72%) lived inside the
houses and 19 animals (27%) lived outside; stress was observed in 84% and 10% of dogs (indoors) and cats, respectively. Animals
under environmental stress may show the more pronounced signs. Important to emphasize that, animals living outside the house
can get their wet feed in rainy days and if not fresh can lead to fungi growth, and possibly toxigenic ones, thus toxin formation,
apart from bacterias.

Conclusion: The clinical signs of mycotoxicosis are nonspecific and can confuse the veterinary final diagnostic. The epidemiologic
preliminary data obtained in the present study is important tool to help elucidation of the current pet’s situation reported in the
veterinary clinics in Southern Brazil. They can indicate that mycotoxins may be clinically present, however, not usually considered
as their final diagnostic. That has been resulting on few discussions and considerations about mycotoxicosis between vets of pets
in Brazil. Recommendation on mycotoxins analysis of the sick animal feed, should be carried out together with enzymes related
and also education of pets owners on how to choose and store to keep pet food safe — the same way as it is carried out when
breeding zootecnic animals for meat industries (make sure feed ingredients quality and final feed products safe). “No treatment is
effective if the cause of the illness is persistent.”
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Background: The product quality of pet feed must be investigated as a significant increase of the number of these
animals being fed by commercial feed and the production of feed is on a rise (SIMAO and SCUSSEL, 2008;
SCUSSEL et al., 2006). Regulating agencies have to warantee to consumers, the quality of these products regarding
to mycotoxins presence. Thus stablishing regulatory limits, mainly for aflatoxins (AFLs), ocratoxin A (OTA), fumonisins
(FBs), zearalenone (ZON) and patulin (PTL), the most frequently observed in contaminated foods, is necessary. In the
case of the pet birds, the complexity of ingredient in the feeds formulation make them possible for a higher occurrence
of mycotoxins contamination (BOERMANS and LEUNG, 2007; SIMAO and SCUSSEL, 2008). Thus, it is very
important the certify the quality of ingredients, processing and manipulation of these feeds by the manufacturers. In
addition, labels must corroborate with the real content in the packing.

Aims: To determine the profile of ingredients added in feed destined for pets birds, correlating the types of ingredients
(composition) of these products to possible risk of contamination b mycotoxins.

Materials and Methods: 20 samples of birds feed were collected: 10 commercialized in sealed packs and 10
commercialized in bulk (500 packs of 200 g, respectively). The proportion (%) of each ingredient in the feeds were
determined by means of manual separation and with microscope stereoscopic. After the separation, each group of
ingredient was weighed and the respective ratios were calculated for 100 g. The data obtained were checked with the
basic composition reported in the feed labels. Moisture content was also evaluated AOAC (2005).

Results and Discussion: The main ingredients present in the birds feed were: (a) feed in pellets, supreme biscuit
and dried fruits (crystallized and/or plain dehydrated), (b) peanut (with and without rind), (c) (maize, rice, soy, wheat,
triticale, triguilho, pea and oats), (d) others (bran of soy and wheat, quirera of maize and rice, canary seed, painco).
The ingredients presented in larger amounts were: feed in pellets, seeds of sunflower, maize and peanut. It was
observed variations in the ingredients composition ratio by the specification of different bird’s species versus labels. In
fact some of these feed presented moisture content above of the allowed, being able to favor the development of
yeasts and moulds (also toxigenic species), being that about 50% of the samples (11 feeds - 6 closed and 5 in bulk).
They had moisture content above of the limits stablished for the legislation for pet food, that is above of 12% (BRAZIL,
2003). This fact, together with the complex composition of the feed, can be a determinative factor for mycotoxin
contamination. When the ingredients were correlated to the possible contamination by mycotoxins, it was observed
that the peanut was present in 25% of the total samples (5 samples - 2 packed and 3 in bulk), being that component
related to the possible presence of AFLs. Also maize was present in 9 samples (45%), which can be related to
contamination by AFLs and Fusarium toxins (FBs and ZON). Also dehydrated and crystallized fruits could be
contaminated by OTA and PTL. In addition, many ingredients were found damaged and infested by insects, which
could favor the proliferation of moulds and formation of mycotoxins.

Conclusions: It is necessary to pay more attention on pets food quality, especialy related to their composition &
moisture content control, in order to reduce/avoid possiblility of mycotoxins contamination.
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Background: Mycotoxins are toxic products originating from the secondary metabolism of toxigenic fungi. The
presence of those fungi and toxins in foods for humans and animals has represented a danger for these groups
health. In the case of the pet animals, among them, the birds, the toxic effect can be fatal. (Boermans and Leung,
2007; Hussein and Brasel, 2001).The main toxins found in foods for birds are: aflatoxins (AFLs), fumonisins (FBs),
ocratoxin A (OTA) and zearalenone (ZON) (Scussel et al., 2006; Simé&o and Scussel, 2008).

Aims: To determine the presence of mycotoxins and toxigenic fungi in foods for wild birds commercialized in Brazil.

Materials and Methods: Birds feed samples (36) were collected from the southern and southeastern regions of Brazil
from May to July of 2009. The assays carried out for quality and safety of those feed were: (a) moisture content
(AOAC, 2005); (b) total fungi and yeasts count (APHA, 1992); (c) determination of the toxigenic potential strains on
Aspergillus flavus and parasiticus Agar (AFPA) (Pitt et al., 1983); (d) mycotoxins AFLs, OTA and ZON analysis by
AOZ immunoaffinity columns (Vicam ®) clean-up and quantification by LC-MSMS (Xavier and Scussel, 2006). To
determinate of FBs, the extract clean-up was carried through SPE (+NH,4, quaternary amino) cartridges followed by
LC-MSMS (Xavier and Scussel, 2006 — modified).

Results and Discussion:

From 36 samples analyzed, 14 (39%) presented moisture content above of the limit of 12% stablished by legislation.
This fact can result in the total counting of yeasts and moulds above of the expected and consequently can favor the
presence of toxigenic strains of Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. Those in turn, were found in some
feeds. It is indicative of possibility of mycotoxins contamination.

In Brazil, the legislation established for animals feed that the AFLs levels do not exceed 50 ppb. However regulation
for the other mycotoxins does not exist. In the case of the birds feed, the great variety of ingredients (maize, peanut,
soy, rice, oats, wheat, fruits crystallized and/or dehydrated, alpiste, pain¢co, among others) that are present in this type
of food is a fact that can contribute for the contamination of a product for multiple toxins.

Conclusions: Evaluation of quality of foods for wild birds must be carried frequently in order to guarantee the safety
of products and consequently, the health of the animals in question. Multi-toxins analysis should be recommended as
multi-genera / species of fungi can be present in the feed.
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