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RESUMO

A indistria de alimentos para animais de estimagdo vem crescendo ao
longo dos anos impulsionada pela exigéncia dos tutores desses animais
guanto a qualidade nutricional, bem-estar e seguranca desses alimentos.
As racdes comercialmente disponiveis apresentam composicOes
diversificadas, como carne e/ou vegetais, cereais, gorduras, vitaminas e
minerais, 0s quais durante 0 processamento estdo susceptiveis a
contaminacdo por propagulos fungicos, que também ja poderiam estar
incorporados as matérias primas. A presenca desses microrganismos em
grdos e ragfes assim como outros organismos vivos como insetos e
acaros, esta sujeita a influéncia de fatores ambientais como umidade e
temperatura. Portanto, a contaminacéo desses alimentos comerciais pode
variar de acordo com as condi¢fes ambientais, métodos de processamento
ou producdo e armazenamento. Diante desse contexto, o objetivo foi
estudar estratégias de descontaminacdo flngica utilizando métodos
alternativos, como 0 0z6nio gasoso e plasma a frio em cepas fungicas de
armazenagem encontradas nesses alimentos. Indicadores de qualidade e
seguranca alimentar como sujidades leves e contagens totais flngicas
foram avaliadas em amostras de alimentos para esses animais
comercializadas em embalagens fechadas e a granel. Constatou-se que
34% tiveram alguma sujidade detectada, sendo 30% delas em alimentos
comercializados a granel. A principal sujidade encontrada foram
fragmentos de insetos, nas amostras a granel. Em relacdo & contagem total
de fungos, 48% das amostras vendidas a granel apresentaram
contaminacdo, em contrapartida com as embalagens fechadas que
apresentaram apenas 28%. Em avaliacdo realizada para verificar as
condicdes de comercializacdo em embalagens abertas (a granel), essa
forma de exposi¢do proporcionou aumento nos teores de umidade,
favorecendo o crescimento de fungos. A presenca de insetos e pelos de
roedores no produto final também devem ser considerados como
importantes veiculadores desses agentes bioldgicos. No estudo de
descontaminacdo por gas ozbnio (Os) em ragdes inoculadas com
Aspergillus flavus, um dos principais fungos de armazenagem
encontrados nesses alimentos, mostrou sua eficacia (98,3%) sobre esses
esporos apds 120 min em concentracdo de 40 e 60 pumol/mol. Em adicéo,
os valores de umidade antes e ap0s os tratamentos ndo apresentaram
diferenca entre eles, mantendo os alimentos dentro dos parametros
seguros estabelecidos pela indUstria para evitar o crescimento fangico. O
mesmo ocorreu com a estabilidade lipidica, em que o géas Oz ndo alterou
esse parametro. Assim, é possivel inferir que o gas O3 teve um efeito



positivo na inativacdo de A. flavus em alimentos para cées e pode ser um
procedimento promissor, com potenciais aplicacdes na area de venda de
alimentos. Com relacdo a descontaminac&o por plasma a frio (poténcia de
240 W) em estudos in vitro, este mostrou eficiéncia na inativacdo de
fungos (100%), especialmente A. flavus, Fusarium verticillioides no
tempo de 10 min e Penicillium citrinum no tempo de 20 min de exposigéo,
e em adicdo apresentaram alta sensibilidade quanto a alteragdes
morfoldgicas, mortalidade e aumento da producéo de espécies reativas de
oxigénio nas hifas. No estudo in vivo, realizado em alimentos extrusados
naturalmente contaminados e inoculados com A. flavus, o plasma a frio
(540 W) mostrou ser efetivo na inativagdo desses microrganismos apés
20 e 40 min de tratamento, no entanto, resultou na alteragéo do contetdo
lipidico da ragdo. Neste sentido, tanto o gas 0zénio como o plasma a frio
possuem vantagens de inativarem cepas fungicas, sdo internacionalmente
reconhecidos como seguros, além de ndo deixarem residuos nos
alimentos, podem ser métodos promissores de descontaminacao a serem
aplicados em alimentos extrusados para cdes, a fim de reduzir a
contaminacdo e garantir a seguranca do alimento.

Palavras-chave: Cées. Descontaminacdo. Fungos. Racdo extrusada.



ABSTRACT

The pet food industry has been growing over the years driven by the
demand of tutors of these animals on the nutritional quality, well-being
and safety of these foods. Commercially available feeds contain
diversified compositions such as meat and / or vegetables, cereals, fats,
vitamins and minerals, which during processing are susceptible to
contamination by fungal propagules, which could already be incorporated
into the raw materials. The presence of these microorganisms in grains
and rations as well as other living organisms such as insects and mites is
subject to the influence of environmental factors such as humidity and
temperature. Therefore, the contamination of such commercial foods may
vary according to environmental conditions, processing methods or
production and storage. In this context, the objective was to study fungal
decontamination strategies using alternative methods, such as gaseous
ozone and cold plasma in fungal storage strains found in these foods.
Quality and food safety indicators such as light soil and total fungal
counts were evaluated in food samples for these animals marketed in
closed and bulk packages. It was found that 34% had some dirt detected,
30% of them in food marketed in bulk. The main soil found was fragments
of insects, in bulk samples. Regarding the total fungal count, 48% of the
samples sold in bulk showed contamination, in contrast to the closed
packs that presented only 28%. In an evaluation carried out to verify the
conditions of commercialization in open packages (in bulk), this form of
exposure provided an increase in the moisture content, favoring the
growth of fungi. The presence of insects and rodents in the final product
should also be considered as important carriers of these biological agents.
In the study of decontamination by ozone gas (Os) in rations inoculated
with Aspergillus flavus, one of the main storage fungi found in these foods
showed its efficacy (98.3%) on these spores after 120 min at 40 and 60
pumol/mol. In addition, the values of moisture before and after the
treatments did not present any difference between them, keeping the
foods within the safe parameters established by the industry to avoid the
fungal growth. The same happened with the lipid stability, in which the
gas Os did not change this parameter. Thus, it is possible to infer that O
gas had a positive effect on the inactivation of A. flavus in dog food and
may be a promising procedure with potential applications in the area of
food sales. With respect to cold plasma decontamination (240 W power)
in in vitro studies, this showed efficiency in the inactivation of fungi
(100%), especially A. flavus, Fusarium verticillioides at 10 min and
Penicillium citrinum at 20 min of exposure, and in addition showed high



sensitivity regarding morphological alterations, mortality and increased
production of reactive oxygen species in the hyphae. In the in vivo study,
in naturally contaminated extruded foods inoculated with A. flavus, cold
plasma (540 W) showed to be effective in the inactivation of these
microorganisms after 20 and 40 min of treatment, however, it resulted in
the alteration of the lipid content of the ration. In this sense, both ozone
gas and cold plasma have the advantages of inactivating fungal strains,
are internationally recognized as safe, and do not leave residues in food,
can be promising methods of decontamination to be applied in extruded
dog foods, in order to reduce contamination and ensure food safety.

Keywords: Dogs. Decontamination. Fungi. Extruded food.
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1 INTRODUCAO

A relacdo cada vez mais préxima entre homens e animais de
estimacdo induz a busca por dietas que, além de suprirem suas
necessidades nutricionais, proporcionem longevidade, bem-estar e satde.
Com ampla gama de produtos no mercado, proprietarios passaram a ndo
somente se interessar pelos niveis nutricionais das ragdes, como também
pela sua seguranca.

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimagdo (ABINPET, 2018), o Brasil possui a 2° maior
populacdo de animais de estimacao (cdes, gatos e aves ornamentais) do
mundo, sendo a populagdo de cées a mais numerosa com 52,2 milhGes de
animais, ficando atras apenas dos Estados Unidos. Um estudo realizado
pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) estimou que
44,3% dos domicilios do pais possuiam em 2013, pelo menos um
cachorro (IBGE, 2013).

Como consequéncia, a produgdo de alimentos industrializados para
animais de estimacéo contabilizou mais de 2,6 milhdes de toneladas
(SINDIRACOES, 2017). O segmento de alimentacio animal representa
66,8% de todo o mercado pet. Esse montante coloca o Brasil na segunda
posicdo global do setor, perdendo apenas para os Estados Unidos
(ABINPET, 2017).

A partir da procura por parte dos proprietarios, em alimentos
comerciais de qualidade, indUstrias de alimentos para animais de
estimagdo tém procurado redirecionar suas pesquisas. A qualidade das
matérias-primas utilizadas para a fabricacdo desses alimentos é tdo
importante quanto & eficiéncia dos ingredientes efou nutrientes
relacionados a saide animal.

Nesses alimentos estdo presentes subprodutos de origem animal e
produtos agricolas, principalmente gréos, que sdo amplamente utilizados
na sua fabricagdo. Os grdos em geral apresentam grande susceptibilidade
a proliferacdo por fungos, e quando encontram ambiente favoravel para
se desenvolverem, toda a matéria prima pode ficar comprometida,
podendo acarretar em inimeros prejuizos a salide do animal e transtornos
para seus donos.

Outros fatores de risco sdo inerentes aos estabelecimentos
comerciais e até mesmo na residéncia do proprietario desse animal,
principalmente no que se refere a armazenamento dos alimentos
destinados aos animais de estimacdo. A utilizacdo de matéria prima de
qualidade baixa ou o incorreto armazenamento pode fazer com que haja
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contaminagdo biolégica (fungos, insetos, acaros), comprometendo o
produto e satde do animal.

A contaminagdo por fungos pode causar grandes perdas
econdmicas associadas a reducdo de nutrientes, da palatabilidade e a
presenca de micotoxinas. Devido a capacidade de produzir micotoxinas,
gue sdo metabolitos secundarios com potencial de toxicoses ao homem e
aos animais, causam impacto desde a queda da produtividade animal,
favorecendo a uma debilidade imunoldgica, apresentando propriedades
alergénicas, teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos.

O conhecimento da contaminagdo bioldgica, seja por organismos
vivos (fungos toxigénicos, insetos e &caros) ou contaminantes organicos
(micotoxinas e pesticidas), é fundamental para que medidas sejam
tomadas para o controle da contaminac&o e, portanto, prevengéo de danos
diretos ou indiretos aos animais de estimagdo. Embora exista
conhecimento sobre os riscos de contaminagdo e seu dano a saude,
estudos quanto a métodos de descontaminacdo a fim de garantir a
qualidade e seguranca do produto final e consequentemente desses
animais s8o escassos.

O ozbnio (O3) é um importante agente germicida e um gas
oxidante, que tem inlUmeras aplicacbes na indlstria de alimentos,
mostrando ser eficaz contra fungos, micotoxinas, bactérias e pesticidas.
Além disso, é reconhecido como seguro e ndo deixa residuo no alimento
e ambiente, pois é espontaneamente convertido em oxigénio (O2).

O plasma a frio, tecnologia mais recente que o Os, vem sendo
usado na industria alimenticia com o mesmo intuito. Seu uso nédo altera
sabor e odor do alimento, apresenta tratamento uniforme e ndo deixam
residuos. O plasma tem sido aplicado em alimentos para a
descontaminacédo de fungos, bactérias, micotoxinas e pesticidas, além de
ser usado também para esterilizacdo superficial de embalagens.

Essas duas tecnologias ndo-térmicas de descontaminacdo, ja
demonstraram seu potencial em alimentos para humanos, no entanto
ainda ndo existem estudos que comprovem sua eficacia em alimentos
extrusados para animais de estimacdo. Além disso, a interacdo destes
agentes antifiingicos, com 0s constituintes quimicos e nutricionais dos
alimentos extrusados ainda precisam ser melhor esclarecidos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.10bjetivo geral
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Investigar estratégias alternativas de descontaminacdo flingica
através de plasma a frio (PF) e ozénio (O3) gasoso na seguranca de
alimentos extrusados para cdes.

1.1.2 Objetivos especificos

1.Estudar a possivel presenca de fungos do género Fusarium,
Penicillium e Aspergillus, conhecidos como toxigénicos em alimentos
extrusados.

2.Investigar a presenca de sujidades leves (insetos, pelo de
roedores e acaros) e fungos em alimentos comercializados a granel e em
embalagem fechada na regido da Grande Floriandpolis.

3.Avaliar os efeitos antifungicos in vitro do plasma a frio em
diferentes espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, quanto ao crescimento de coldnias e alteragBes de hifas
(morfologia, mortalidade e espécies reativas do oxigénio).

4.Estudar o efeito descontaminante (PF e Oz gasoso) para
inativacdo de fungos em alimentos extrusados contaminados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALIMENTOS  PROCESSADOS PARA  ANIMAIS DE
ESTIMACAO

A alimentacdo dos animais de estimagdo passou por evolucdo
visivel nas Gltimas décadas. Na década de 80 a maioria deles ainda era
alimentada com os restos de comida de seus proprietarios, e poucas
indUstrias de racOes existiam e investiam no Brasil. Neste ponto, dois
fatores contribuiram para a expansdo do segmento, o aumento do poder
aquisitivo das populagdes dos grandes centros e a sofisticacdo dos padrbes
de consumo (PETBR, 2013). Além disso, proprietarios estdo cada vez
mais preocupados com o que esta sendo fornecido aos seus animais, sendo
necessario maior controle tanto na qualidade da matéria prima bem como
no produto acabado.

De acordo com a Associacdo Brasileira da IndUstria de Produtos
para Animais de Estimacdo — ABINPET (2018), o Brasil registra
atualmente uma populacdo de 52, 2 milhdes de cées, ficando atrés
somente dos Estados Unidos. No ano passado, o setor faturou R$20,3
bilhGes, crescimento de 7,9% na compara¢do com o ano anterior. Desse
total, 68,6% é representado pelo segmento de alimentacdo para animais.
Em relagdo a um cenario mundial, o Brasil tem o terceiro maior
faturamento desse mercado.

A producdo de alimentos para animais de estimacdo segue as
regras de um mercado competitivo que exige redugcdo de custos sem
comprometer a qualidade do produto final. A qualidade higiénico-
sanitaria do alimento animal é uma medida de controle da veiculacéo de
patégenos e outros contaminantes que possam estar presentes. Muitos
desses contaminantes sdo responsaveis pelo aparecimento de patologias
em animais de estimacdo a curto e/ou longo prazo, ja que sdo veiculados
pelos alimentos fornecidos aos animais (DE SOUZA KOERICH, 2010).
Essa situacdo acaba sendo agravada ja que esses animais ndo possuem
variacdo na dieta, normalmente baseada em alimentos industriais (racdo
e petiscos) que sdo fornecidos diariamente, podendo expor o animal ao
contaminante presente de forma continua.

Os alimentos comerciais para animais de estimacdo sdo
encontrados em diversas formas para agradar seus proprietarios. No
entanto, deve seguir padrdes de qualidade, como palatabilidade,
digestibilidade, caracteristica de fezes e seguranca, sempre priorizando a
salde, bem-estar e longevidade animal (CARCIOFI, 2008).
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Além dos parametros fisicos e quimicos, existem algumas
classificacdes propostas de modo a facilitar o entendimento por parte do
nutricionista e proprietarios, como o teor de umidade (Umido, semi-Umido
e seco), as indicagdes no rétulo (alimentos completos, alimentos especiais
e alimentos complementares) e segunda a inddstria (standard, premium e
superpremium) (SAAD et al., 2005; SA-FORTES, 2005).

2.1.1 Classificacao dos alimentos

Na indUstria, os alimentos para cdes podem ser classificados
guanto ao seu proposito de uso, o tipo de processamento que varia de
acordo com o teor de &gua e por fim pela segmentacdo de mercado que se
diferenciam nestas classificacbes com a qualidade das matérias primas
utilizadas para formular a racéo.

Ha hoje um grande nimero de marcas de dietas comerciais prontas
para 0 consumo, com formulacGes cada vez mais sofisticadas e
especificas. Estabeleceu-se, com isto, elevada competitividade, o que tem
levado a segmentacdo de produtos que apresentam padres comerciais e
nutricionais distintos. As empresas, de um lado, tém desenvolvido
produtos especificos, chamando a atencdo do consumidor para um
alimento diferenciado e de elevado valor nutricional, com consequéncia
também um maior custo. Estes apresentam formulagdo mais sofisticada,
com o emprego de ingredientes selecionados e melhor processamento.
Por outro lado, também séo produzidos alimentos econémicos, de baixo
valor agregado e que competem no mercado apenas por prego, sendo
formuladas com ingredientes mais baratos (CARCIOFI, 2008).

Em relac@o ao seu processamento, existem trés formas bésicas de
alimentos comerciais para animais de estimacdo baseada no teor de
umidade: seco, semi-imido e Umido (enlatados ou saches). Alimentos
secos contém geralmente menos de 11% de umidade, alimentos semi-
Umidos com 15 a 30% e Umido, com aproximadamente 60 a 87% de &gua
(NRC, 2006) (Tabela 1).
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Tabela 1. Critérios para classificagdo de alimentos para animais de estimagéo.
Critério de classificagdo Classificacdo

Seco (6 — 11%)
Teor de umidade Semi-timido (15-30%)
Umido (60-87%)

Econdmico
Standard (padréo)
Premium
Superpremium

Segmento de Mercado

Adaptado do NRC (2006) e CARCIOFI (2007).

Alimento seco: representam a maior parte do que é produzido e
vendido. S&o produzidos pelo processo de cozimento por extrusdo, que
utiliza pressdo e temperatura em seu processamento para formacgao do
produto final. Os carboidratos compreendem mais de 50% da formula
(SA-FORTES, 2005). A conservacdo do produto é devida a baixa
umidade aliada aos antioxidantes, antifingicos e acidificantes. As
embalagens tém como funcéo impedir a entrada de &gua, oxigénio e luz
no produto, aumentando o tempo de prateleira das dietas.

Alimento semi-Umido: sdo produzidos por meio de extruséo e
caracterizam-se por apresentarem kibbles macios. A conservacdo destes
produtos é através de baixo pH, antiflingicos, antioxidantes e umectantes.
A umidade do produto varia de 15 a 30%, tornando o alimento mais
palatavel. As embalagens dos produtos semi-timidos sdao mais caras que
as das ragOes secas, uma vez que é produzida para uma maior protecdo
contra a perda de umidade, pois a desidratacdo afeta sua plasticidade e
palatabilidade (ZICKER, 2008; SA-FORTES, 2005).

Alimentos Umidos: este tipo de alimento é formulado a base de
proteinas e gorduras, com pequena concentracdo de carboidratos. Exigem
a presenca de agentes geleificantes, como as gomas, para alcancar sua
consisténcia final (SA-FORTES, 2005). Devido ao alto teor de umidade
(60-87%), esses alimentos geralmente contem niveis altos de carnes
frescas ou congeladas.

Os alimentos Umidos séo processados em cozimento sobre pressdo
semelhante a uma autoclave e seu principal meio de conservagdo é a
esterilizacdo do proprio processo. Sao alimentos com alta digestibilidade
(80 a 85%) e palatabilidade. S&o produtos caros tendo em vista seu alto
teor de &gua e o tipo de embalagem (CARCIOFI, 2004; FRANCA et al.,
2011). Esses alimentos sdo aqueles encontrados em latas ou saches que
tem por objetivo fornecer uma refei¢do individual para o animal.
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Os alimentos semi-Umidos e secos sdo mais praticos e mais faceis
de transportar, pois ndo precisam de refrigeracdo apds serem abertos
como os alimentos Umidos. As latas dos alimentos Umidos depois de
abertas além de serem refrigeradas, devem ser consumidas rapidamente,
pois pode sofrer uma rapida deterioracdo (JONES et al., 1999).

Os alimentos podem ainda ser classificados de acordo com a
segmentacdo comercial: econdmico, standard (padrao), premium e super
premium. Essa segmentacdo é feita pela propria inddstria e baseia-se na
qualidade e no tipo de matéria-prima, concentracdo de nutrientes,
caracteristicas do rétulo e preco, sendo normalmente aceita pelos
consumidores como um critério qualitativo que norteia decisdes de
compra (CARCIOFI, 2003).

Alimento econémico: ingredientes de baixo custo e formulacdo
varidvel, em geral, apresentam baixa digestibilidade (até 75%) e
palatabilidade. Os niveis nutricionais aproximam dos limites minimos ou
maximos permitidos, reduzindo os custos (FRANCA, 2011). De acordo
com Sa-Fortes (2005), sdo empregados farelos vegetais como fontes de
carboidratos e os teores de fibra bruta e matéria mineral s&o elevados.

Alimento standard (padrdo): produto similar ao alimento
econdmico, no entanto empregam-se niveis nutricionais melhores, com
mais proteina e extrato etéreo. A digestibilidade e palatabilidade sdo
melhores que os produtos econdmicos. Recebem recursos relativos para
publicidade e venda (FRANCA, 2011).

Alimento premium: produto com formulacéo fixa na maioria das
vezes. Possui alta digestibilidade e palatabilidade, incluindo apelos de
vendas com ingredientes diferenciados e nutracéuticos. Visa ao melhor
atendimento as necessidades nutricionais (CARCIOFI, 2007).

Alimento super premium: sdo aquelas formuladas com
ingredientes com qualidade superior e elevado valor nutricional,
possuindo um severo controle de qualidade. As matérias primas seguem
padronizagdo de acordo com a sua formulagdo, em que a ragéo deve ter o
padrdo de qualidade de acordo com o que esta descrito na embalagem,
oferecendo ao proprietario do pet uma maior confianca do produto que
esta comprado (MARTINS & PONTIERI, 2010). De acordo com Case et
al. (2011), podem incluir ainda, ingredientes especiais, com beneficios
diferenciados. Seu processamento é realizado com moagem mais fina e
adequado cozimento.

Além do teor de umidade e da classificagdo das indUstrias de
acordo com a qualidade dos ingredientes, outra variacdo diferencia esses
alimentos. O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento —
MAPA, de acordo com o artigo 3° do anexo I da IN 30 DE 05 de Agosto
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de 2009, classifica o produto de acordo com a sua funcdo: como
completos, complementares e especiais de acordo com a Tabela 2
(BRASIL, 2009).

Tabela 2. Classificacdo do alimento de acordo com a sua fungéo
Alimento Funcéo

Ingredientes, aditivos e matérias - primas que

Completo atend_em as exigérjcias nutriciongi_s. Podem possuir
propriedade funcional ou especifica.

Biscoitos, petiscos e ossinhos, que nao dispdes de

todos 0s nutrientes necessarios para as exigéncias

Complementares do animal. Finalidade de agrado e néo devem ser a
Unica refeigdo.

Alimentos  formulados para animais com
problemas fisiolégicos e metabdlicos.

Adaptado de CARCIOFI (2008) e SA-FORTES (2005)

Especiais

2.1.2 Composicao e ingredientes

O mercado pet absorve hoje ampla gama de ingredientes e
subprodutos, empregados na producdo de alimentos variados, com
densidades nutricionais e digestibilidades distintas. Esses alimentos sao
formulados com o objetivo de atender as necessidades especificas de
nutrientes para suprir os diferentes estados fisiolégicos de cdes, como
filhotes, crescimento, manutencdo, de acordo com a Association of
American Feed Control Officials- AAFCO (CASE et al., 2011).

Para fabricacdo das racOes sdo necessarios ingredientes
energéticos, proteicos, vitaminas, minerais e aditivos, necessarios para
sustentar a vida e otimizar o desempenho dos animais de estimagdo. A
escolha das matérias primas definird uma racdo de qualidade e seu
objetivo no mercado (SA-FORTES, 2005).

As fontes proteicas para cdes podem ser classificadas em origem
vegetal, que incluem os graos e os farelos provenientes de subprodutos de
processos industriais de graos e vegetais, e origem animal, provenientes
de tecidos animais ou de subprodutos da indistria de carnes de frango,
bovinos, suinos, ovinos, peixes, ovos, leite, etc. (SEIXAS et al., 2003).

Alguns exemplos de ingredientes protéicos de origem animal
utilizados na formulagdo de ragBes para cées sdo farinha de frango,
farinha de figado de frango, farinha de subprodutos de frango, farinha de
penas hidrolisadas, farinha de peixe, peixe, farinha de carneiro, farinha de
carne e 0ssos, carne mecanicamente separada, ovos em po, leite em pé
(integral, semi-desnatado e desnatado). Os ingredientes de origem vegetal



34

sdo: grdos de soja, farelo de soja, farinha de gliten de milho, proteina
texturizada de soja, farelo de canola, grdo de ervilha, farelo de amendoim,
entre outros (ANFALPET, 2008; FRANCA et al., 2011).

Os lipideos desempenham pelo menos trés funcdes em ragdes para
carnivoros e devem ser observadas antes mesmo do inicio da formulacéo.
Eles fornecem energia, acidos graxos essenciais e flavor, este Gltimo
diretamente relacionado ao aroma e paladar do alimento (FRANCA et al.,
2011), os lipideos animais sdo mais palataveis que o0s vegetais
(WILLARD, 2003). Segundo a ABINPET (2008), as fontes de dleo de
origem vegetal utilizadas nas ragdes para cdes e gatos sdo: 6leo de
abacate, 6leo de alecrim, 6leo de arroz, 6leo de linhaga (bruto ou cru),
oleo de palma, dleo de girassol, 6leo de soja (bruto ou cru), éleo de soja
degomado, 6leo de soja refinado e lecitina de soja. Ja os de origem animal
sdo Oleo de aves, 6leo de peixes, gordura bovina e gordura suina.

Ja em relacdo ao amido, estes constituem a maior fonte de energia
em ragOes extrusadas para cdes (CHEEKE, 1999), fornecendo de 30% a
60% de sua energia metabolizavel (CARCIOFI, 2008), além de serem
necessarios ao processo de extrusdao para moldar o alimento (TARDIN,
2002; KRABBE, 2009).

De acordo coma ABINPET (2008), alguns ingredientes podem ser
citados como fontes de carboidratos: fécula de mandioca, milho (grao
integral), amido de milho, milho integral extrusado, arroz integral, sorgo,
farelo de trigo, farelo de gérmen de milho, sorgo, quirera de arroz, grao
integral de cevada, entre outras. O processamento do amido, incluindo
sua moagem e cozimento durante o processo de extrusao, ¢ fundamental
para aumentar sua digestibilidade para os carnivoros (MURRAYet al.,
2001). Independentemente do tipo de ilustragdo (quadro, desenho, figura,
fotografia, mapa, entre outros), sua identificacdo aparece na parte
superior, precedida da palavra designativa.

2.1.3 Processamento de alimentos extrusados para cées
Extrusdo

O processo de cozimento por extrusdo tem sido usado em
alimentos para cdes e gatos ha mais de 50 anos. O primeiro alimento
extrusado foi desenvolvido pela Ralston Purina Company, em 1954
(CORBIN, 2003). Estes alimentos ganharam importancia na alimentagdo
de animais de estimacdo, pois com a possibilidade de aumentar a
digestibilidade de cereais a partir da extrusdo foi possivel desenvolver
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alimentos economicamente viaveis para cées, cerca de 95% dos alimentos
comerciais para cdes sao extrusados (SPEARS; FAHEY, 2004).

Segundo Krabbe e Loiola (2005), a extrusdo é considerada um
processo de alta temperatura e curto espaco de tempo (high temperature
—short time — HTST), com periodo de residéncia do alimento no extrusor
de 1 a 2 minutos. A extrusdo aumenta a digestibilidade das proteinas,
amido, energia e elimina fatores antinutricionais, microrganismos e
enzimas. A extrusora é um cilindro com barreiras multi-segmentadas e
uma rosca no centro que impulsiona a mistura para frente.

E um equipamento de grande produtividade, podendo processar
mais de 125 toneladas de alimento por hora. Uma vez na extrusora, 0s
ingredientes sdo impulsionados por atrito passando por camaras de
retencdo permanecendo em média 1 a 2 minutos e sofrem a a¢do de vapor,
temperatura (130-180°C) e pressdo (34 a 37 atm) responsaveis pela
coccdo final da mistura e pela gelatinizagdo do amido. Além desses
fatores quimicos ha a acdo fisica do atrito no tubo de rosca sem fim, que
auxilia na homogeneizacao da mistura, propiciando uma coccao uniforme
de toda a massa (CARCIOFI, 2004).

Existem basicamente dois tipos de extrusoras, as de rosca simples
(single screw) e as de rosca dupla (twin screw). Ambas séo utilizadas para
producdo de alimentos para consumo animal e humano. As extrusoras de
rosca simples sdo utilizadas em formulagfes ricas em carboidratos e
pobres em gordura, com alta flexibilidade de expansdo, apresentando boa
estabilidade de processo. J&, as extrusoras de roscas duplas foram
desenvolvidas para alimentos cujas formulagdes apresentem altos niveis
de proteina e gordura; baixos niveis de carboidratos e de dificeis
processamentos, apresentando alta estabilidade durante a extrusdo
(SAAD et al., 2005).

O sistema de extrusdo consiste fundamentalmente em um
alimentador, pré-condicionador, extrusora e matriz (Figura 1). Cada
componente é desenvolvido para desempenhar uma funcéo especifica no
processo de cozimento e formagéo do produto (RIAZ, 2003).
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2 ] Silo Alimentador

Condicionador
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Extrusor Matriz e Corte
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Figura 1. Equipamento usado no processo de extrusao.
Fonte: Ferraz (2012)

(a)Silo Alimentador:

Proporciona a entrada, em fluxo continuo e controlado, da mistura
seca dos ingredientes para o pré-condicionador e consequentemente, para
0 canhdo da extrusora (HAUCK, 1994). Contém 1 ou 2 elementos
transportadores e misturadores, que consistem em eixos rotativos com
batedores ou pas em linhas ou radiais, fixados nestes eixos (SOUZA,
2010).

(b)Condicionador:

No condicionador sdo adicionados a mistura de ingredientes vapor
e agua. Essa mistura é entdo homogeneizada por um sistema de barras
cilindricas com pas dispostas radialmente, transformando-a em uma
massa. O objetivo é aumentar a umidade e temperatura da massa e,
consequentemente, aumentar a estabilidade da extrusora e a qualidade do
produto final. Ele reduz também o desgaste das roscas da extrusora, feitas
de aco inox. A umidade desta massa ¢ mantida geralmente entre 10 a 25%
e a temperatura entre 70 a 90° C. Nessa fase do processo, podem ser
adicionados carne fresca, 6leos ou outros aditivos liquidos (RIAZ, 2003).

De acordo com Rokey et al. (2012), as gorduras hormalmente séo
adicionadas ao fim do processo no condicionador (em alimentos com alto
teor de lipidios). Isso acontece porque as gorduras podem encapsular as
particulas dos cereais e isso pode comprometer a absorcdo de umidade e
transferéncia térmica, requeridas para realizar a gelatinizagdo do amido.
Alimentos com teor alto de gordura podem permanecer por maior tempo
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e intensidade de mistura no condicionador para garantir maior
gelatinizacéo.

(c)Extrusora:

Apos sair do condicionador, a massa entra na extrusora que
consiste em um tubo com um sistema de rosca-sem-fim, denominado
canhdo da extrusora. Esse sistema de rosca ird comprimir a massa,
gerando energia mecénica. O atrito causado pela acdo da rosca criara
energia térmica, elevando a temperatura da massa e proporcionando o
cozimento do amido (CHUANG & YEH, 2004; DING et al., 2004). A
escolha da velocidade de rotacdo e da configuracdo da rosca ira
influenciar a energia mecanica aplicada a massa, para auxiliar 0 aumento
da temperatura é possivel realizar injecdo de vapor direto na massa
(ABECASSIS et al., 1994).

Quando vapor € injetado no canhdo extrusor ha grande
contribuicdo para o cozimento do alimento, pois, esta energia térmica
adicional pode aumentar a capacidade da extrusdo e melhorar a qualidade
de férmulas com maior teor de gordura (ROKEY et al., 2012). No final
do canhdo da extrusora, a pressdo pode chegar a 37 atm, a temperatura de
150° C e a umidade de 28% (RIAZ, 2003).

(d)Matriz e corte:

Por fim, o processo de extrusdo apresenta o sistema de matriz e
corte (Figura 2). A matriz possui duas fungdes: restringir a saida da
mistura para criar a pressdo necessaria para a aplicacdo da energia
mecéanica e alterar o formato final do extrusado atraveés do formato do
orificio da matriz e da velocidade de corte das facas (COWELL et al.,
2000). E nesse processo que sdo criados os formatos variados dos
extrusados.
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Figura 2. Matriz contendo orificios para varios formatos de extrusados.
Fonte: Ferraz (2012)

Secagem

Por definicéo, secagem ¢ a operagdo que tem por finalidade reduzir
0 teor de umidade do produto a nivel adequado a sua estocagem por um
periodo prolongado. E um processo térmico que da novas caracteristicas
funcionais, nutricionais e estruturais a produtos (KRABBE, 2007).

Produtos secos devem possuir umidade final menor ou igual a
10%, a fim de evitar o crescimento de microrganismos indesejaveis, como
fungos e leveduras. Para que o crescimento flngico seja inibido, a
atividade de agua (aw) do alimento extrusado precisa ser menor que 0,6
(ROKEY etal., 2010; LIMA, 2015). Este parametro pode ser controlado
com a secagem do produto.

Logo que o alimento é extrusado a umidade estad em torno de 23 a
28%. Entretanto, parte desta umidade é perdida antes do alimento chegar
ao secador. Durante a expansdo do produto uma parcela é perdida como
energia evaporativa. Outra parcela de umidade é perdida durante o
transporte pneumatico até o secador. Esta perda pode corresponder a,
aproximadamente, 2 a 3% da umidade total do produto (ROKEY et al.,
2010).

A secagem mecanica pode apresentar varias vantagens, entre elas
estdo maior velocidade do processo e redugdo no tempo em que o produto
permanece Umido impedindo o desenvolvimento de microrganismos. No
entanto, a secagem excessiva pode resultar em perdas de ingredientes
como antioxidantes, antiflngicos e outros alimentos termolabeis, além de
reduzir a palatabilidade do alimento (KRABBE, 2007; BRITO et al,
2010).
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Recobrimento

A maioria dos produtos extrusados para cdes faz a aplicacdo de
6leos, gorduras e aromas liquidos apds o processo de secagem. Essa
sequéncia faz com que o banho de 6leo seja realizado no produto ainda
guente, melhorando sua absorc¢éo.

O oleo que seré colocado no produto fica armazenado em tanques
para o sistema de aplicagdo. Dois tipos de injetores podem ser utilizados
para realizar o banho de 6leo. Para aplicacdo de até 5%, pode ser utilizado
um injetor tipo nebulizador. Para aplicacdo de 6% ou mais, deve-se
utilizar injetor tipo inundador. Em outro sistema de aplicagdo de
coberturas o alimento extrusado seco flui através de uma cortina de
liquidos, gerada por um disco rotativo (ROKEY et al., 2012).

Além da aplicacdo de 6leo realizada durante o banho de 6leo, a
mesma pode ser realizada em parte no condicionador. A extrusdo pode
promover complexacgdes lipoproteicas e diminuir os teores de extrato
etéreo em hidrdlise 4cida. Quando o 6leo é adicionado na massa esta
complexacdo pode ser ainda maior, 0 que reduziria a deterioracdo da
racdo por oxidagdo (SOUSA et al., 2012; LIMA, 2015).

Alimentos para animais de estimagdo recebem ainda o banho de
palatabilizante imediatamente ap6s o resfriamento, também por
aspersores. Este banho € realizado ap6s o resfriamento para que 0 mesmo
fique na parte mais externa do produto. Assim, o alimento fica mais
atrativo para o cdo (FELIX et al., 2010).

Resfriamento

Ap0s a secagem, o produto esta com a temperatura elevada e
precisa ser resfriado a uma temperatura proxima a temperatura ambiente,
0 que geralmente ocorre ap6s o banho de 6leo.

De acordo com Rokey et al. (2012) deve-se utilizar um resfriador,
se ocorrer o resfriamento naturalmente dentro da embalagem havera
condensagéo da umidade residual do produto e esta umidade permanecera
na embalagem e podera fazer com que haja crescimento microbiano e
desenvolvimento flngico. Para alimentos completos em que a aplicacédo
de 6leo supera 8%, o produto deve ser seco, revestido pelo 6leo e depois
passar pelo resfriador. Neste caso, o tipo de resfriador mais indicado é o
de contra fluxo vertical, pois este evitarda o acumulo de gorduras nas
esteiras transportadoras.

Ensaque
Alimentos completos destinados a cdes podem ficar armazenados
por um longo periodo de tempo, e por essa razdo tanto o local de
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armazenamento quanto o material em que o alimento serd embalado
devem ter atencdo especial por parte dos fabricantes, revendedores e
proprietarios dos animais de estimacdo. As embalagens destinadas a
alimentos extrusadas para cdes devem apresentar barreira contra a luz,
gordura, umidade e gases, tudo isso para garantir as propriedades
nutricionais e manter o alimento protegido de microrganismos (LIMA,
2015).

O formato e os materiais de embalagem devem fornecer adequada
protecdo aos produtos, a fim de minimizar a contaminacdo, prevenir
danos e permitir rotulagem apropriada (CODEX ALIMENTARIUS,
2003). A Figura 3 mostra o processo de producgdo de alimentos extrusados
para cées.

Amazenimento  Ruebimentsde Mosgem  Dsagem  Mswra  Remosgm | Bxrusio | S

matéria-prima

Ensaque e estocagen Ratirada de Aplicado de
finos liquidos

Tanques de gordura / flavorizantes

Figura 3. Processo de producéo de alimentos extrusados para cées
Fonte: Adaptado de Ferraz (2012)

2.1.4 Qualidade e seguranca dos ingredientes e produto final

A qualidade e segurancga sdo objetivos em todos os ramos da
indUstria. Se, por um lado, estes fatores sdo responséveis pela busca do
aperfeigoamento continuo, por outro, asseguram a sobrevivéncia na
competitividade entre os mercados. A qualidade de um produto, definida
como sua adequacdo ao uso ao qual se destina, pode ser garantida por
muitas medidas, as quais se resumem na aplicacdo de tecnologias seguras
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a matérias-primas de boa qualidade (BERTOLINO, 2010; SILVA et al.,
2010).

A qualidade das matérias-primas utilizadas para a fabricacdo de
alimentos destinados a animais de estimacdo é tdo importante quanto a
eficiéncia de ingredientes e/ou nutrientes relacionados a saide animal
(CARCIOFI, 2008). Segundo Stawick (2003) os ingredientes s&o
testados antes de serem utilizados na fabricacdo dos produtos para
garantir a auséncia de adulterantes ou problemas de qualidade que possam
afetar a integridade do produto final. O produto final também é testado
para determinar a seguranca e ou o nivel de qualidade.

A utilizacho de ferramentas como Boas Praticas de Fabricagdo
(BPF) na producdo de alimentos para animais de estimacdo garantem
produtos finais como qualidade e seguranca alimentar (BRASIL, 2007).
Com a diversidade de composicdo dos alimentos para cdes, as matérias-
primas utilizadas bem como o produto final podem carrear varios tipos de
contaminantes como microrganismos (bactérias e fungos), contaminantes
sintéticos (pesticidas e metais pesados) e organicos (toxinas bacterianas e
fangicas) (DE SOUZA KOERICH et al., 2010).

Apesar da maioria desses alimentos passarem pelo processo de
extrusdo, onde a alta temperatura (100-120°C) é suficiente para a
esterilizacdo em relagdo a contaminacédo flngica e bacteriana, a maioria
dos problemas dos alimentos destinados aos animais esta relacionada com
a presenca de fungos e de outros microrganismos que deterioram 0s
alimentos, quando processados ou estocados inadequadamente (ALVES,
2003).

Deve haver cuidados no manejo desses alimentos nos
estabelecimentos comerciais (agropecudrias e pet shops), assim também
por parte dos proprietarios dos animais, onde ap6s abrirem as embalagens
das racOes, verifiqguem o correto armazenamento, pois podem existir
interacBes entre o ambiente e a ragdo quando esta ndo tem protecdo
adequada. Essa interagdo pode acarretar contaminagdo por esporos
fangicos, acaros e sujidades leves (insetos, pelos de roedores e outros
animais).

2.2 CONTAMINANTES BIOLOGICOS EM ALIMENTOS PARA
CAES

A prética adotada para a qualidade higiénica dos alimentos € a
determinacdo de organismos indicadores (SANTOS et al., 2000). De
acordo com Andrade e Nascimento (2005) ha um forte risco para a salde
desses animais no que se refere & contaminacdo por fungos e outros
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microrganismos no alimento. A contaminagdo por agentes bioldgicos
pode ocorrer desde a producdo de grdos, a incorreta armazenagem da
matéria-prima, processamento da racdo, embalagem e armazenamento do
produto final (DE SOUZA KOERICH, 2013).

2.2.1 Fungos

A contaminacdo por fungos pode causar inGmeras perdas
econdmicas associadas a reducdo de nutrientes, da palatabilidade e a
presencga de micotoxinas, afetando tanto a salide humana como a animal
(SCUSSEL, 2002). Os fungos podem ter origem no campo (Fusarium)
ou durante a armazenagem (Aspergillus e Penicillium). Os fungos de
campo surgem na cultura durante os estagios finais de maturacao,
necessitam de umidade mais elevada para se proliferarem. Ja os fungos
de armazenagem, sdo menos exigentes quanto a umidade e surgem na
pés-colheita (LORINI, 1998; SCUSSEL, 2000).

Esses fungos podem ser classificados como deteriorantes, ou seja,
que provocam mudancas de coloracdo, reducdo do poder germinativo,
alteracBes no odor e paladar dos gréos, depreciando sua qualidade, e
fungos toxigénicos, ou seja, aqueles que sdo capazes de produzir
micotoxinas (LAZZARI, 1997). Os fungos que produzem micotoxinas
de importéncia veterinéria incluem uma variedade de substratos, entre
grdos e seus subprodutos, principalmente milho, trigo, soja e arroz,
ingredientes geralmente utilizados na fabricacdo de ragBes para caes e
gatos (SANTIN & BONA, 2009).

Segundo Brito et al. (2010) quantificar e qualificar o crescimento
de fungos filamentosos é muito dificil quando se compara com a
aplicacdo da técnica para bactérias e leveduras. Essas dificuldades
residem, principalmente, nas caracteristicas morfol6gicas desses
microrganismos, pois suas hifas ndo se destacam facilmente do substrato,
além de serem formadas por varios segmentos que podem transformar-se
em col6nias isoladas. Propagulos fangicos constituem um indicador da
condicdo higiénica sanitaria dos alimentos comerciais para animais de
estimacdo, ndo sendo recomendadas contagens acima de 1x10* UFC/g
(ABINPET, 2008).

2.2.2 Insetos, acaros e pelos de roedores
Alimentos industrializados para cdes sdo constituidos por

ingredientes a base de gréos, 6leos de sementes e subprodutos de origem
animal, que servem como principais fontes de carboidratos, gorduras e
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proteinas. Estes produtos, pela sua composicao, sdo atrativos aos insetos-
praga que os infestam, causando perdas quantitativas e qualitativas
significantes (FARONI, 2002; MACHADO et al., 2008).

A presenca de insetos e acaros nos alimentos para animais de
estimacdo é considerada um indicativo de descuido com o controle
higiénico-sanitario durante a colheita e armazenamento da matéria prima,
bem como no processamento, incluindo, a eficiéncia no
acondicionamento do produto final e sua comercializagdo (DE SOUZA
KOERICH, 2013). As condi¢Bes de armazenamento, tanto da matéria
prima quanto do produto final, favorecem diretamente no aparecimento
das sujidades leves, estando relacionadas com o grau de limpeza dos
depdsitos, umidade relativa e temperatura ideal para seu desenvolvimento
(LORINI, 2002).

A exposicao da racdo ao ambiente é um fator importante que pode
comprometer a qualidade do produto, pois proporciona o contato do
alimento com insetos e acaros (HINTON; MEAD, 1992). Os insetos
podem atuar como vetores mecanicos de fungos e seu controle é medida
importante na segurancga e qualidade de grdos armazenados e alimentos
destinados ao consumo animal (Figura 4) (PHILLIPS et al., 1993;
AQUINO; POTENZA, 2013). Grdos sadios, material quebrado e
infectado por fungos sdo substratos para desenvolvimento e multiplicagdo
dos insetos (LORINI, 2002).

Dentre as 6.000 espécies conhecidas de acaros, menos de 30 delas
sdo conhecidas como pragas de grdos armazenados. Os alimentos secos
para animais de estimag&o por conter um teor de umidade intermediario,
favorece o crescimento de fungos, fonte de alimento para os acaros de
armazenamento (BRAZIS, 2011). Os acaros aparecem quando as
condi¢des de estocagem ndo estdo reguladas ou quando os subprodutos
dos grdos ndo foram cuidadosamente manuseados. Sob condigdes
normais de armazenagem, 0s grdos e subprodutos sdo pouco afetados
pelos &caros. O valor nutritivo da racdo diminui com o aumento da
infestacdo por acaros, podendo até causar doencas em animais
alimentados com produtos infestados (FARONI, 2002).

Outra sujidade de grande importancia é a presenca de pelos de
roedores nos alimentos, este é um indicativo do contato desse animal em
alguma etapa de obtencdo e/ou producdo da racdo. Os roedores
constituem sério problema em todas as fases de processamento, producéo
e armazenamento de géneros alimenticios. Além da perda de alimento
devido ao consumo por estes animais, normalmente ocorre a
contaminacdo pela presenca de seus pelos, fezes e/ou urina. Os roedores
podem ser transmissores de doencas virais, flngicas e bacterianas, sendo
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a leptospirose a mais conhecida (FERREIRA, 2011; DE SOUZA
KOERICH, 2013).

ps e S . = -
Figura 4. Inseto em alimento extrusado para cdes do tipo Super-Premium.

2.2.3 Contaminantes organicos: micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos pelos
fungos com potencial de toxicoses ao homem e aos animais. Quando
ocorre a ingestdo de micotoxinas por meio da alimentagdo continua, os
impactos causados por elas abrangem queda na produtividade animal,
favorecendo a uma debilidade imunolégica, apresentando propriedades
alergénicas, teratogénicas, carcinogénicas e mutagénicas (COULOMBE,
1993; SCUSSEL, 2002; PITT, 2000). Os fungos toxigénicos, que
produzem micotoxinas, estdo presentes em grdos e seus subprodutos,
principalmente milho, trigo, soja e arroz, amplamente utilizados na
formulagdo de alimentos para cdes e gatos (CAST, 2003; SIMAO;
SCUSSEL, 2008).

A presenca de fungos nos alimentos néo significa necessariamente
a presenca de micotoxinas (PEREIRA et al., 2002). Entretanto, quando
essas apresentam elevadas contagens flngicas sdo consideradas como
indicativo da presenca de micotoxinas no alimento (FAO, 2004). Esses
metabdlitos secundérios ndo possuem funcdo fisioldgica conhecida para
0 préprio fungo, mas tém importancia para suas relagdes com o ambiente
como, por exemplo, defesa do fungo frente a competicdo com outros
microrganismos em resposta ao estresse sofrido pela planta (CAST,
2003).

Os principais fungos produtores de micotoxinas pertencem aos
géneros: Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia e
Stachybotrys, dentre eles destacam-se 0s géneros Aspergillus, Penicillium
e Fusarium, que séo considerados os de maior importancia para alimentos
e racdo, por serem 0s mais encontrados e os maiores produtores de
micotoxinas (HUSSEIN, BRASEL, 2001; PATERSON et. al., 2004;
ROSA et al., 2006).
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A maioria das micotoxinas sdo termoestaveis, resistindo a
determinados tratamentos térmicos ou processos de desidratacdo
(JOUANY, 2007). Ressalta-se com essa informagdo a importancia da
qualidade das matérias-primas, pois 0 processo de extrusdo ndo € capaz
de destruir esses compostos quimicos. Além disso, devemos considerar
gue o contato com o alimento industrializado pelo cdo é diario, sem
variacdo da dieta, comprometendo a salide em longo prazo.

As diferentes micotoxinas apresentam diferentes “Orgdos-alvo”,
como figado, aparelho digestdrio, rins, aparelho reprodutor e sistema
nervoso central, além de exercerem efeitos sobre a imunidade e
coagulacdo sanguinea (SANTIN; BONA, 2009). As micotoxicoses ja
relatadas em cées envolvem as aflatoxinas, deoxinivalenol, ocratoxina,
citrinina e zearalenona (DE SOUZA KOERICH; SCUSSEL, 2012;
RUMBEIHA, 2000). Os sinais clinicos variam muito e incluem vémito,
depressdo, polidipsia, polidria, anorexia, ictericia e redugdo do
crescimento (PATTERSON, 1977; ATUNGULU et al., 2018).

Aflatoxinas

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas (AFLs) sdo as que podem
causar maiores danos aos seres humanos e animais, pela sua alta
toxicidade e ampla ocorréncia. Embora 17 compostos, todos designados
AFLs, tenham sido isolados, é um termo coletivo usado para designar um
grupo de micotoxinas, as principais sao: aflatoxina B1 (AFB.), aflatoxina
B, (AFB.), aflatoxina Gi (AFG;) e aflatoxina G, (AFG2) (MAIA;
SIQUEIRA, 2007).

De acordo com Moss (1998) as AFLs sdo produzidas por fungos
do género Aspergillus ssp., sendo os principais fungos produtores o A.
flavus, A. parasiticus e A. nomius. Nos animais de estimac&o (cées, gatos,
aves, peixes), o figado é o principal 6rgdo alvo. As AFLs também s&o
imunosupressoras, nefrotdxicas, carcinogénicas e possuem efeito
anticoagulante. Cées sdo extremamente sensiveis aos seus efeitos, sendo
0s animais jovens os mais afetados (MUZOLON, 2008; PATTERSON,
1977).

As racOes que contém concentragdes acima de 60 pg/kg de AFB;
ja causaram subito inicio de aflatoxicose em animais de estimacgéo
(BASTIANELLO et al., 1987). Em relacéo a efeito em longo prazo, as
AFLs podem causar cancer. Entre as AFLs a AFB; é considerada a mais
toxica e com maior poder carcinogénico, além de ser a mais frequente em
alimentos para animais (RUMBEIHA, 2000).
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A evolucdo de métodos analiticos, de controle e de protecdo dos
grdos contra AFLs reduziu bastante a incidéncia da aflatoxicose em
pequenos animais. Nos anos 90 um Unico episodio de aflatoxicose foi
documentado nos Estados Unidos, situagdo em que varios caes
consumiram uma racgdo contendo de 100 a 300 pg/kg de AFB; por 3-4
meses (MUZOLON, 2008; DEVEGOWDA & CASTALDO, 2000). Hoje
100 paises possuem legislagdo para a presenca de AFLs em alimentos e
racdes para animais de producdo, inclusive o Brasil, no entanto para
animais de estimacao sdo poucas as legislacdes (FAO, 2006).

Deoxinivalenol

O deoxinivalenol (DON), também conhecido como vomitoxina, é
uma toxina do tipo B dos tricotecenos produzidas por F.graminearum, F.
culmorum e F. avenaceum, entre outras espécies (SCUSSEL, 2002). Esta
toxina é resistente ao processo de moagem e aguecimento e, por isso,
entra na cadeia alimentar de animais e humanos diretamente. E uma das
micotoxinas consideradas mais importantes dos cereais (MOSS, 2002).
Foi inicialmente detectada em 1972 no milho que causou vomito e recusa
da alimentacdo em suinos. Posteriormente, informacBes importantes
sobre a intoxicagcdo em pequenos animais também foram publicadas
(HUGHES et al. 1999).

Os sinais clinicos de toxicidade aguda de DON em animais de
estimagdo incluem anorexia, regurgitacdo, vomito, irritagdo cuténea,
diarréia, hemorragias, aborto (mamiferos) e até a morte (RUMBEIHA,
2000; MUZOLON, 2008). Hughes et al. (1999) demonstraram que 0
processo de extrusdo ndo destréi o DON. Consequentemente a utilizagdo
de milho contaminado por DON resultard em sua presenca na ragéo. Os
pesquisadores expuseram cdes a uma ragdo comercial contendo DON
variando de 0 a 10 mg/kg. O achado mais significativo foi a recusa da
alimentacgdo pelos cées que receberam ragdo com mais de 4,5 mg/kg de
DON.

Fumonisinas

As fumonisinas (FBs) sdo produzidas por diversas espécies do
género Fusarium, especialmente por F. verticillioides, F. proliferatum, F.
nygamai, além de Alternaria alternata. Das FBs identificadas, as FB,
FB, e FB3 sdo as mais isoladas em alimentos naturalmente contaminados,
sendo que a FB; é quase sempre a mais abundante, representando cerca
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de 70% da concentragdo total das FBs detectadas (SYDENHAM et al.,
1991; MALLMANN et al., 2001).

As FBs sdo responsaveis pela leucoencefalomacia em equinos e
coelhos, edema pulmonar e hidrotérax em suinos, efeitos hepatotoxicos,
carcinogénicos e apoptose no figado de ratos (POZZI et al., 2001). Seu
potencial para causar intoxicacdo é consideravel, pois sdo0 micotoxinas
geralmente encontradas no milho que fazem, na maioria das vezes, parte
da formulagdo de racdes para animais de estimagdo. Dados
epidemioldgicos também correlacionaram a ingestdo de milho
contaminado com F. verticillioides a neoplasia de es6fago em seres
humanos, além de FBs serem hepatocarcinogénicas em ratos e
camundongos. Frangos e perus também sdo sensiveis e apresentam
reducdo no ganho de peso, diarreia e hepatotoxicidade (SMITH, 2007).

Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) corresponde a um metabolito de espécies
de Aspergillus e Penicillium, principalmente por A. ochraceus e P.
verrucosum, fungos capazes de crescer em climas e plantas diferentes
(CHU, 2002). Sua contaminacdo pode ocorrer em todo o mundo em
diversas culturas de alimentos, inclusive cereais, produtos que
representam a fonte dietética mais importante desta micotoxina
(DUARTE; PENA; LINO, 2010).

As espécies de fungos responsaveis pela OTA sdo de
armazenamento, mas podem também crescer no  campo.
Consequentemente, esses fungos tém potencial de produzir OTA em casa,
ap6s a compra da ragdo, se ela ndo for armazenada adequadamente
(RUMBEIHA, 2000; MUZOLON, 2008). De acordo com Razzazi-Fazeli
et al. (2001) ha uma alta frequéncia na presenca de OTA nos alimentos
para cdes e gatos.

Esta micotoxina demonstra efeitos principalmente nefrotoxicos
mas também ha efeitos teratogénicos, embriotoxicos, genotoxicos,
neurotéxicos, imunossupressivos e carcinogénicos, sendo classificada
como pertencente ao grupo 2B da International Agency for Research on
Cancer - IARC (BOERMANS; LEUNG, 2007; IARC, 1993). Assim
ComMo em outras espécies, o rim é o primeiro 6rgdo alvo da ocratoxicose
em cdes. Um estudo realizado por Szczech et al. (1973;1974) sobre a
ocratoxicose em cdes da raca Beagle, revelaram a alta sensibilidade dos
cdes a esta toxina. Os sinais observados foram perda de apetite, vomito,
hipertermia, tonsilite, diarréia sanguinolenta, polidipsia, polilria,
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desidratacéo, paralisia e morte. Com a dose oral de 0,2 a 0,3 mg/kg, o
Obito ocorreu dentro de 10 a 14 dias de intoxicag&o.

Zearalenona

A zearalenona (ZON) é altamente termoestavel, produzida por
cepas de varias espécies do género Fusarium, incluindo F. culmorum, F.
equiseti, F.graminearum, e F. moniliforme. Estd associada
principalmente com culturas de cereais e seus subprodutos. Ainda que
esta seja considerada uma micotoxina de campo, ha evidéncias de que
esta micotoxina também possa ser produzida em grdos ja colhidos
(ALLDRICK; HAJSELOVA, 2004).

ZON tem uma baixa toxicidade aguda oral, sendo que em termos
de toxicidade subaguda ou subcronica os efeitos da ZON parecem refletir
sua capacidade de se ligar aos receptores de estrogénio, levando a
alteracGes no trato reprodutivo e uma variedade de sintomas, incluindo:
diminuigdo da fertilidade, aumento da reabsorgdo embrioletal e reducéo
da ninhada em animais, para humanos sao poucos os dados disponiveis.
A IARC concluiu que havia evidéncia limitada para avaliar a capacidade
carcinogénica de ZON (IARC, 1993).

A exposicao alimentar por 7 dias a 200pg/kg de peso corporal /dia
de ZON foi suficiente para produzir mudancgas patoldgicas no sistema
reprodutivo de caes (GAJECKA et al., 20004). Em outro estudo, Golinsk
e Novak (2004) observaram em cdes a reducdo na fertilidade, alteractes
dos niveis séricos de progesterona e estradiol e reducéo do tamanho da
ninhada.

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

2.3FATORES QUE INFLUENCIAM NA CONSERVAGAO DE
ALIMENTOS EXTRUSADOS PARA CAES

A conservacdo dos alimentos pode ser prejudicada durante seu
armazenamento inadequado sofrendo agdo de fungos, umidade, calor, ar,
infestacdo por insetos ou roedores. Por se tratar de um produto perecivel,
ficam sujeitos as variacdes de temperatura e umidade que se tornam
prejudiciais a alimentacéo animal (SANTOS et al., 2002). Outros fatores
sdo inerentes ao processo de fabricacdo desse produto como pardmetros
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adequados de atividade de agua (aw), teor de umidade e qualidade dos
ingredientes.

Fatores externos
(a) Matérias-primas

Entende-se que a armazenagem dos ingredientes requer cuidados
adequados para preservar a integridade do material, pois podem sofrer
alteragdes em suas caracteristicas durante o periodo de armazenamento.
Quando em condic@es inadequadas fica vulnerdvel ao ambiente em que
se encontra gerando riscos de perdas do produto (SANTOS et al., 2013).

A matéria-prima esta sujeita as transformacdes, deterioracdes e
perdas devido a interacGes entre fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos
guando armazenadas de forma incorreta. Exercem grande influéncia
nesse ambiente os fatores temperatura, umidade, disponibilidade de
oxigénio, microrganismos, insetos, roedores e passaros. Nesse aspecto,
cuidados especiais devem ser tomados nesse periodo (LORINI, 1998;
SANTOS et al., 2011).

(b) Produto final

A armazenagem do produto final requer cuidados para preservar
de maneira correta as caracteristicas nutricionais e a seguridade do
alimento. Esses cuidados devem ser tomados ndo sé por proprietarios de
cdes como também pelos estabelecimentos comerciais (agropecuarias e
pet shops). A maior ocorréncia de problemas por inadequado
armazenamento nestes alimentos relaciona-se com a presenca de fungos
e insetos, que além de deteriorar o alimento trazem graves consequéncias
a salide dos animais de estimacdo (PADOVEZ, 2014).

Os fabricantes desses alimentos devem fornecer instrugbes na
embalagem aos que forem manusear o produto como informacdes sobre
0 modo de conservacdo adequado do alimento a fim de manter as
propriedades nutricionais e prevenir a contaminagdo por microrganismos
e pragas. Essas informagdes devem estar de acordo com o artigo 39 do
anexo | do Decreto 6296/2007 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento sobre o armazenamento e o transporte de produtos
destinados & alimentacdo animal (BRASIL, 2007).

As condicbes de armazenamento estdo relacionadas ao grau de
limpeza onde estdo armazenadas, umidade relativa do ar (U.R) e a
temperatura do ambiente (LORINI, 1998). A UR é relacionada com o
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equilibrio entre o alimento e 0 ambiente. Os grédos e produtos finais que
possuem aw e teor de umidade relativamente baixo quando expostos a
uma alta UR tendem a absorver umidade (higroscépicos), favorecendo o
crescimento de microrganismos (SCUSSEL, 2002).

De acordo com Northolt et al (1979), o crescimento flngico ocorre
numa faixa mais ampla de aw (1,0 a 0,80), em compara¢do com a
producdo de micotoxinas (1,0 a 0,95). A temperatura tem notavel
influéncia sobre a aw. Quando a temperatura é 6tima, a aw requerida para
0 crescimento pode ser baixa e, deve ser Gtima nos extremos minimos e
maximos de temperatura (BULLERMAN et al., 1984).

Com rela¢do & producdo de micotoxinas, essas sdo formadas
qguando certas condigdes ambientais (UR e temperatura), além das
caracteristicas bioquimicas dos produtos que servem como substrato, sdo
propicias para a sua producdo (DE SOUZA KOERICH, 2013). Para
producdo de AFLs, por exemplo, a temperatura e UR ideal s&o acima de
27°C e 85%, respectivamente. O género Fusarium produz micotoxinas
em temperaturas entre 20 a 26°C (ORSI et al., 2000).

O tipo de substrato é outro fator determinante na producdo de
micotoxinas, afetando tanto a qualidade como o tipo de metabdlito toxico
produzido. A variabilidade na producdo de toxinas em diferentes
alimentos pode atribuir-se as caracteristicas fisicas e quimicas do
substrato. Os parametros fisicos incluem disponibilidade de &gua, a qual
determina a disponibilidade de oxigénio e de ar residual no produto, e a
condutividade térmica, que influi sobre a temperatura nos graos. Entre as
caracteristicas quimicas, destacam-se o0s conteldos de proteinas,
gorduras, aminoacidos e minerais (BRITO et al., 2010).

Fatores internos
(&) Umidade

A melhor medida da concentracdo de agua refere-se a medicdo de
sua atividade (aw), ou seja, medicdo do teor de agua livre no produto.
Pode apresentar-se intimamente ligada as moléculas constituintes do
produto, ndo podendo ser removida ou utilizada para qualquer tipo de
reacdo, onde o metabolismo dos microrganismos é paralisado, ndo
havendo desenvolvimento ou reproducdo; ou pode encontrar-se livre,
estando disponivel para as reacdes fisicas (evaporagdo), quimicas
(escurecimento) e microbioldgicas, tornando-se a principal responsavel
pela deterioragdo do produto (SCOTT, 1957; BRITO et al., 2010).
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A é&gua define os procedimentos a serem adotados para a
fabricacdo de extrusados, atuando como palatabilizantes e melhorando a
textura do alimento. No entanto, a aw € a principal responsavel pela
deterioragdo do produto, pois favorece o crescimento microbiolégico
(BONE; SHANNON, 1977). Dos microrganismos capazes de colonizar
0s grdos e produto final, os fungos sdo mais tolerantes a baixa aw
(NORTHOLT et al., 1979). Alimentos que apresentam aw menor que
0,60 apresentam boa preservacao, ja que microrganismos dificilmente se
propagam nestas condi¢des (UBOLDI EIROA, 1981).

Andlises de aw sdo muito importantes durante o processo de
producdo de uma racdo extrusada, por meio destas analises pode-se
controlar a reprodugdo microbiana, reacfes enzimaticas, oxidativas e
hidroliticas do alimento. Assim, é possivel garantir maior qualidade,
preservacdo e tempo de prateleira do produto comercializado (BRITO,
2009).

O controle de umidade nos alimentos processados deve ser
mantido para prevenir a agdo de microrganismo e evitar possiveis perdas
de nutrientes. Durante o processamento dos extrusados a etapa de
secagem é uma operacao critica, pois, ndo determina somente a qualidade
da dieta, mas afeta o custo de producdo. A umidade do extrusado esta
relacionada com sua estabilidade, qualidade e composicao, e pode afetar
as caracteristicas da dieta, portanto, a determinagéo é uma das medidas
mais importantes e utilizadas na andlise de alimentos (MURAKAMI,
2010).

A umidade no alimento tem relagdo direta com a presenca de
microrganismos como fungos e bactérias, podendo ocorrer o
desenvolvimento de micotoxinas. Quanto maior o teor de umidade, maior
0 aparecimento de fungos (SCUSSEL, 2002). Apdés o processo de
extrusdo do alimento animal, ha reducdo da umidade de 25 % (antes da
secagem) para teor de umidade final de 8 a 10 % no produto acabado.
Neste nivel de umidade, o crescimento de microrganismos é dificultado,
porém fungos xerofilicos podem se desenvolver (CRANE et al., 2000; DE
SOUZA KOERICH, 2013).

(b) Composicéo da matéria-prima

Muitas contaminages ocorrem mais em alimentos completos para
animais de estimacdo quando comparados com as matérias primas
utilizadas em sua elaboracdo, provavelmente em decorréncia da
composicdo quimica completa do substrato (SCUDAMORE et al., 1997).
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As proteinas, gorduras e carboidratos sdo substratos ideais para o
crescimento flngico e bacteriano.

(c) Oxidacdo lipidica

Os lipideos desempenham pelo menos trés funcdes em ragdes para
carnivoros e devem ser observadas antes mesmo do inicio da formulacéo.
Em muitas espécies, incluindo cées, o consumo de energia (niveis de
energia da dieta) € o primeiro regulador do consumo de alimento
(FRANGCA et al, 2011; ZORAN, 2002). Sado compostos por
triglicerideos, contendo uma mistura de acidos saturados e insaturados de
origem animal e vegetal, respectivamente. Os triglicerideos de origem
animal sdo conhecidos pela sua alta proporgéo de &cidos graxos saturados
em comparacdo com os de origem vegetal (HUSSEIN, 2003).

A oxidacdo ocorre em alimentos com altos niveis de gordura, seja
no ingrediente, como nas farinhas de carne, como no produto acabado.
Ela ocorre quando ha um armazenamento do produto por um longo
periodo de tempo ou quando armazenados incorretamente. Esta oxidacéo
pode tornar-se mais critica quando ha existéncia de perdxidos no
alimento, pois leva a formacéo de mais radicais livres, acetonas, aldeidos
e alcoois. Isto pode tornar o alimento inadequado para animais que 0
consomem (LIMA, 2015).

A oxidacdo envolve a adicdo de um atomo de oxigénio ou a
remog¢do de um atomo de hidrogénio das moléculas que constituem os
alimentos. Os produtos desta reacdo, 0s peroxidos, também chamados
radicais livres, sdo extremamente reativos, produzindo compostos
responsaveis pelo mau odor e pela rancificagdo do alimento. Os
compostos oxidados dos alimentos podem causar diversas doengas no
organismo, tais como distlrbios cardiovasculares, tumores e
envelhecimento acelerado (BORGES, SALGARELLO, GURIAN, 2003).
A oxidagdo ocorre principalmente quando a ragéo é armazenada em locais
com presenca de luz, umidade, altas temperaturas e presenca de oxigénio.

A avaliacdo do estado de oxidacdo de 6leos e gorduras é uma
determinagdo importante para a industria petfood. E uma forma de
controlar e garantir a qualidade das matérias-primas adquiridas, e
controlar a qualidade dos produtos comercializados (OSAWA,
GONCALVES; RAGAZZI, 2008). Devido a preocupagdo em
proporcionar aos consumidores produtos de alta qualidade, a indUstria de
alimentos para animais de estimacdo levou ado¢do de medidas que
permitem limitar o fendbmeno de oxidacdo durante as fases de
processamento e armazenamento desses alimentos, a adi¢do de
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antioxidantes é a mais utilizada devido ao baixo custo, termo-resisténcia
e auséncia de toxicidade (BERSET; CUVELIER, 1996).

(d) Integridade da embalagem

Segundo Radtke (2011), a embalagem para o segmento de petfood
passa a ser tdo importante quanto o produto em si, garantindo barreiras
eficazes contra a umidade, o odor, luz, oxigénio e gordura (Tabela 3).

O formato da embalagem e os materiais devem proporcionar uma
protecdo adequada ao produto, a fim de minimizar a contaminacdo e
evitar danos. O que pode acontecer é a perfuracdo destes pacotes para uma
melhor acomodacédo destes quando empilhados, por quem transporta ou
no estabelecimento (pet shops e mercados).

Tabela 3. Fungdes das embalagens em alimentos para cées em relacéo a diferentes

barreiras

Barreira Desempenho

Umidade Mgntém c_rocéngia e maciez;
Evita proliferacéo de é&caros.
Evita a atragdo de insetos e roedores em gondolas de
supermercado, pet shop e na casa do consumidor
Evita a degradacdo dos nutrientes (proteina,
vitaminas e gorduras).
Evita a oxidacdo das gorduras contidas nos
Oxigénio alimentos;

Aumenta o tempo de prateleira do produto.

Gordura Evita a perda da palatabilidade dos alimentos.

Odor

Luz

2.4 LEGISLACAO PARA CONTAMINANTES BIOLOGICOS EM
ALIMENTOS PARA CAES

A legislagdo para contaminantes bioldgicos em alimentos para
animais em todo o mundo por muito tempo se concentrou principalmente
em animais de producdo, com menos atencdo as espécies de companbhia.
No entanto, o fortalecimento do vinculo humano-animal tem
impulsionado a preocupacdo com o bem-estar desses animais, assim a
qualidade e seguranca dos alimentos destinados a eles fizeram com que
trabalhos referentes a contaminacéao biolégica em alimentos para animais
de estimacao tenham sido desenvolvidos.

(&) Fungos

De acordo com a Good Manufacture Practice (2005) tem sido
demonstrado que os propéagulos fangicos constituem um indicador da
condicdo higiénica sanitaria das ragdes, sendo que as contagens nado
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devem exceder os valores de 1 x 10* UFC/g. A legislacéo brasileira atual
seja por parte da area da Agricultura ou da Salde, ndo enquadram a
contaminagéo fungica em nenhum limite maximo tolerado, e consideram
os fungos como simples agentes de deterioracdo (ABINPET, 2008;
BRITO etal., 2010). No entanto, a presenca destes fungos, especialmente
fungos toxigénicos, pode ser um indicativo da contaminagdo por
micotoxinas nos alimentos.

Apesar disso, muitos estudos tém sido realizados para identificar
espécies de fungos presentes em alimentos para cdes e gatos (BARBOSA
etal., 2014; COPETT]I, 2005; CURTIS et al, 2011; SCUDAMORE et al.,
1997). Copetti (2005) isolou Aspergillus em 55,6 % dos alimentos
comerciais para cdes e gatos, seguido do Eurotium spp. (51,8 %),
Penicillium spp. (44,4 %) e Fusarium spp. (33 %). Ja Curtis et al.(2011)
pesquisando fungos em amostras de ragdes para cdes e gatos, detectaram
a presenca fungica em 36 amostras de 50 analisadas (72%). Em estudo
conduzido por Barbosa et al. (2014), em racGes comercializadas para
gatos, permitiram a classificagdo de 2 géneros, Aspergillus e Penicillium.
Em oito amostras de ragdo néo se detectou presenca fingica. As amostras
positivas apresentaram niveis de contaminagdo com contagem até 2 x 103
UFC/g.

(b) Micotoxinas

Para micotoxinas, ingredientes e ragcdes, o0 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 pg/kg, para o somatorio
de AFLs (AFB1 + AFB, + AFG; + AFG>). Nao ha regulamentacdo para
limites mé&ximos para micotoxinas em alimentos para animais de
estimagdo, no entanto, o controle de qualidade das empresas pode
ultrapassar o requisito minimo regulamentar para garantir a seguranca e
eficacia de produtos para esses animais (DE SOUZA KOERICH;
SCUSSEL, 2012).

Na tabela 4, estdo os limites maximos toleraveis de micotoxinas
permitidas para animais de estimacdo, segundo o Manual do programa
Integrado de Qualidade Pet (ANFALPET, 2008), assim como seus
respectivos fungos produtores e ingredientes que se encontram.
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Tabela 4. Fungos toxigénicos, ingredientes e limites méximos de micotoxinas em
alimentos para animais de estimacao.

Micotoxinas Fungo Ingrediente Limite Maximo (ug/kg)
A flavus Amendoim
Aflatoxina A. parasiticus Milho 20
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2)  A. nomius Cereais
Deoxinivalenol ' Cevada 1000
F. avenaceum h
Milho
. F. verticillioides .
Fumonisinas F. proliferatum Milho 5000
(B1+B) F :
. nygamai
Cevada
Ocratoxina A A. ochraceus Mllho 50
P. verrucosum Aveia
Trigo
F. culmorum
F. equiseti Cereais

Zearalenona 200

F.graminearum
F. moniliforme

Adaptado de ANFALPET (2008), Scussel (2002)
(c) Insetos, acaros e pelos de roedores

N&o ha legislacdo especifica para o cumprimento dos parémetros
microscopicos e presenca de sujidades bioldgicas leves em alimentos
destinados a animais de estimacdo. As sujidades biologicas leves
identificadas em alimentos para cdes como fragmentos de insetos, acaros
e pelos de roedores, sdo consideradas prejudiciais a saude pelo fato de
serem considerados importantes vetores mecénicos de contaminantes
alimentares (fungos, virus, bactérias) (DE SOUZA KOERICH, 2013).

Aliado a isso, a comercializacdo a granel desse alimento e a falta
de cuidado por parte de comerciantes e de proprietarios no
armazenamento, propiciam ainda mais a contaminag&o por esses vetores,
gue podem estar presentes no ambiente. Para que essas contaminagoes
sejam evitadas 0 MAPA estabeleceu conforme a Instrugdo Normativa n°
4, de 23/02/2007 (BRASIL, 2007b), as condi¢des higi€nico-sanitérias e
de boas préaticas de fabricagdo para estabelecimentos fabricantes de
produtos destinados a alimentacdo animal.

2.5 PROCESSOS DE DESCONTAMINACAO EM ALIMENTOS
PARA CAES

A industria de alimentos para animais de estimagéo tem 0s mesmos
riscos a respeito da contaminacdo das matérias-primas e produto final por
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fungos e micotoxinas, como a industria de alimentos para animais de
producdo. As matérias-primas utilizadas como cereais, farinhas e farelos,
podem conter niveis altos de fungos e micotoxinas comprometendo o
produto final e levando a um quadro de micotoxicoses nesses animais
(BOERMANS e LEUNG, 2007; MOSS, 1998). Em relacdo a esses
problemas, pesquisas tém sido realizadas a fim de testar métodos de
descontaminacdo de alimentos com fungos e micotoxinas (KIM et al.,
1999; MCDONOUGH et al., 2011; BEBER-RODRIGUES et al., 2014;
SAVI et al., 2014; KREIBICH et al., 2016).

De acordo com Thenholm (2000) os métodos de descontaminagéo
podem ser fisicos, biolégicos e quimicos. Esses métodos de
descontaminagdo visam & remocdo da toxina sem comprometer a
qualidade do alimento final.

Descontaminagao fisica

E 0 método mais conhecido para remogéo de fungos e micotoxinas,
envolvem técnicas de processamento como peneiramento e lavagem, séo
0s métodos mais indicados para os grdaos (WILSON et al., 2004). O
tratamento térmico também pode ser utilizado, entretanto, a maioria das
micotoxinas sdo estaveis ao calor e ndo sdo eliminadas totalmente com
este tratamento (MEISTER; SPRINGER, 2004). H& ainda a classificacdo
dos gréos que é um tratamento fisico de descontaminacéo por meio da
eliminacdo de grdos quebrados, contendo esporos e a limpeza da
superficie dos grdos sendo uma forma eficiente de reduzir as micotoxinas
(BALZER et al., 2004).

Descontaminagdo bioldgica

Microrganismos, especialmente bactérias e leveduras, tém sido
estudados quanto a sua potencialidade para degradar micotoxinas ou
reduzir a sua biodisponibilidade (FUCHS et al., 2008, PELTONEN et al.,
2001). Leveduras isoladas do intestino grosso e identificadas como o
género Trichosporon, também mostraram potencial de desativacdo de
ZON em alimentos para animais (MOLNAR et al., 2004).

Resultados com alta inibicdo na producdo de AFLs utilizando
microrganismos como: Bacillus spp (98%), A. flavus e A. parasiticus
(90%) e Trichoderma spp (75%) foram demonstrados em estudo de
Mallmann et al. (2006). Diante do exposto, alguns critérios devem ser
seguidos para o estudo deste tratamento. A resisténcia do microrganismo
frente a micotoxina precisa ser investigada, assim como, sua diferenca de
sensibilidade e seletividade (MADHYASTHA et al., 1994). Pesquisas
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clinicas ainda sdo limitadas para verificar a eficiéncia de microrganismos
para animais de estimacéo.

Descontaminagdo quimica

Os métodos quimicos sdo aqueles que envolvem reacdes quimicas
OuU processos quimicos para a inativagdo de fungos e micotoxinas.
Normalmente esses processos se referem a adicdo de substancias
guimicas que proporcionam uma mudanca na conformacdo da molécula,
ou uma ligacdo. Estes métodos sdo os mais utilizados na industria de
alimentos, por serem mais rapidos e com custos mais baixos. Podem ser
realizados por tratamento com atmosfera modificada (0z6nio-Os,
nitrogénio-N2, gas carb6nico-CO,) e por meio de produtos quimicos
(compostos organicos e inorganicos) (SAVI, 2014).

Os é&cidos orgénicos foram bastantes estudos em relagdo a
descontaminagdo e conservagdo, pois impedem ou retardam a alteracdo
dos alimentos provocada por microrganismos ou enzimas (AZEREDO,
2004). Outros processos quimicos, muito utilizados na alimentacédo
animal, sdo os adsorventes que reduzem a contaminagdo por micotoxinas.
Estes adsorventes (zeolitas, bentonitas, argilas) podem se ligar a
micotoxina, impedindo que sejam absorvidas pelo trato gastrointestinal
do animal, sendo excretada pelas fezes (SILVA et al., 2013; HUWIG et
al., 2001).

A ozonizacdo também pode ser proposta como um método de
descontaminagdo quimica para grdos contaminados com fungos e
micotoxinas. Este g&s é um oxidante poderoso reconhecido desde 1997
como uma substancia geralmente reconhecida como segura - GRAS e
aplicado na indUstria de alimentos para a destruicdo ou a desintoxicacéo
de substancias quimicas ou microrganismos. O Oz atua mediante a
oxidacdo progressiva de componentes celulares para destruir 0s
microrganismos, impedindo seu crescimento e a formacao da micotoxina
(GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004; SAVI et al., 2014).

Ainda como outra forma de descontaminacdo ha o plasma a frio.
O plasma é eletricamente matéria em estado gasoso que pode ser gerado
pela descarga elétrica em pressdo atmosférica e baixa temperatura,
tornando este processo pratico, barato e adequado para a descontaminagao
de produtos alimentares (RAGNI et al., 2010). Podem ser gerados a
pressdo atmosférica, facilitando a sua aplicagdo. Seu tratamento pode
efetivamente inativar uma ampla gama de microrganismos, na superficie
de alimentos frescos e processados, incluindo esporos fungicos
(FEICHTINGER et al., 2003; LEE et al., 2006).
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2.5.1 Géas 0z6nio como método descontaminante

O o0zbnio é um aldtropo triatdmico (O3) composto por trés atomos
de oxigénio que se formam quando as moléculas de oxigénio se rompem
devido a radiagdo ultravioleta e os atomos separados combinam-se
individualmente com outras moléculas de oxigénio. Devido a maior
estabilidade do oxigénio, a molécula de Os sofre um processo de
dissociacéo espontanea com o tempo resultando novamente na formacédo
do oxigénio (02) (LANGLAIS; RECKHOW; BRINK, 1991). A
decomposicdo ndo resulta em espécies nocivas, j& que 0 mesmo €
espontaneamente convertido em O, sendo seu uso seguro em alimentos.
Por ser instavel, requer que ele seja produzido no seu local de aplicacéo
reduzindo assim gastos e perigos relacionados como seu transporte e
estocagem (ARMOR, 1999; TATAPUDI; FENTON, 1994).

A produgdo comercial do 0zbnio € realizada pelo processo de
descarga elétrica, também chamado de corona (USEPA, 1999). Este
processo é constituido por dois eletrodos submetidos a uma elevada
diferenca de potencial (aproximadamente 1000 V). O oz6nio é gerado
pela passagem de ar ou oxigénio puro entre os dois eletrodos. Quando os
elétrons possuem energia suficiente para dissociar a molécula de Og,
comecam a ocorrer colisdes, que causam a dissociacdo do O; e a
consequente formacdo do Oz (CULLEN et al., 2009; USEPA, 1999)
(Figura 5).
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Figura 5. Gerador de 0zbnio (a) tipo descarga corona (USEPA, 1999) e (b)
esquema de reacdo (CHRIST et al., 2015)

O gas O3 é um poderoso germicida, empregado em engenharia
sanitaria para a desinfeccdo da dgua potavel e na remogao de sabores e
odores indesejaveis. Também é um géas oxidante, que tem inGmeras
aplicacdes na industria alimenticia pelas vantagens que apresenta nas
técnicas de preservacdo (SAVI et al., 2014). O Oz j& se mostrou eficaz
contra um amplo espectro de microrganismos, incluindo bactérias (KIM;
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YOUSEF, 2000; SHARMA et al., 2002), fungos (PALOU et al., 2002;
PEREZ et al., 1999; KREIBICH et al., 2016) virus e protozoarios
(CULLEN et al., 2009; KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001). Além disso,
também tem potencial para matar pragas de armazenagem (KELLS et al.,
2001; MENDEZ et al., 2003), degradar micotoxinas (CULLEN et al.,
2009; GIORDANO; NONES; SCUSSEL, 2012), pesticidas e residuos
guimicos (ONG et al., 1996; HWANG; CASH; ZABIK, 2001; SAVI et
al., 2014).

Na industria alimenticia, o tratamento com O3z vem sendo estudado
com o intuito de melhorar a qualidade e evitar perdas quantitativas,
devido & deterioragéo dos alimentos por fungos. O tratamento com gés Os
tem demonstrado eficiéncia em reduzir contaminacéo por AFB: em figos
secos (ZORLUGENC et al.,, 2008) e patulina em sucos de maca
(CATALDO, 2008). Pode desempenhar importante papel na qualidade de
castanhas-do-Brasil, ja que tem sido efetivo em inibir o crescimento
fangico e reduzir a contaminacéo por AFLs (SCUSSEL et al., 2011) e em
améndoas de cacau inoculadas com A.flavus (KREIBICH et al., 2016).

A eficacia do Os depende de varios fatores, incluindo a
concentracdo aplicada, as caracteristicas de cada alimento e os fatores
ambientais em que se encontram (temperatura e umidade). Demonstra ser
uma alternativa potencial que oferece vantagens para melhorar a
qualidade e a producéo dos alimentos. Neste sentido, varios estudos tém
sido reportados na literatura quanto ao uso do gas O3 para a inativagdo de
bactérias e fungos (Tabela 5) e degradacdo de micotoxinas e pesticidas
(Tabela 6) em alimentos.
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Tabela 5. Aplicacdo de gas 0z6nio para inibi¢do e inativagdo de bactérias e fungos

em diferentes alimentos reportados na literatura.

. . x Tempo de  Redugéo —
Microrganismo Amostra Concentragao exposicio (Iog) Referéncia
BACTERIAS
Escherichia. coli . . 3,5 Akbas & Ozdemir,
Bacillus. cereus Pistache 0,1/0,5/1,0 ppm 360 min 3 2006
E. coli . . 1,4 Akbas & Ozdemir,
B. cereus Figo 0,1/0,5/1,0 ppm 360 min 29 2008
Salmonella Orégao 2,8/5,3 mg/l 120 min 2,8-3,7 Torlak et al. 2013
E.coli Alfafa 21 ppm 64 min 2,20 Sharma & Dermici,

2003

FUNGOS
Asperglllus ﬂa_VL_’s_ . Milho 5 ppm 5 dias 100 Mason et a. 1997
Fusarium verticilioides
Penicilium citrinum
F.verticilioides
F. graminearum Trigo 40/60 pumol/mol 30/60%?]0/180 100 Savi et al. 2014
A. flavus
A. parasiticus
A flavus. . Castanha 10 mg/I 90 min 100 Scussel et al. 2011
A. parasiticus
A flavus Castanha  10/14/31,5 mg/l 180/300 min 100 Giordano et al. 2012
A. parasiticus
A flavus Zorlugeng et al
A. niger Figo 13,8 mg/l 7,5/15/30 min 100 geng :

. 2008
A. parasiticus
Fusarium Cevada  11/26 mg/l 15/30/60 min 24-36  Kowapalli et ol
F. verticilioides Milho 50/100/200 ppm 60 min 100 Mylona et al. 2014
A. flavus . 30/60/120/180 .
P. citrinum Trigo 40/60 pumol/mol min 87,8 Savi et al. 2015
Aspergillus Arroz 20/40 pumol/mol 1,6 min 99,9 Beber-Rodrigues et

Penicillium

al. 2015
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Tabela 6. Degradacdo de micotoxinas e pesticidas em alimentos usando ozénio.

Tempo de Redugdo

Contaminantes Amostra Concentragéo exposicio (%) Referéncia
MICOTOXINAS

Aflatoxinas Milho 47,8 ppm 1,8 min 30 McDonough et al.

2011

Aflatoxinas Amendoim 6 pmol/mol 30 min 65,8 Chenetal. 2014

Aflatoxinas Castanha 10 pmol/mol 90 min 100 Scussel et al. 2011

Deoxinivalenol Trigo 60 pmol/mol 120 min 100 Savi et al. 2014

Fumonisinas Milho 100/200 ppm 60 min 100 Mylona et al. 2014

PESTICIDAS

Chlorpirifos etil, 92

Tetradifon Limao 10 ppm 5 min 59,9 Kusvuran et al. 2012

Clorotalonil 48,5

Chlorpirifos etil, 100

Tetradifon Laranja 10 ppm 5 min 56,6 Kusvuran et al. 2012

Clorotalonil 40,4

Fenitrotion Trigo 60 pmol/mol 180 min 69,4 Savi et al. 2015

Deltametrina Trigo 60 pmol/mol 180 min 89,8 Savi et al. 2015

Fenexamida 68,5

Ciprodinil Uva 10 ppm 60 min 75,4 Karaca et al. 2012

Pirimetanil 83,7

2.5.2 Plasma como método de descontaminagdo em alimentos

O plasma é o quarto estado da matéria e constitui cerca de 99% do
universo. Esse termo se aplica a um gas ionizado composto por varias
espécies atdbmicas, moleculares e idnicas, coexistindo com numerosas
espécies reativas, incluindo elétrons, ions positivos e negativos, radicais
livres, &tomos e moléculas, e radiacdo eletromagnética (fétons UV e luz
visivel) (ALVES, 1995; BOURKE et al., 2018). Plasmas sdo geralmente
classificados conforme seu nivel de energia, temperatura e densidade
ibnica em plasmas de alta temperatura, plasmas térmicos e plasmas frios
(plasma néo-térmico ou em nédo-equilibrio) (LIU; XU;WANG, 1999). O
plasma térmico é caracterizado pelo equilibrio termodinamico entre os
elétrons e as particulas pesadas do gas, havendo uma quase singular
temperatura em cada ponto do espaco. Este tipo de plasma requer pressdes
mais altas (>105 Pa) e uma quantidade maior de energia para ser formado
guando comparado ao ndo-térmico (FRIDMAN et al., 2007; BOURKE et
al., 2017).

O plasma a frio (PF) tem como forte caracteristica a auséncia de
equilibrio termodindmico. Os elétrons, dotados de alta energia e alta
temperatura, devido a sua pequena massa nao transferem quantidade de
calor significativo as particulas pesadas do meio, gerando o ndo equilibrio
termodinamico. Dessa forma os elétrons possuem temperatura muito
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maior do que as particulas do meio. A temperatura do gas pode estar na
temperatura ambiente, enquanto que a dos elétrons pode alcancar
temperaturas de 104 — 105K (ISTADI, 2006). Nas tecnologias de plasma,
0 PF é o mais utilizado (Figura 6).

Eletrodos internos em Latao (base)
e Tungsténio toriado

Entrada de gas - '/ "l

Base em aluminio (eletrodo

Entrada de amostra

Figura 6. Esquema do reator de plasma a frio de descarga em barreira dielétrica,
do tipo ponta plano com varios eletrodos.

Plasmas sdo utilizados hoje em dia para uma variedade de
aplicacbes comerciais variando de tecnologia microeletronica,
processamento de materiais, monitores de tela plana, revestimentos
anticorrosdo, melhoria das propriedades de barreira em materiais de
embalagem, tratamento de residuos toxicos, e esterilizacdo de alimentos
(HELHEL; OKSUZ; RAD, 2005; SCHNEIDER et al, 2005; CHU, 2007).
A esterilizacdo por plasma pode oferecer uma alternativa para métodos
de desinfeccdo. Esse gas apresenta tratamento uniforme, podem executar
a atividade a baixa temperatura e sem alteracdo do alimento (sabor, odor,
estrutura), e finalmente, o plasma nao requer produtos quimicos, portanto,
nao deixam residuos toxicos (NIEMIRA, 2012; SELCUK; OKSUZ;
BASARAN, 2008; NIEMIRA; GUTSOL, 2010).

Os mecanismos pelos quais 0 PF inativa os microrganismos é
causando danos as membranas celulares por radiacéo ultra-violeta (UV)
(GALLAGHER et al., 2007). A UV também pode causar modificacfes
no DNA e consequente replicacdo celular inadequada (BOLSHAKOQOV et
al., 2004). A oxidacdo de membranas celulares e aminoéacidos devido a
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, incluindo oxigénio atémico,
ozonio, 6xido nitrico e dioxido de nitrogénio, é também um mecanismo
importante de inibicdo microbiana mediada pelo plasma frio
(LAROUSSI; LEIPOLD, 2004).
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O plasma tem sido aplicado na industria de alimentos para a
descontaminacdo de matérias-primas agricolas (macés, améndoa, manga
e meldo) (NIEMIRA, 2008; PERNI et al., 2008; SCHNABEL et al.,
2014), ovos (RAGNI et al., 2010) e queijo (SONG et al., 2009). Além
disso, tem havido estudos recentes sobre o tratamento com plasma em
pimenta preta e ervas (HERTWIG et al., 2014). Esta tecnologia também
tem sido aplicada com sucesso para a esterilizagcdo superficial em
materiais de embalagem (MIR; SHAH; MIR, 2016; MISRA et al., 2015,
PANKAJ et al., 2015, SCHOLTZ et al., 2015).

Essa capacidade do plasma em trabalhar a baixas temperaturas tem
aberto a possibilidade de usar a tecnologia para o tratamento de alimentos
sensiveis ao calor (KORACHI et al., 2015; CULLEN et al., 2017). Em
relacdo a trabalhos utilizando PF para descontaminacgéo em alimentos, as
bactérias foram as mais estudadas como observado na Tabela 7 (KIM et
al., 2014; ZIUZINA et al., 2014; BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013;
GUROL etal., 2012; ROD et al., 2012; KIM et al., 2011; LEE et al., 2011,
SONG et al., 2009). No entanto, trabalhos com fungos (DASAN et al.,
2016; SUHEM et al., 2013; SELCUK; OKSUZ; BASARAN, 2008;
TROMPETER et al., 2002), micotoxinas (SICILIANO et al., 2016; OUF;
BASHER; MOHAMED, 2015; PARK et al., 2007) e pesticidas (HEO et
al., 2014; MISRA et al., 2014; BAI et al., 2009) também j& foram
realizados.



64

Tabela 7. Aplicacdo de plasma a frio para inibi¢do e inativacdo de bactérias e

fungos em diferentes alimentos reportados na literatura.

. . Tempo de Reducéo A
Microrganismo Amostra  Reator exposicdo (min) (log) Referéncia
BACTERIAS
Listeria monocytogenes Ovo DBD 90 4-5  Rowan et al. 2007
L. monocytogenes Queijo fatiado ~ APP 2 1-5  Song et al. 2009
Presunto
L. monocytogenes fatiado APP 2 1.73  Leeetal 2011
Eschericha coli, i
Salmonella typhimurium Bacon APP 15 2-3 Kimetal. 2011
E. coli x . .
Magcéa ARC 3 3,7  Niemira & Sites, 2008
S. Stanley
E. coli Améndoas DBD 0,5 1,8-5 Deng et al. 2007
E.coli Manga Meldo  APJ 0,08 3 Perni et al. 2008
E.coli
Staphylococcus aureus Suco de laranja  DBD 0,41 5 Shietal. 2011
Candida albicans
FUNGOS
Aspergillus flavus Pimentaemp6 DM 20 25 Kimetal. 2014
A flavus. . Avelds APF 5 450 Dasan et al. 2016
A. parasiticus BP
A flavus Barrade  pp) 20 4 Suhemetal 2013
cereais

A. parasiticus Gréos e cereais  SD 15 3 Selcuk et al. 2008

Penicillium

DBD: descarga de barreira dielétrica; APP: plasma a pressdo atmosférica; APJ:
jato de plasma a pressdo atmosférica; DM: descarga micro-ondas; SD: selfie-
design; APFBP: plasma em pressdo atmosférica em leito fluidizado; ARC:

descarga em arco
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Tabela 8. Degradacéo de micotoxinas e pesticidas em alimentos usando plasma a

frio.

. Tempo de exposicao Reducéo —

Contaminantes Amostra Reator (min) (%) Referéncia
MICOTOXINAS
Aflatoxinas Aveld DBD 12 70 Siciliano et al. 2016
Fumonisina*
Ocratoxina A
Tamaras DAPACP 6-7,5 100 Oufetal., 2015

Aflatoxina** Amendoim SD 12 90 Devi et al. 2017
PESTICIDAS
Paration Maga DBD 2 95,9 Heo et al. 2014
Azoxistrobina 69
Ciprodinil 45
Fludioxonil Morango DBD 15 71 Misra et al. 2014
Piriproxifeno 46
Diclorvés Milho RF 2 100 Bai et al. 2009

DBD: descarga de barreira dielétrica; DAPACP: plasma frio de dupla pressdo
atmosférica; SD: selfie design; RF: plasma de radiofrequéncia *FB,**AFB;
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ALIMENTOS EXTRUSADOS PARA CAES
COMERCIALIZADOS A GRANEL E EM EMBALAGEM
FECHADA: CONTAMINACAO POR ORGANISMOS VIVOS

RESUMO

Foram avaliadas a presenca de sujidades leves (insetos, &caros e
pelos de roedores) e contaminacéo fungica em alimentos extrusados para
cdes comercializados a granel e em embalagem fechada, bem como as
condi¢des ambientais de comercializagdo e integridade das embalagens.
Ao total foram analisadas 50 amostras (25 a granel e 25 em embalagem
fechada), 34% tiveram alguma sujidade detectada, sendo 30% delas em
alimentos comercializados a granel. A principal sujidade encontrada foi
fragmentos de insetos, 40% nas amostras a granel e 8% em embalagem
fechada. Em relacdo a contagem total de fungos, 48% das amostras
vendidas a granel apresentaram contaminacdo, em contrapartida com as
embalagens fechadas que apresentaram apenas 28%. Como esperado, as
amostras comercializadas a granel obtiveram um maior contetdo de
umidade (mc) (6,63 a 15,35%) em relacdo as embalagens fechadas (6,32
a 10,77%) (p<0,05). Ja para a atividade de 4gua (aw) ndo houve diferenca
significativa entre as duas condicbes de armazenagem durante a
comercializagdo. Dos 16 comércios visitados, 4 tinham condicOes
higiénicas sanitarias baixas com alimentos expostos ao ambiente, acesso
a outros animais e local empoeirado. Com relacéo a integridade, todas as
embalagens estavam intactas, sem perfuracdes e bem vedadas. Condicoes
ambientais inadequadas, como as observadas nos alimentos a granel,
associadas a falta de boas préticas de comercializag&o, contribuem para o
aumento da presenca de vetores, como roedores e insetos, além de
receberem maior umidade do ambiente favorecendo a presenca de fungos.

1. INTRODUCAO

Dentre os alimentos para cdes, destacam-se as ragdes secas
extrusadas, nas quais o processo de producdo com alta temperatura (
120°C) seguido de secagem (90 a 180°C) sdo os principais parametros
para a reducdo do contelido de umidade (mc), atividade de agua (aw) e
consequentemente a contaminacédo microbioldgica (KRABBE, 2009).

Esses parametros no alimento extrusado podem afetar
caracteristicas da dieta e estdo relacionados com a sua estabilidade,
gualidade e seguranca. O alimento deve ter mc e aw finais de 6% até 10%
e 0,6 a 0,8, respectivamente, aumentando a vida de prateleira e fazendo
com que ndo haja crescimento fungico (BRITO et al., 2010; TRAN et al.,
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2014; SILVA et al., 2016). Por isso, suas determinagfes sdo uma das
medidas mais importantes e utilizadas na anélise desses alimentos, pois
sdo as principais técnicas para prevenir ou retardar o crescimento de
colonias de fungos (toxigénicos ou ndo) e consequentemente a
deterioragdo dos alimentos (SCUSSEL, 2002; BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007; LIMA et al., 2013).

Apesar disso, as condigfes em que esses alimentos podem ser
vendidos afetam os valores de umidade e, assim, modificam a qualidade
e a seguranca (ROOS, 2001; JOUANY, 2007; KRABBE, 2009). A
deterioragcdo por fungos é um indicador de baixa condigcdo higiénico-
sanitaria de alimentos comerciais para animais de estimacdo e a carga
total acima de 1x10% UFC/ g ndo é recomendada (ABINPET, 2008).

Outro fator importante que afeta seriamente esses alimentos € a
presenca de sujidades leves como insetos, acaros e roedores. A presenca
desses contaminantes é considerada um indicativo de falta de controle
sanitario durante a colheita e armazenamento da matéria-prima, as
condi¢cbes durante processamento, bem como a eficiéncia no
acondicionamento do produto final e sua comercializagéo (Lorini, 2002;
DE SOUZA KOERICH & SCUSSEL, 2013).

A exposicao da racdo ao ambiente é um fator importante que pode
comprometer sua qualidade, pois propicia o contato do alimento com
insetos, acaros e roedores (HINTON & MEAD, 1992; MACHADO etal.,
2008). No que se refere as condi¢des de venda de alimentos extrusados
para animais, existe um habito irregular de vendé-los a granel,
especialmente para cées e gatos, em pequenas por¢des retiradas de sacos
abertos (15 a 20 kg) que permanecem nas lojas durante dias até o fim do
seu contetido.

A comercializa¢do de alimentos vendidos dessa maneira permite a
contaminacdo de organismos vivos, que podem estar presentes no
ambiente, prejudicando a salde do animal (SUBRAMANYAM, 2003).
Apesar da legislagéo de sujidade leve para alimentos humanos (BRASIL,
2014), ndo existe um especifico em alimentos para animais de estimacéo.
No entanto, o comércio de alimentos destinados a animais de estimacao
(cdes e gatos) através da violacdo da embalagem original do produto e do
fracionamento do contetido em porcGes menores (a granel) é irregular
perante as exigéncias técnicas e regulamentares do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, 6rgéo responsavel pela
regulamentacdo e fiscalizagdo do setor de produtos destinados &
alimentacdo animal no Brasil (BRASIL, 2007).

Considerando a falta de legislacdo e de informacdo, o objetivo
deste estudo foi avaliar a presenca de sujidades leves e a carga total
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fangica em alimentos extrusados para cdes, vendidos a granel e em
embalagem fechada, e sua relagdo com as condi¢cBes ambientais de
comercializacdo e integridade das embalagens.

2. MATERIAL E METODOS

Amostras: 50 amostras de alimentos comerciais extrusados para
cdes, sendo 25 comercializados a granel e 25 em embalagens fechadas.

Meios micoldgicos e reagentes: agar batata dextrose, Kyma
(Americana, Brasil) cloranfenicol, Sigma (Sao Paulo, Brasil) e &cido
cloridrico, 6leo mineral, isopropanol, Neon (S&o Paulo, Brasil).

Equipamentos e outros materiais: balanga semi-analitica, Kern
(Balingen, Alemanha), capela de fluxo laminar, Veco (Campinas, Brasil);
stomacher, Marconi (Piracicaba, Brasil); estufa microbioldgica, Quimis
(Diadema, Brasil); contador de colbnias, Phoenix (Araraquara, Brasil);
bloco de aquecimento, Tecnal (Piracicaba, Brasil); cabine ultravioleta,
Dist (Floriandpolis, Brasil); Aqualab 4TE, Decagon (Sdo José dos
Campos, Brasil); Microscépio estereoscopico, modelo MZ-16, Wetzlar,
(Berlim, Alemanha) acoplado a camera de video, modelo Image Pro-
Express. Frasco armadilha Wildman (Erlenmeyer-2 L com haste metalica
e tampa de borracha), Dist (Floriandpolis, Brasil); Funil de Buchner (13
cm de dietro); peneiras granulométricas, 200 Mesh, Bertel (S&o Paulo,
Brasil) e papel de filtro, n°4, Whatman (Maidston, Inglaterra).

Coleta e preparagdo de amostras: as amostras foram coletadas
randomicamente em agropecuadrias, pet shops e mercados, na regido da
Grande Floriandpolis: Floriandpolis, Sdo José, Palhoca, Biguacu). Cada
amostra foi moida em moinho Romer e partes representativas de 50, 25 e
5 g foram separadas para andlise de sujidades leves, carga fungica total e
umidade (mc e aw), respectivamente.

Anélise de sujidades leves: foi realizada de acordo com o método
AOAC internacional (2005) de flutuacéo (art.970.71). O método consiste
em extrair a sujidade (insetos - inteiros ou fragmentos, larvas, acaros e
pelos de roedores) através da hidrolise &cida (&cido cloridrico) da amostra
e da separacdo com base nas propriedades lipidicas-hidrofdbicas das
estruturas, com posterior filtracdo e microscopia estereoscopica para
andlise do material isolado.
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Carga total fungica: as amostras trituradas foram transferidas
assepticamente para sacos de polietileno onde adicionou-se 4gua peptona
(0,1%), seguida de homogeneizagdo. De cada amostra diluida, os volumes
foram inoculados em superficie de meio de cultura PDA contendo
cloranfenicol (100 mg/l), depois incubados em estufa microbioldgica (25
+ 1 °C, 7 dias) (Silva et al., 2010). Apods esse periodo, as coldnias
desenvolvidas foram contadas e expressas em unidade formadora de
col6nias por g (UFC/g).

Determinacdo de umidade: mc - foi determinado de acordo com o
método gravimétrico AOAC (2005) (art. 31.1.02). Cada amostra
homogeneizada (2 g) foi colocada em um cadinho de porcelana e seca em
estufa (105°C por 8 horas) até peso constante. O resultado foi determinado
pela média dos resultados individuais, + desvio padrdo relativo (DPR) e
a aw - obtida por medida de por¢do de cada amostra (5 g) no aparelho
Agualab (25°C).

Condices de comercializacdo: as condicfes de venda e ambientais
de cada amostra ao serem compradas foram avaliadas da seguinte forma:
disposi¢do dos produtos; limpeza do local, ventilagdo, ar condicionado;
distancia dos pisos, paredes e janelas; acesso de pessoas e animais; e
aplicacdo de controle de pragas (insetos e roedores). A integridade das
embalagens fechadas — com relacdo a presenca de perfuragdes e eficiéncia
de vedag&o dos pacotes foi analisada.

Andlise estatistica: os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e, além disso, foi realizado o teste T-Student, para
comparacao dos dois grupos (a granel e embalados) em relacdo a umidade
e carga total de fungos. Os resultados foram expressos em média e desvio
padrdo, os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sujidades leves

Alimentos industrializados para cées sdo constituidos por
ingredientes a base de gréos, 6leos e subprodutos de origem animal, que
servem como principais fontes de carboidratos, gorduras e proteinas.
Estes produtos, pela sua composicao, sdo atrativos aos insetos e pragas
que os infestam, causando perdas quantitativas e qualitativas
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significantes, além de reduzirem a seguranca (Haine; Pronata, 1982;
Subramanyam et al., 2003; Machado et al., 2008). Os dados sobre
sujidades leves, foram separados pelo total detectado, condi¢fes de venda
(a granel e embalado) e pelos tipos identificados.

Em relacdo a sujidades leves totais, das 50 amostras analisadas,
34% tiveram alguma sujidade detectada, do total 32% tinham apenas um
tipo de sujidade por amostra. No entanto, mais de um tipo de sujidade
(inseto e pelo de roedor), estavam presentes em uma mesma amostra,
sendo indicativo que o alimento foi exposto a roedores. A Figura 1 mostra
as condicOes de venda e os tipos de sujidades que foram encontrados nas
amostras de alimentos extrusados para caes.
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Figura 1. Porcentagem de sujidades leves detectadas em alimentos extrusados
para cdes vendidos a granel e em embalagem fechada: (a) total detectado e (b)
tipos identificados em amostras *ND: ndo detectado **embalagens abertas

Ja para as sujidades leves encontrada por condicfes de venda
foram detectadas sujidades em ambas as condigdes, sendo 60% e 8% em
alimentos vendidos a granel e em embalagem fechada, respectivamente
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(Figura 1.a). A principal sujidade detectada foram fragmentos de insetos,
tanto no alimento a granel (40%) quanto embalado (8%) (Figura 1.b).
Essa contaminag&o pode ocorrer durante o processamento do alimento ou
durante a armazenagem da matéria-prima. Em relacéo a insetos inteiros,
sua presenca foi detectada apenas nas amostras a granel (4%). Importante
enfatizar e, é bastante preocupante, a presenca de pelos de roedores, onde
foram detectados em 16% (4) nas amostras vendidas a granel. Isso indica
a exposicdo dos alimentos a urina e / ou fezes desses animais (portadores
importantes da leptospirose canina). Em contraste, os acaros, que sdo
responsaveis por reacdes alérgicas em animais de estimacdo, ndo foram
detectados em nenhuma amostra. A Figura 2 mostra diferentes insetos e
pelos de roedores detectados nas amostras.

‘vl‘,
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(a.1) ” (a.2)
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Figura 2. Diferentes sujidades leves detectadas em alimentos extrusados para cées
comercializados (a) a granel: (a.1) inseto inteiro; (a.2) fragmento de inseto; (a.3)
pelo de roedor e (b) embalagens fechadas: (b.1) e (b.2) fragmentos de inseto.

Considerando que a maior presenca de sujidades foi encontrada em
alimentos vendidos a granel, pode-se dizer que a exposicdo desse
alimento ao ambiente, junto com condi¢6es higiénicas baixas e a falta de
aplicacdo de boas praticas, permite 0 contato com organismos Vivos,
como insetos, ratos e outros animais de estimacao que transitam pela loja
e podem carrear bactérias. Embora uma quantidade menor de sujidades
tenha sido detectada nas amostras de embalagem fechadas (8%),
mostrando a eficicia da embalagem para seguranca do produto, a
contaminagdo nesse caso pode ocorrer durante selecdo e armazenamento
das matérias-primas, assim como durante o processamento do alimento
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(falta de limpeza dos equipamentos), viabilizando a contaminagdo no
produto final (Lorini, 2002).

Os dados deste estudo corroboram com os relatados por outros
autores (BOESE, CHICOWICZ, 1995; HINTON; MEAD, 1992;
LORINI, 2002; Sousa et al., 2005; DE SOUZA KOERICH, 2013). De
Souza Koerich et al. (2010) investigaram a contaminacdo de sujidades
leves em alimentos secos extrusados para cdes comercializados a granel
e registraram em 94% das amostras algum tipo de sujidade, especialmente
fragmentos de insetos (87,5%). Embora os autores ndo tenham
comparado alimentos a granel com embalados, eles registraram que 0s
alimentos a granel em exposicdo as condi¢cBes ambientais das lojas,
comprometeram a qualidade e a seguranca do produto. Além disso, Sousa
et al. (2005) relataram maior quantidade de insetos infestando alimentos
para cdes, também vendidos a granel. Em um estudo de microscopia
estereoscopica em alimentos para cdes extrusados, Silva et al (2016)
detectaram fragmentos de insetos, embora em pequena quantidade, em
alimentos comercializados embalados, mostrando que a contaminagéo
também ocorre durante o armazenamento das matérias-primas ou
processamento. A higiene e a implementacdo de boas praticas de
fabricacdo durante a produgdo, armazenamento e comercializacdo de
alimentos sdo importantes ferramentas para garantir a qualidade
(LAZZARI, 1997).

A legislacdo brasileira ndo estabelece limites para sujidades leves
em alimentos para cdes. No entanto, um alimento com alto indice de
sujidade pode indicar sua exposi¢do a baixas condi¢Ges sanitarias durante
0 processamento e comercializacdo afetando a salde dos animais que o
consomem. Se comparado os dados atuais com a legislacdo para
alimentos humanos (materiais macro e microscOpicos nocivos), as
sujidades leves identificadas nos alimentos para cdes devem ser
consideradas prejudiciais também a sua saude, pelo fato de serem vetores
mecanicos para contaminantes como fungos, virus e bactérias (BRASIL,
2014).

3.2 Contagem total de fungos e umidade

Os fungos sdo capazes de crescer em todos o0s tipos de alimentos
como cereais, frutas, wvegetais, gorduras e seus produtos. O
desenvolvimento desses microrganismos pode resultar em diferentes
deterioragdes dos alimentos - produzindo aromas, descoloracéo, toxinas,
podriddo e formacdo de propagulos patogénicos ou alérgicos
(FILTENBORG et al., 1996; COPETT]I, 2005).
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A avaliacdo da contagem total de fungos tem sido um bom
indicador de condicdes sanitarias de alimentos comerciais para animais
de estimacdo. Os danos causados por fungos geralmente estdo
relacionados a perdas nutricionais de matérias-primas e a deterioracao de
produtos finais (DE SOUZA KOERICH, 2013). Os alimentos expostos
ao meio ambiente também favorecem a absorcao de umidade aumentando
mc e aw, contribuindo assim para o crescimento flngico. Com relagédo a
carga total de fungos presentes nas amostras de alimentos para cées, este
estudo mostrou que alimentos vendidos a granel tinham alto nimero de
amostras positivas (48%) quando comparadas aos embalados (28%),
conforme Tabela 1. Os niveis de contaminagdo variaram de 1 a 4x10
UFC/g, com os niveis mais altos detectados nos alimentos a granel,
expostos a absorcdo de umidade do ambiente, corroborando com
pesquisas anteriores (MACHADO et al., 2008; DE SOUZA KOERICH,
2013). E importante ressaltar que no Brasil n&o existe limite de contagem
fingica estabelecido oficialmente para alimentos destinados a animais de
estimacdo. A ABINPET (2008), uma associacdo que orienta 0S
produtores de alimentos para esses animais, recomenda que a carga total
ndo exceda 1,0x10* UFC/g. Todas as amostras analisadas estavam abaixo
do limite recomendado pela ABINPET.

Como esperado, as amostras vendidas a granel apresentaram maior
mc (6,63 a 15,35%) do que as embaladas (6,32 a 10,77%) (p<0,05). Em
relacdo a aw, variou de 0,4529 a 0,7763 e 0,4426 a 0,6896, para as
amostras a granel e embaladas, respectivamente (Tabela 1) e néo
diferiram entre si. O mc e aw dos alimentos extrusados podem afetar suas
caracteristicas e estdo relacionados a estabilidade, qualidade e seguranca.
Vérios estudos relacionaram o desenvolvimento de fungos com
armazenamento incorreto com alta umidade e temperatura (PASANEN et
al., 1990; ANDRADE; LEISTNER, 1994; NASCIMENTO, 2005,
BRITO et al., 2010; GIRIO et al, 2012).
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Tabela 1. Contagem total fungica e umidade em alimentos extrusados para cées
vendidos a granel e em embalagem fechada

Alimento extrusado Contagem total? Umidade

Venda Estatistica (UFClg) contedido®(%) an’
A granel*
Total positivo/total 12/25 NA? NA
Variagdo 0,1x102-0,4x10? 6,63-15,35 0,4529-0,7763
Média 2x10 9,20 0,5688
SD¢ 1,1874 1,88 0,07
RSD™% 129,0689 20,46 12,45
Embalagem fechada
Total positivo/total 07/25 NA NA
Variagdo 0,1x102 - 0,2x102 6,32-10,77 0,4426-0,6896
Média 1x10 7,99 0,5353
Sbe 0,589 1,42 0,055
RSD% 157,95 17,74 10,27

3Contagem total flingica contetido de umidade Catividade de agua “n&o aplicavel,
edesvio padréo; 'desvio padréo relativo

3.3 Condigdes ambientais e de venda

Quanto ao ambiente das lojas e caracteristicas de condicfes de
venda, de onde as amostras a granel e embaladas foram coletadas, os
pardmetros investigados foram os seguintes: o local de armazenamento
de alimentos (longe do chao/paredes/janelas, em prateleiras, empilhadas
no chdo), longe da luz solar e do contato de proprietarios e animais,
temperatura do ambiente (ventilagdo/ar condicionado), entre outros. Os
dados estdo na Tabela 2 e na Figura 3.

(&) Condicdes ambientais do local: das lojas com venda de
alimentos a granel visitadas 25% apresentaram condi¢gBes ambientais
baixas de higiene como piso sujo, ambiente empoeirado, sem ventilagdo
e animais no local. O alimento exposto a esse ambiente, com acesso a
outros animais e sem qualquer protecdo, contribui para a alta
contaminacdo de sujidades leves, absorcdo de umidade e crescimento
fangico comprometendo a qualidade e seguranca (MAGAN; ALDRED,
2007). Em relacéo ao controle de pragas, este foi observado em todos 0s
estabelecimentos pesquisados.

Ja para os locais com venda de embalagem fechada, os dados
mostraram que em todas as lojas pesquisadas que vendiam alimentos
embalados, estes estavam dispostos em prateleiras e protegidos da luz
solar. Em 25% das lojas o alimento estava perto de paredes e e 31,5%
longe, evitando assim a umidade. Importante enfatizar que apenas 12,5%
das lojas ndo vendiam alimentos a granel. Observou-se que, nas lojas com
alimentos embalados, havia mais foco na limpeza do ambiente.
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(b) CondicGes de venda: em 25% das lojas visitadas o alimento a
granel estava exposto na prépria embalagem em cima de paletes (sem
protecdo de retencdo), expostos ao meio ambiente e com acesso a outros
animais. Outra maneira registrada, estava na propria embalagem, no
entanto, mantida dentro de caixas de madeira com uma abertura superior
com tampa, evitando assim o contato com o0 meio ambiente e animais. Em
12,5% dos comércios visitados, o alimento foi encontrado sem a
embalagem original, vendido diretamente em caixas de madeira com
abertura superior.

Com relacdo aos alimentos comercializados em embalagens
fechadas, estes podem ser armazenados por um longo periodo de tempo
(aproximadamente 12 meses) e, por esta razdo, tanto o local de
armazenamento quanto o material em que os alimentos sdo embalados
devem receber atencédo especial dos fabricantes, comércio e proprietarios
desses animais. A embalagem para alimentos secos extrusados para cdes
deve ter barreira contra a luz, gordura, umidade e gases, tudo para garantir
propriedades nutricionais e manter o alimento protegido contra
microrganismos (LIMA, 2015). O formato e os materiais devem fornecer
protecdo adequada do produto para minimizar a contaminagao e evitar
danos. O que pode acontecer € a perfuracdo desses pacotes para melhor
acomodacao desses alimentos quando empilhados, por aquele que
transporta ou no estabelecimento (mercado de varejo) (DE SOUZA
KOERICH, 2013). Em relag8o a integridade das embalagens, todas as
amostras pesquisadas ndo apresentaram perfuracbes e estavam bem
seladas; evitando a entrada de insetos, aumento de umidade e esporos de
fungos, garantindo qualidade e seguranga ao consumidor final.
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Tabela 2. Condi¢Bes de venda dos alimentos comercializados para cées -

vendidos a granel e em embalagem fechada no mercado

Alimento extrusado Lojas
Venda Condigdes de armazenagem N (%)
A granel
[A]Alimento na sua embalagem original
. Protegido por caixa de vidro aberta
. Longe da luz solar, mas préximo a paredes 2 12,5
. Pouca ventilagéo, sem uso de ar-condicionado, local limpo
[B]Alimento na sua embalagem original
. Exposto ao ambiente
. Em cima de pallets, préximo a parede
e Acesso de animais ao alimento 4 25
. Baixa condic&o de higiene
. Pouca ventilacéo, sem janelas e ar-condicionado
[C]Alimentos em caixa de madeira
. Longe de luz solar e paredes 2 125
. Local com ventilag&o, se ar-condicionado '
Embalagem fechada
[A]Embalagens dispostas em prateleiras
. Longe de parede e luz solar 5 N5
. Sem comercializagéo a granel !
. Janelas e portas proximas, ar-condicionado, ambiente limpo
[B]JEmbalagens dispostas em prateleiras
. Perto de paredes, longe da luz solar 3 18,75
. Janelas fechadas, ar-condicionado, ambiente limpo
Total visitado 16

¢ T S e
Figura 3. Caracteristicas de condicfes de venda, de amostra

embalagens fechadas.
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4. CONCLUSAO

A venda a granel pode gerar riscos a nutricao saudavel dos animais,
uma vez que o alimento fica em contato com o ar, luz e exposto ao acesso
de roedores, insetos e vulneravel a contaminagdo fungica. Todos esses
fatores comprometem a estabilidade de nutrientes e podem alterar o sabor
e 0 odor originais e permitir a contaminacdo do produto. As condigtes
ambientais inadequadas, como as observadas nos alimentos
comercializados a granel, juntamente com a falta de boas praticas de
venda, contribuem para 0 aumento da umidade e presenca de carreadores
de fungos como roedores e insetos. Diferente das condi¢des dos alimentos
comercializados em embalagens fechadas, onde todos os pacotes estavam
intactos, sem perfuracdes e bem selados.
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EFEITO ANTIFUNGICO DO GAS OZONIO EM ALIMENTOS
EXTRUSADOS CONTAMINADOS COM Aspergillus flavus PARA
CAES

RESUMO

A descontaminacdo de esporos de Aspergillus flavus inoculados
em alimentos extrusados (tipo Standard e Super-Premium), através do
0zbnio (O3) gasoso, foi investigada em diferentes concentraces (40 e 60
pmol/mol) e tempos (30, 60 e 120 min) de exposicdo. A eficiéncia
antifungica do gés, umidade e estabilidade lipidica foram avaliadas antes
e apos os tratamentos. O O3 reduziu os esporos de A. flavus dos alimentos
extrusados, nos dois tipos (p<0,05). A maior reducdo (98,3%) foi
observada para ambos 0s tipos de alimentos, quando o gas foi aplicado
por 120 min, independentemente da concentragdo de Os. Quanto ao indice
de umidade e perdxido, ndo houve diferenca, antes ou apés a aplicacdo
do gas para todas as condicdes dos tratamentos. O gas Oz pode ser um
método eficiente para o controle da contaminagdo de esporos durante a
comercializacdo de alimentos extrusados em sacos abertos expostos ao
meio ambiente.

1. INTRODUCAO

A relagdo entre seres humanos e animais de estimacdo nunca
esteve tdo proxima, o que levou os proprietarios de animais a procurarem
alimentos que, além de satisfazer suas necessidades nutricionais, também
proporcionam longevidade, bem-estar e salde (BOERMANS e LEUNG.,
2007; SILVA et al., 2016). A tecnologia de extrusdo é comumente
aplicada em racdo seca comercial e é considerada um processo de alta
temperatura (x 150°C) e curta duragéao (1-2 min), combinado com pressao
(37 atm) e umidade (30%) (KRABBE, 2009; SPEARS E FAHEY, 2004;
TRAN, HENDRIKS e VAN DER POEL 2008).

Um dos fatores de risco para a seguranca alimentar dos animais é
a presenca de fungos e contaminagdo por toxinas. 1sso pode ocorrer a
partir da matéria-prima usada na producao de ragéo seca (principalmente
grdos - arroz, milho, trigo, soja), o préprio processamento ou
armazenamento do produto final. No entanto, depois que a embalagem é
aberta em casa, ou mesmo durante a comercializagao de porgdes em sacos
abertos, essa contaminagdo também pode ocorrer (DE SOUZA
KOERICH et al.,, 2013; LEUNG, DIAZ-LLANO e SMITH, 2006;
SANTIN et al., 2000).
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E importante enfatizar que a temperatura alcancada durante o
processo de extrusao, é eficaz para que os esporos de fungos presentes na
mistura de ingredientes brutos sejam destruidos. Apesar disso, a maneira
como o alimento é comercializado (selado ou em sacos abertos) pode
promover a contaminacgdo por fungos (SILVA et al., 2016). A venda de
alimentos a granel, praticada no Brasil € em outros paises, pode causar
contaminagdo por esporos presentes no ar, além do aumento de umidade
promovido pelo ambiente, permitindo o0 crescimento desses
microrganismos (DE SOUZA KOERICH e SCUSSEL, 2013).

A contaminacdo por fungos pode levar a perdas econémicas
associadas a reducdo de nutrientes e palatabilidade. Além disso, a
presencga de micotoxinas também afeta a salde animal e humana (SAVI,
PIACENTINI e SCUSSEL, 2015). O Aspergillus flavus é um
contaminante de alimentos para animais e humanos, sendo este fungo
filamentoso o principal e mais relatado em alimentos para animais de
estimacdo (MOSS, 1998; RUMBEIHA, 2000; SCUSSEL, 2017). Este
fungo também é responsavel pela producdo de aflatoxinas (AFLs: AFB;,
AFB;, AFG1, AFG>). Os sinais de seus efeitos toxicos dependem do grau
de contaminacdo dos alimentos e também do tempo de exposicao,
guantidade de alimento ingerido pelo animal e seu estado nutricional
(MALLMANN, 2001; GAZZOTTI et al, 2015). Os cées sdo
extremamente sensiveis a este grupo de toxinas, sendo o figado o seu
principal alvo (MUZOLON, 2008). Assim, é necessario controlar ou
reduzir a contaminag&o toxigénica por A. flavus.

Vérios estudos sobre descontaminagdo de fungos tém sido
relatados utilizando o 0zdnio (O3) como agente oxidante em diferentes
alimentos, como frutas (OZKAN, SMILANICK, e KARABULUT, 2011;
ZOERLUNGENCG et al., 2008), grdos (BEBER-RODRIGUES, SAVI, e
SCUSSEL, 2015; CHRIST et al, 2017; SAVI, PIACENTINI E
SCUSSEL 2015), cacau (KREIBICH et al. 2016) e castanha do Brasil
(GIORDANO, NONES E SCUSSEL, 2012). Entretanto, em alimentos
processados, ha poucos estudos, especificamente sobre queijo (CHRIST,
SAVIe SCUSSEL, 2016; SERRA et al., 2003), e nenhum sobre alimentos
extrusados.

A Food and Drug Administration dos EUA classificou o O3 como
seguro (GRAS) (Food and Drug Administration de 1982) para ser usado
em 4gua engarrafada e processamento de alimentos (GRAHAM, 1997).
Além disso, a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO, 1996) reconhece as caracteristicas potentes de
desinfecgdo do Os.
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As condicdes de venda de alimentos para animais deixam muito a
desejar em alguns paises. Pequenas por¢fes em sacos abertos (15/20 kg)
gue permanecem na loja por dias contribuem para o desenvolvimento e
crescimento flngico. Este trabalho investigou a possibilidade de utilizar
uma forma de pré-tratamento para criar um efeito duradouro sobre o
produto, neste caso a exposicdo ao Os gasoso. O trabalho aqui
apresentado estudou a descontaminacdo em alimentos extrusados
inoculados com A. flavus afim de garantir maior protecdo no
armazenamento e distribui¢do do produto.

2. MATERIAL E METODOS

Amostra: foram utilizados alimentos secos para cdes extrusados,
de tipo Standard (composicao varidvel e baixo custo) e Super Premium
(formulacdo balanceada, ingredientes de alta qualidade e digestibilidade,
alto custo). Embalagens de 6 kg.

Cepa fungica: A. flavus obtido da colecdo de micologia do
Laboratério de Micotoxicologia e Contaminantes de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Brasil.

Equipamento: gerador de gas Os, descarga corona (5 a 60
umol/mol), Interzone (Jundiai, SP, Brasil); removedor de impurezas,
Ouro Pegas (Alvorada, RS, Brasil); medidor de vazao, Protec (S&o Paulo,
SP, Brasil). Para os testes micoldgicos, 0s equipamentos necessarios
foram os seguintes: autoclave, Phoenix (Araraquara, SP, Brasil);
stomacher, Marconi (Piracicaba, SP, Brasil); incubadora microbioldgica
e cabine de exaustdo, Quimis (Diadema, SP, Brasil); capela de fluxo
laminar, Veco (Campinas, SP, Brasil); Camara Neubauer, HBG (Jacarei,
SP, Brasil) e Aqua-Lab, modelo 4TE, Decagon Devices (Sdo José dos
Campos SP, Brasil). Microscopio eletrénico de varredura, JEOL
(Peabody, MA, EUA), revestidor de ouro (Au), modelo SCD500, Leica
(Leider, IL, EUA) e estereoscopia, Opticam (S&o José dos Campos, SP,
Brasil). Silos piloto (n = 7), 250 x 100 mm (comprimento x didmetro,
respectivamente) feito de policloreto de vinil, contendo duas aberturas
(inferior: para entrada de gas e superior: para saida de gas) e tampa.

Meios de cultura e produtos quimicos: agar dextrose de batata
(PDA) e peptona, Himedia (Curitiba, PR, Brasil); cloranfenicol, Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, EUA); tiossulfato de sédio, sddio sulfato, 4cido
acético, hexano e cloroférmio, Neon (Séo Paulo, SP, Brasil).
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Inoculacdo dos fungos nas amostras: uma solucdo de Tween 80
(contendo 6 x 108 esporos/ml de A. flavus) foi previamente preparada, os
esporos foram contados através da cAmara de Neubauer e pulverizados
(10 ml) em porcdes de alimentos extrusados (25 g cada), e entdo deixados
para secar assepticamente.

Grupos de silos: os silos foram preenchidos com o alimento
extrusado (200 g) para a aplicacdo de gés Os. Eles foram divididos em
dois grupos principais - controle (GC: ndo tratado com gés) e tratados
(TGl e TGII para concentragdes de 40 e 60 pmol/mol, respectivamente, n
= 2) e trés tempos de exposicdo (30, 60 e 120 min, n = 2).

Aplicacgdo de gas Os: 0 procedimento foi realizado de acordo com
Giordano, Nones e Scussel (2012) com pequenas modificacdes.
Primeiramente, a bomba de ar comprimido (conectada a um removedor
de impurezas do ar) levou o gas Os (previamente calibrado a atingir
concentracdes de 40 e 60 umol/mol) para os silos, através da abertura de
entrada uma vazdo de 1 L/min) e deixe fluir por trés tempos de exposicao
(30, 60 e 120 min). O GC recebeu apenas ar ambiente. A medicdo da
concentracdo de gas O3 foi obtida pelo teste de titulagéo de iodo, a partir
da saida do gerador Os. O gés foi borbulhado numa solugéo de iodeto de
potassio (50 mL) e acidificado com &cido sulfirico 1 N (2,5 ml) a pH
abaixo de 2,0. A solucéo foi titulada com tiossulfato de soédio 0,005N
usando uma solugdo de amido como indicador (APHA 1999; CHRIST,
SAVI e SCUSSEL, 2016). As amostras foram coletadas assepticamente
para anélise (carga total de fungos, umidade mc/aw e indice de perdxido)
apos 48 h do tratamento com gas.

Analise para verificar o efeito do gas Os: carga total de fungos:
amostras, antes e depois dos tratamentos com Os, tiveram a carga total de
esporos flngicos testada pela técnica de enumeracdo (Silva et al. 2010).
Resumidamente, CG e cada amostra TG (TGl e TGII) (25 g) coletada foi
adicionada de peptona a 0,1% (225 ml) sob condices estéreis, agitadas
em um agitador rotativo (2 min) e as dilui¢fes (10-1, 10-2, 10— 3 ¢ 10-4)
preparadas. Aliquotas de cada diluicdo (0,1 ml) foram espalhadas (n = 2)
na superficie do PDA contendo cloranfenicol (100 mg/l) e incubadas por
7 dias a 28°C. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de
coldnias por grama (UFC/g). Umidade (mc) foi determinada pelo método
gravimétrico 31.1.0232 da AOAC (2005). A atividade de agua (aw) foi
obtida medindo cada amostra no aparelho AqualLab a 25°C (n = 3)
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(Decagon, 2007). indice de perdxido foi realizado de acordo ao método
BCAF (1998), onde 50 g de amostra foram adicionado a 10 g de sulfato
de sédio e 150 ml de cloroférmio. Depois de agitar, filtrou-se usando um
papel filtro e 25 ml foram colocados em cépsula de porcelana que
permaneceu em aquecimento até a evaporacao, e depois foi armazenado
em um forno por até 40 min a 105°C. Entdo, 37 ml de &cido acético foram
adicionados e colocados por 1 min na auséncia de luz. Finalmente, 30 ml
de 4gua foram adicionados e titulados com solucéo de tiossulfato de sddio
usando 1% de solucdo de amido como indicador.

Analise estatistica: os dados obtidos foram analisados por analise
de variancia (ANOVA). Os resultados foram apresentados como média e
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do gas O na carga total de esporos de A. flavus

Observou-se que o O3 reduziu eficientemente a carga de esporos
de A. flavus em alimentos extrusados. Variando de 85,0 a 98,3% para o
alimento Standard e de 84,0 para 98,3% para 0 Super Premium. A maior
reducdo (98,3%), de 6 x 10° (apds a inoculagéo dos esporos) para 1 x 102
UFC/g (apds 48h), foi observada para ambos os tipos de alimentos ao
aplicar esse gas durante 120 min, independentemente da concentragdo de
O3 (40 e 60 pmol/mol). As menores reducgdes (84,0 e 85,0%) foram no
tempo de exposi¢ao de 30 min e concentragdo de 40 umol/mol, nos tipos
Standard e Super-Premium, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Efeito da aplicacdo de 0zonio (O3) (concentragdo: 40 e 60 pmol/mol;
tempo de exposi¢do: 30, 60 e 120 min) na inativacdo de esporos de Aspergillus
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flavus em alimentos secos extrusados contaminados: (a) Standard e (b) tipos
Super-premium [Grupos: CG (Controle), TGI (40 pumol / mol) e TGII (60
pmol/mol)].

Os resultados corroboram com Kreibich et al. (2016), que
relataram reducdo de A. flavus na concentracdo de Oz de 60 pmol/mol em
cacau (Theobroma cacao L.), embora em maior tempo de exposicdo (180
min). Semelhante ao presente estudo, Savi et al. (2015) mostraram que a
carga de A. flavus comegou a reduzir em 40 pmol/mol (30 min), porém
alcangando uma inativagdo total em 60 pmol/mol apds 180 min. Com
relagdo aos alimentos processados, um estudo avaliou a eficacia do O3 no
meio ambiente e na superficie do queijo curado, na concentragdo de 3-10
pmol/mol, o que resultou em uma redugdo de 96% dos fungos do ar em
salas de maturagdo. A aplicacdo de menores concentragfes de O3 (0,2 a
0,3 pmol/mol) foi suficiente para obter uma reducdo significativa dos
esporos, sem modificacdo das caracteristicas sensoriais da superficie do
queijo (GIBSON, ELLIOT e BECKETT, 1960; SERRA et al., 2003).

A inativacdo de microrganismo por Os Ocorre em um processo
complexo, onde o gas atinge véarios diferentes constituintes celulares
(esporos, membranas celulares e citoplasma) (HUNT e MARINAS, 1997;
CHRIST, SAVI e SCUSSEL, 2016). A maioria dos estudos de
descontaminacdo por Oz em alimentos (principalmente em gréos) relatou
seus efeitos na contagem total de fungos, com o objetivo de reduzir ou
inativar qualquer coldnia de fungos ou carga de esporos presentes nos
alimentos (CHRIST et al. 2017; MCDONOUGH et al. 2011 SAVl et al.,
2014; SAVI, PIACENTINI e SCUSSEL 2015). Este é o primeiro estudo
de contaminacdo em alimentos altamente ricos em carboidratos,
processados por extrusao e com lipidios.

Efeitos do gas Os; na umidade dos extrusados e na estabilidade
lipidica

Umidade:

Em relagdo aos pardmetros de mc e aw registrados antes e apos
os tratamentos com o gas (Grupos: GC, TGl e TGII), os dados nédo
mostraram diferencas entre eles (p> 0,05), para as concentracdes de gas
(40 e 60 umol / mol) ou para o tempo de exposi¢do (30, 60 e 120 min),
ou para as condi¢des aplicadas (Tabela 1). Isso aconteceu provavelmente
porque o revestimento lipidico de racdo pode controlar a liberacédo e a
absorcdo de umidade, agindo como uma barreira.
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Os resultados de umidade no presente estudo corroboram com os
encontrados por Silva et al. (2016), que aplicaram concentracGes de gases
e tempos de exposigdo semelhantes para verificar o comportamento da
umidade, sem diferenca entre os tratamentos. Os autores também
relataram um mc de 8,85%, antes da aplicacdo de Os, e 7,99% depois. O
mesmo ocorreu para aw (0,628 a 0,580). Aplicando as condigdes de Os
no presente estudo, os parametros mc e aw permaneceram abaixo do
maximo recomendado, sendo seguro para evitar o crescimento flngico.

A aplicacdo de gas para controlar os pardmetros de umidade
também foi relatada por diferentes autores em alimentos nao processados
(BEBER-RODRIGUES, SAVI e SCUSSEL 2015; GIORDANO et al.
2014; KREIBICH et al. 2016). Beber-Rodrigues et al. (2015) registraram
os efeitos do O3 na micobiota de arroz e na distribuicdo de umidade (mc
e aw), para aumentar a seguranca durante 0 armazenamento desse cereal.
Das trés diferentes concentragdes de Oz (10, 20 e 40 umol / mol) aplicadas
por apenas 1,6 min da vazdo de gas Os ao longo de 30 min de repouso, 0
mc e 0 aw apresentaram pequenas reducgdes de 12,03 a 11,61% e 0,670 a
0,630, respectivamente.

Por outro lado, aplicando o fluxo de Oz a longo prazo em
castanha-do-brasil com casca, os pard@metros de umidade foram reduzidos
(3,97%), que manteve as condi¢cbes de armazenamento e evitou o
crescimento de fungos, inclusive melhorando a crocéncia da castanha do
Brasil (GIORDANO e SCUSSEL, 2008). A aplicacdo de Os, nas
concentragcBes e tempos aplicados no presente estudo, manteve o0s
parametros de umidade estabelecidos como seguros pela industria para
racdo seca extrusada, uma vez que 0 mc e 0 aw devem ser menores que
10% e 0,60. Assim, a aplicagdo inibiu o crescimento de microrganismos
(KRABBE 2009; ROKEY, PLATTNER e DE SOUZA 2010; SILVA et
al. 2016; TRAN, HENDRIKS e VAN DER POEL 2008). E importante
enfatizar que a redugdo excessiva desses parametros pode afetar a
palatabilidade dos alimentos para esses animais e ndo deve ser inferior a
7% e 0,40 (mc e aw, respectivamente) (BRITO et al. 2010).

Lipidios:

A maioria dos alimentos extrusados para caes € submetido a
aplicacdes de dleo, gordura e palatabilizantes pos-extrusdo (RIAZ 2003;
ROKEY, PLATTNER e DE SOUZA 2010). Eles sdo geralmente
adicionados na camada externa do croquete (revestimento), pois ficam
mais atraentes para os animais (FELIX et al. 2010). Além disso, eles
também desempenham fungBes importantes na alimentagdo dos caes,
como fonte de energia, &cidos graxos essenciais, flavor e controlador de
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umidade, agindo como uma barreira, o que dificulta a liberacdo e a
absorcdo de umidade.

Os alimentos extrusados para cées tém classificacdes diferentes
de acordo com sua qualidade e digestibilidade do ingrediente. Eles podem
ser simples, como Standard, ou conter ingredientes diferenciados com
alto valor digestivel, como os tipos Super-Premium. O percentual lipidico
em alimentos extrusados do tipo Standard é menor (9%) do que o tipo
Super Premium (15%), distribuido no revestimento e no interior da racao
(CARCIOFI et al. 2009).

Portanto, é importante verificar se 0 gas Oz afeta a qualidade
lipidica. No presente estudo, felizmente, 0 g&s ndo afetou a estabilidade
lipidica da amostra (Tabela 1). Os dados foram mantidos semelhantes,
antes e depois de todos os tratamentos com O3 (concentracdo e variagcdes
de tempo) comparados com o controle (CG). Embora esses tipos de
alimentos tenham um revestimento de 6leo adicional, e 0 O3z sendo um
gas oxidativo, nenhuma alteracdo foi detectada.

Estudos semelhantes com castanha-do-brasil com casca (alta em
lipidios - 60-70%), ndo mostraram nenhuma mudanca na estabilidade do
6leo do alimento ap6s uma aplicacdo de O3z (10 umol/mol) por 90 min
(SCUSSEL et al. 2011). Savi et al. (2014) relataram que os resultados de
peroxidacdo lipidica ndo mostraram diferencas significativas (p>0,05)
entre 0 grupo controle e as amostras de trigo tratadas com O3z (60
umol/mol por 180 min).

O uso de O3 gasoso em grdos de cacau também ndo afetou a
estabilidade lipidica. A analise foi repetida apés 30 dias de
armazenamento, e as amostras ndo apresentaram desenvolvimento de
rancidez (KREIBICH et al. 2016).
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Tabela 1. Efeito do tratamento do gas 0z6nio em alimentos extrusados de dois
tipos Standard e Super-Premium - umidade e indice de peréxido

Alimento seco

p a ; 4dia)b
extrusado Tratamento géas Os Umidade (média)
c d indice de
Conc. Tempo me B peréxido
Tipo Grupo  (umol expogigéo ATE( Variagio Variagi
Imol) (min) %) %) AT 0 (%)
30 9,89 -0,4 0,549 -0,95 N¢
7
Talf 20 60 10,00 -1,5 0.5545 -0,53 N
120 10,10 -25 0,550 -0,99 N
1
STANDAR 30 9,90 -0,5 0,551 -1,08 N
D 0
(mc: b 60 9,95 -1,0 0,554 -1,43 N
9.85% TGI 60 5
aw: 120 10,01 -1,6 0,549 -0,96 N
0,5402)* 8
30 9,77 0,8 0,532 0,76 N
6
cGi NAI 60 9,90 -0,5 0,5336 0,39 N
120 9,83 0,2 0,536 0,40 N
2
30 8,69 2,9 0,559 0,03 N
9
Tal 20 60 8,75 2,3 0,5858 0,14 N
120 8,67 31 0,557 0,24 N
8
SUPER- 30 8,98 0,0 0,554 0,62 N
PREMIUM 0
(mc: 60 8,88 1,0 0,556 0,37 N
8,98% TGl 60 5
aw: 120 8,71 2,7 0,556 0,41 N
0,5602)* 1
30 8,97 01 0,560 0,10 N
1
cG NA 60 8,99 -0,1 0,5758 0,15 N
120 8,91 0,7 0,559 0,10 N
2

30z0nio; °depois de 48hours [Groups: CG and TGs (n=2); ‘contetido de umidade;
d atividade de &gua; ®apds tratamento ;%negativo; f Oz grupo tratamento - 40
umol/mol; " grupo tratado - 60 pmol/mol; ‘grupo controle (somente ar); INA ndo
aplicavel * umidade antes tratamento

Caracteristicas da superficie da amostra e a efetividade do gas O3
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Com relagdo as caracteristicas principais da superficie do alimento
extrusado, elas desempenham um papel importante na eficacia do gas Os,
especialmente a presenca de poros (produzidos durante a extrusdo) e o
revestimento lipidico (adicionado apds a extrusdo). A figura 2 mostra as
caracteristicas do extrusado.

: i R (o ki
Figura 2. Caracteristicas comerciais de alimentos secos extrusados de cada tipo:
(a) dimensdes de ragdo; (b) distribuicdo dos poros da superficie (por estereoscopia
- 400x) e (c) variabilidade do diametro dos poros (por microscopia eletrnica de

varredura - 3.000x) [1 - Padrdo e 2 - Super-Premium].

Revestimento lipidico - a partir dos dados obtidos, é possivel
sugerir que o teor de cobertura lipidica e total de gordura / éleo das
amostras Super-Premium e Standard (lipidios: 12,25 e 8,16%,
respectivamente) ofereceu resisténcia a penetracdo de gas O3, portanto,
ndo afetando o contelido interno, nem o indice de perdxido. Apesar disso,
as embalagens abertas estdo sujeitas a contaminagdo por esporos, seja na
casa do proprietario do animal ou durante a comercializagdo na loja,
podem ser um problema, como relatado por Silva et al. (2016). De fato,
durante a extrusdo, a mistura de ingredientes torna-se mais densa,
produzindo bolhas, levando & formacéo de poros (MURAKAMI, 2010).
E importante enfatizar que os poros s&o mantidos cobertos por alguns dos
lipidios de revestimento, interferindo assim no gas Os para alcancar as
camadas internas da ragdo e a liberacdo de umidade. No entanto, para a



119

contaminagdo de esporos em embalagens pds-abertas nas lojas durante a
comercializacdo, esse gas mostrou-se eficiente.

Alimentos extrusados para cédes vendidos a granel

No que diz respeito as condi¢des de venda de alimentos para
animais nas lojas, em alguns paises existe um habito inadequado de
vender a granel a partir de grandes sacos abertos (15/20 kg). Essas
embalagens permanecem abertas nos estabelecimentos durante dias,
como mostra a Figura 3. Os alimentos expostos ao ambiente, além de
favorecer a absorcéo de umidade, também contribuem para o crescimento
dos fungos. A avalia¢do da carga do fungo tem sido um bom indicador
das condices sanitérias dos alimentos comerciais para animais. Os danos
causados por fungos geralmente estdo relacionados a perdas nutricionais
de matérias-primas e deterioracdo dos produtos finais (DE SOUZA
KOERICH e SCUSSEL 2013).

Silva et al. (2017) relataram para carga total de fungos,
encontrando um nimero maior de amostras positivas (48%) em alimentos
extrusados para cdes comercializados a granel, quando comparados aos
embalados (28%). Os niveis de contaminagdo variaram de 1 a 4 x 10
UFC/g, com os maiores teores nos alimentos a granel (sacos abertos)
expostos a umidade do ambiente. Como esperado, 0s autores relataram
gue as amostras de alimentos extrusados a granel atingiram valores mais
altos de mc (6,63 a 15,35%) do que os embalados (6,32 a 10,77%). Houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os alimentos comercializados a
granel e embalados.

A umidade do alimento extrusado pode afetar suas caracteristicas
e esta relacionada a estabilidade, qualidade e seguranca. Portanto, suas
determinacOes sdo uma das medidas mais importantes para prevenir ou
retardar o crescimento de fungos e, consequentemente, a deterioracdo dos
alimentos. Varios estudos relacionaram o desenvolvimento de fungos a
um armazenamento incorreto em alta umidade e temperatura (BRITO et
al. 2010; GIORDANO, NONES e SCUSSEL, 2012). O uso de gas O3 em
lojas com venda de alimentos a granel para animais, ajudaria reduzir a
contaminagdo e o desenvolvimento de fungos durante o periodo de venda
desses alimentos.
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Figura 3. Alimento seco extrusado para cdes vendidos em pequenas porgoes (a
granel) em sacos abertos em lojas de animais - habito praticado em varios paises.

4. CONCLUSAO

O tratamento com gés Oz mostrou sua eficicia sobre esporos de A.
flavus nas condigoes de 40 ¢ 60 umol/mol por 120 min. Os parametros de
umidade antes e ap6s o0s tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles, mantendo os alimentos dentro dos pardmetros
seguros estabelecidos pela indUstria para evitar o crescimento de fungos.
O mesmo ocorreu com a estabilidade lipidica. De acordo com o presente
estudo, € possivel inferir que o gas O3z teve um efeito positivo na
inativacdo de A. flavus em alimentos de cées e pode ser um procedimento
promissor, com potenciais aplicacdes na area de venda de alimentos.
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PLASMA A FRIO E 0zZONIO COMO TECNOLOGIAS NAO
TERMICAS EM ALIMENTOS: UMA REVISAO

RESUMO

Garantir a seguranga dos alimentos e estender sua vida de
prateleira séo os objetivos da indUstria. A crescente demanda do mercado
consumidor por produtos de alta qualidade revela a necessidade da
utilizacdo de tecnologias, que oferecam seguridade na producdo e que
ainda proporcionem minimas alteracdes na qualidade nutricional e
sensorial dos alimentos. O processamento ndo térmico evita as perdas de
gualidade dos alimentos, como perda de sabor, aparéncia, cor e qualidade
nutricional, além de promover a descontamina¢do de microrganismos,
micotoxinas e pesticidas. O plasma a frio (PF) e o0 0z6nio (O3) séo
tecnologias promissoras entre os tratamentos ndo térmicos. Essa revisao
tem como objetivo relatar o uso do PF e Oz em alimentos, bem como suas
caracteristicas, mecanismos de descontaminacdo e as diferencas entre as
duas tecnologias.

1. INTRODUCAO

Problemas relacionados a contaminagdo em alimentos continuam
a ser uma preocupacao significativa (SIVAPALASINGAM et al. 2004;
FAO, 2005; FDA, 2008). Garantir alimentos seguros e de qualidade é uma
das tarefas mais complexas. A indUstria alimenticia atingiu novos niveis
de inovacdo para garantir a seguranca dos produtos, impulsionada pelo
crescimento da populagdo e pelos regulamentos governamentais para
produzir alimentos sem contaminantes microbioldgicos e compostos
toxicos (pesticidas e micotoxinas) (RODRIGUES et al., 2003).

Além disso, a crescente demanda do mercado consumidor por
produtos de alta qualidade revela a necessidade da utilizacdo de
tecnologias, que oferecam seguridade na produgdo, aumentando sua vida
atil, e que ainda proporcionem minimas alteracbes na qualidade
nutricional e sensorial dos alimentos (HOOVER, 1997; GUO; HUANG,;
WANG, 2015).

Uma série de tecnologias ndo térmicas tem sido testadas em
indUstrias de alimentos para melhorar a qualidade, a0 mesmo tempo que
garante a seguranca microbioldgica do produto (PRABHA et al., 2015).
O uso de processos de descontaminagdo de superficie ndo-térmica ¢
desejavel para uma variedade de aplicagcbes de processamento, em
particular para aqueles em que é importante manter a qualidade e os
atributos nutricionais dos produtos alimentares, muitas vezes
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prejudicados pelo aquecimento excessivo alterando o valor nutricional,
no sabor ou cor do produto (MIR; SAH; MIR, 2016).

Além de preservar as caracteristicas do alimento, as novas
tendéncias em tecnologia possuem seguridade para 0 meio ambiente,
revelando preocupacdo com o equilibrio entre a produgéo e o consumo de
alimentos (COSTA,; DELIZA; ROSENTHAL, 1999).

Em relagdo a isso, o plasma a frio (PF) e 0 0z6nio (O3) vem sendo
utilizados em uma variedade de alimentos para processos de seguranca
microbioldgica e quimica. Essa revisdo tem como objetivo apresentar
uma visdo geral sobre o PF e o Os, bem como as possiveis aplicagdes
destas duas tecnologias no que tange a descontaminacdo de
microrganismos e compostos quimicos em alimentos. Os mecanismos de
degradacdo desses compostos e a inativacdo de microrganismos sob
efeitos dessas tecnologias também é discutido em conjunto com as
vantagens para garantir a seguranca de alimentos, bem como contribuir
para a producdo sustentavel dos mesmos.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo constitui-se de uma revisdo da literatura especializada,
no qual realizou-se uma consulta através de busca no banco de dados
Scopus e PubMed. A pesquisa dos artigos foi realizada entre fevereiro a
junho de 2018. A busca nos bancos de dados foi realizada utilizando as
palavras-chave plasma a frio, ozbnio, descontaminagdo, alimentos,
microrganismos, pesticidas e micotoxinas.

Os critérios de inclusdo para os estudos encontrados foram a
descontaminacdo por plasma a frio e 0z6nio em alimentos em relacdo a
microrganismos e compostos quimicos (pesticidas e micotoxinas).

Logo em seguida, buscou-se estudar e compreender os principais
pardmetros e forma de aplicacdo empregados nos estudos encontrados,
bem como o mecanismo pelo qual essas duas tecnologias sdo eficientes
para descontaminacgdo em alimentos.

3. PROCESSOS NAO-TERMICOS EM ALIMENTOS

Os processos ndo térmicos vém ganhando notéria importancia
como tecnologia eficiente para substituir ou complementar os tratamentos
térmicos tradicionais (esterilizacdo, pasteurizacdo e brangqueamento).
Comparados com 0s processos térmicos, 0S processos nao térmicos
oferecem as vantagens de baixa temperatura de processamento e a
retencdo de nutrientes e de sabor semelhante ao produto fresco, enquanto
eliminam esporos de microrganismos, residuos quimicos e toxinas
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(VEGA-MERCADO et al.,, 1997; COSTA; DELIZA;ROSENTHAL,
1999).

Além disso, os consumidores exigem produtos alimenticios, que
contenham menos conservantes e outros contetdos quimicos. Assim, ha
uma necessidade de produzir produtos minimamente processados de alta
qualidade sem colocar a salde dos consumidores em risco. O
desenvolvimento de novas tecnologias de descontaminacdo que
asseguram um alto nivel de descontaminacdo é essencial para as
industrias alimentares.

As tecnologias ndo térmicas, como a irradiacdo, luz ultravioleta,
luz pulsada, processamento de alta pressao e ultra-som sdo consideradas
alternativas promissoras (ZIUZINA et al. 2014;
DASAN;MUTLU;BOYACI, 2016). Entre estas, as tecnologias do PF e
03 sdo tendéncias inovadoras para tratamento em alimentos.

4. PLASMA AFRIO

4.1 Caracteristicas

O plasma é o quarto estado da matéria e constitui cerca de 99 % do
universo. Esse termo se aplica a um gas ionizado composto por varias
espécies atdmicas, moleculares e ibnicas, coexistindo com numerosas
espécies reativas, incluindo elétrons, ions positivos e negativos, radicais
livres, atomos e moléculas, e radiacdo eletromagnética (fétons UV e luz
visivel) (ALVES, 1995; BOURKE et al., 2018). E formado a partir da
excitacdo de um gas ou mistura de gases mediante aplicacdo de uma
pressdo e energia, podendo ser esta Ultima mecanica, térmica, nuclear ou
a mais comum por via corrente elétrica (MISRA et al., 2014).

S&o geralmente classificados conforme seu nivel de energia
transferida, em plasmas térmicos e plasmas ndo-térmicos (plasma a frio
ou em ndo-equilibrio) (LIU; XU;WANG, 1999). O plasma térmico pode
ser gerado aquecendo o gas a altas temperaturas, que podem exceder
varios milhares de Kelvins, no qual todas as espécies quimicas elétricas
constituintes e fons existem em um equilibrio termodinamico. Este tipo
de plasma requer pressdes mais altas e uma quantidade maior de energia
para ser formado quando comparado ao ndo-térmico (FRIDMAN et al.,
2007; BOURKE et al., 2017).

J4 o PF tem como forte caracteristica a auséncia de equilibrio
termodindmico. Os elétrons, dotados de alta energia e alta temperatura,
devido a sua pequena massa ndo transferem quantidade de calor
significativo as particulas pesadas do meio. Dessa forma os elétrons
possuem temperatura muito maior do que as particulas do meio, e a
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temperatura do gas permanece na temperatura ambiente (SHULTER et
al.,2013; ISTADI, 2006). Nas tecnologias de plasma, o PF é o mais
utilizado.

Quanto a aplicagdo, plasmas sdo utilizados atualmente para uma
variedade de aplicacbes comerciais variando de tecnologia
microeletrdnica, processamento de materiais, monitores de tela plana,
revestimentos anticorrosdo, melhoria das propriedades de barreira em
materiais de embalagem, tratamento de residuos téxicos (limpeza de
aguas residuais, poluicdo do ar e reciclagem de materiais néo
degradaveis) e esterilizacdo de alimentos (NIEMIRA, 2012; HELHEL;
OKSUZ; RAD, 2005; SCHNEIDER et al, 2005; CHU, 2007).

A esterilizacdo por plasma pode oferecer uma alternativa para
métodos de desinfeccdo. Esse gas apresenta tratamento uniforme, pode
executar a atividade a baixa temperatura e sem alteracdo do alimento
(sabor, odor, estrutura) (BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013; CHOI et
al., 2017), e finalmente, o plasma néo requer produtos quimicos, portanto,
ndo deixam residuos toxicos (SELCUK; OKSUZ; BASARAN, 2008;
NIEMIRA; GUTSOL, 2010). Devido sua variedade de utilizacdo e
objetivos, existem diferentes tipos de reatores.

4.2 Reatores para geracao de plasma a frio

A geracdo de PF ocorre em reatores, que pode ser por correntes
elétricas - continuas ou alternadas, radiofrequéncia e micro-ondas - induz
a quebra das moléculas do gas. O processo gera elétrons acelerados por
um campo elétrico, formando o PF (NIEMIRA, 2012). Os tipos de fontes
elétricas podem ter caracteristicas diversas, dependendo do tipo de tenséo
aplicada e especificidade do reator (ISTADI, 2006).

Além dos tipos de fonte elétrica, a geracdo do PF pode ocorrer a
vacuo (1Pa), por pressdo moderada (100 Pa) ou por pressdo atmosférica
(100 kPa). O PF gerado a baixa pressao, além de necessitar de um sistema
de vacuo, geralmente trabalha com elevadas temperaturas e ndao pode
tratar diretamente um material em uma regido pontual, diferentemente do
PF a pressdo atmosférica (Niemira, 2012; Phan et al., 2017). Assim,
grande atencdo tem sido dada a tecnologia de plasma gerado a pressdo
atmosférica, sendo este 0 mais utilizado (Fridman; Chirokov; Gutasol,
2005; Tendero et al., 2006).

Quanto aos gases mais utilizados para a formacdo de PF, séo o
oxigénio, argbnio, nitrogénio, hélio e didxido de carbono, usados
isoladamente ou uma mistura de dois ou mais gases. A ionizacdo do gas
no interior do reator, pode ser total, parcial ou fracamente ionizado,
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fatores que dependerdo do tipo de reator, tensdo elétrica aplicada e gas
utilizado (PANKAJ et al., 2014).

Os reatores de PF geralmente sdo construidos em diferentes
geometrias empregando sistemas de eletrodos de alta tensdo (ponta ou
fio). Os tipos mais comuns sdo: jato de plasma, descarga em barreira
dielétrica, descarga corona e descarga em micro-ondas (PHAN et al.,
2017).

Figura 1. Diferentes reatores de plasrﬁa a frio: (a) tipo ponta-plano (um eletrodo);
(b) jato de plasma e (c) descarga em barreira dielétrica (ponta-plano) com varios
eletrodos.

4.3 Aplicagdo de plasma a frio na area de alimentos

O PF tem uma variedade de aplica¢Bes para a industria alimentar,
incluindo a descontaminacdo em alimentos como carnes, produtos
lacteos, frutas e vegetais, granulares / particulados (grédos, ervas e
especiarias) e sementes germinadas. Esta tecnologia também tem sido
aplicada com sucesso para a esterilizacdo superficial em materiais de
embalagem (MIR; SHAH; MIR, 2016; MISRA et al., 2015, PANKAJ et
al., 2015, SCHOLTZ et al., 2015).

Essa capacidade do PF em trabalhar a baixas temperaturas tem
aberto a possibilidade de usar a tecnologia para o tratamento de alimentos
sensiveis ao calor (KORACHI et al., 2015; CULLEN et al., 2017). Os
atuais métodos de descontaminacao térmica sdo conhecidos por induzir
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mudangas na composi¢do quimica do leite e produtos lacteos, por
exemplo (MIR; SHAH; MIR, 2016; SEGAT et al., 2015. Usando as
vantagens do PF, este sistema foi testado quanto a sua capacidade de
descontaminar esses alimentos.

Em relacdo a trabalhos utilizando PF para descontaminacdo em
alimentos, as bactérias foram as mais estudadas (KIM et al., 2014;
ZIUZINA et al., 2014; BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013; GUROL et
al., 2012; ROD etal., 2012; KIM et al., 2011; LEE et al., 2011; SONG et
al., 2009). No entanto, trabalhos com fungos (DASAN et al., 2016;
SUHEM et al, 2013; SELCUK; OKSUZ; BASARAN, 2008;
TROMPETER et al., 2002), micotoxinas (SICILIANO et al., 2016; OUF;
BASHER; MOHAMED, 2015; PARK et al., 2007) e pesticidas (HEO et
al., 2014; MISRA et al., 2014; BAI ET al., 2009) também ja foram
realizados.

Inativacdo em bactérias: o PF ja foi utilizado para
descontaminacdo em bactérias como a Escherichia coli, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, principais patégenos responsaveis por intoxicacdo alimentar
(YONG et al., 2015; GUROL et al., 2012; SONG et al., 2009). Alimentos
acometidos por esses microrganismos e que sao sensiveis ao calor, sao
beneficiados pelo plasma.

Estudo em queijo fatiado demonstrou que o PF foi capaz de reduzir
L.monocytogenes. Os pardmetros do processo considerados foram a
poténcia (75, 100, 125 e 150 W) e o tempo de exposi¢do ao plasma (60,
90 e 120 s). A reducdo microbiana aumentou com o aumento da poténcia
e do tempo de exposicdo ao plasma. Apos 120 s tratamentos a 75, 100 e
125 W, as células viaveis de L. monocytogenes foram reduzidas em 1.70,
2.78 e 5.82 log (SONG et al., 2009). Ja Yong et al. (2015), além de
observarem a reducdo de E. coli, S. typhimurium, e L. monocytogenes em
queijo fatiado, constataram também o aumento consideravel no tempo de
armazenamento pés tratamento.

Em leite, Gurol et al. (2012) avaliaram a capacidade do PF em
descontaminar E. coli com diferentes teores de gordura. O plasma foi
aplicado em intervalos de tempo de 0, 3, 6, 9, 12, 15 ¢ 20 min. Uma
reducdo significativa de 54% na populacdo de células de E. coli apés 3
min foi observada independentemente do teor de gordura do leite. O
tratamento ndo causou alteragGes significativas nos valores de pH e cor
de amostras de leite cru. Nenhuma célula viavel foi detectada apds 1
semana do tratamento e permaneceu assim durante o periodo de
armazenamento de 6 semanas.
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Além dos produtos lacteos, a reducdo bacteriana por PF ja foi
avaliada em carnes (bovinas, suinas e frangos), frutas (macd, meldo,
tomate, manga, blueberries, morango e figo), vegetais (alface, cenoura,
espinafre e batata), cereais (arroz e trigo) e especiarias (pimenta em po,
orégano e paprica) (LACOMBE et al., 2015MIR et al., 2015;
SARANGAPANI et al., 2015; BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013;
FROHLING et al., 2012; ROD et al., 2012; MOON et al., 2009;
CRITZER et al., 2007).

Inativacdo em fungos: trabalhos com a utilizacdo de PF como
agente descontaminante em fungos nos alimentos, foram publicados em
menor quantidade, quando comparado aos estudos envolvendo bactérias
(Tabela 1). Os alimentos mais estudados foram a oleaginosas (pistache,
améndoas, amendoim e avelds), tdmaras e em sementes de fruta e grdos
(tomate, trigo, feijdo, aveia, soja, cevada, milho e centeio), ja em relacdo
aos fungos os géneros Aspergillus e Penicillium foram os mais testados.

Dasan et al. (2016) investigaram a descontaminacdo de fungos
inoculados (Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus) em superficies
de avelds por PF. Reducbes significativas de 4,50 log (UFC/g) em A.
flavus e 4,19 log (UFC/g) em A. parasiticus foram alcancados apés 5
minutos de tratamentos 655 W. N&o foram observadas também
crescimento na carga de A. flavus e A. parasiticus durante o
armazenamento das avelas tratadas com plasma, enquanto nas amostras
de controle os fungos continuaram a crescer em condi¢fes de
armazenamento (30 dias a 25°C).

Em barras de cereais de arroz, Suhem et al. (2013) estudaram o
efeito do tratamento com PF para inibir o crescimento de A. flavus. O
tratamento foi aplicado na superficie das barras de cereais com poténcia
de 40W e tempo de exposicdo de 20 min, reduzindo aproximadamente 4
log UFC/g e impedindo também o crescimento do fungo na superficie das
barras por pelo menos 20 dias.

Ja em sementes de grdos e leguminosas, além da reducdo de A.
parasiticus e Penicillium spp. os autores observaram que as qualidades
alimentares (indice de glaten, umidade, tempo de cozimento) de trigo e
feijdo ndo foram afetadas com o uso do plasma na poténcia de 300 W e
tempos de exposicdo de 5-20 min, assim como as taxas de germinacao
das sementes, indicando que o PF é um processo viavel para esses
alimentos (SELCUK; OKSUZ; BASARAN, 2008).
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Tabela 1. Inativagdo de microrganismos em alimentos usando plasma a frio.

Tempo de Redugéo

Microrganismo Amostra  Reator exposi¢do (min) (log) Referéncia
BACTERIAS
Listeria monocytogenes Ovo DDB 90 4-5  Rowan et al. 2007
L. monocytogenes Queijo fatiado APP 2 1-5  Song et al. 2009
L. monocytogenes Pf;etsi:g(t)o APP 2 1,73 Leeetal. 2011

Eschericha coli

— Bacon APP 15 2-3  Kimetal. 2011
Salmonella typhimurium
E. coli . AR Niemira & Sites,
S. Stanley Maca c 3 37 2008
E. coli Améndoas DB 0,50 1,8-5 Deng et al. 2007

D

E.coli Manga Meldo  APJ 0,08 3 Perni et al. 2008
E.coli

Staphylococcus aureus
pry Suco de DB

Candida albicans . 0,41 5 Shietal. 2011

laranja D
FUNGOS

Aspergillus flavus Pimentaem p6 DM 20 25 Kimetal 2014

A flavas Avelss AP 5 450 Dasan etal. 2016

A. parasiticus BP

A flavus Barade  )p; 20 4 Suhemetal. 2013
cereais

A. parasiticus Grdose o 15 3 Selcuketal. 200

Penicillium cereais

DBD: descarga de barreira dielétrica; APP: plasma a pressao atmosférica; APJ:
jato de plasma a pressdo atmosférica; DM: descarga micro-ondas; SD: selfie-
design; APFBP: plasma em pressdo atmosférica em leito fluidizado; ARC:
descarga em arco

Degradacdo de micotoxinas: micotoxinas sdo metabolitos
secundarios produzidos por varios fungos toxigénicos, que
frequentemente contaminam os alimentos e podem resultar em doengas
humanas apresentando propriedades alergénicas, teratogénicas,
carcinogénicas e mutagénicas. A producdo intensiva de alimentos esta
contribuindo para manuseio, transporte e armazenamento incorretos dos
alimentos, resultando em niveis maiores de contaminacdo por
micotoxinas (HOJNIK et al., 2017; SCUSSEL, 2002; PITT, 200).

Processos para descontaminagdo de micotoxinas em alimentos
foram bastante estudadas e vdo desde tratamento térmico até irradiacao.
No entanto, a tecnologia do PF, também esta sendo utilizada para este
fim. Siciliano et al. (2016) avaliaram a reducdo de aflatoxinas (AFB;,
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AFB,, AFG;, AFG) em avelds. Ap6s 12 min na poténcia de 1000 W,
obteve-se a reducgdo na concentracgdo de aflatoxinas totais e AFB;1 superior
a 70%. As aflatoxinas B; e Gi foram mais sensiveis aos tratamentos
plasmaticos em comparacao com as aflatoxinas B e G, respectivamente.

Wang et al. (2015) testaram a utilizacdo de PF direto na aflatoxinas
B:. Foi revelado que a AFB; poderia ser efetivamente degradada pelo
plasma em uma exposic¢ao de 300 W por 10 min resultando em uma taxa
de degradacdo de até 88,3%. A mesma resposta positiva foi obtida por
Devi et al. (2017), nas amostras de amendoim cru contendo AFB1,
tratadas com plasma de 40 W e 60 W durante 12 e 15 min, foram
observadas mais de 70% e 90% de reducdo desse composto toxico,
respectivamente.

Em tamaras, Ouf et al. (2015) avaliaram a descontaminacéo de
fumonisinas B, (FB,) e Ocratoxina (OTA). A micotoxina FB; néo foi
detectada apds 6 min de tratamento com PF, enquanto a OTA ndo foi
detectada ap6s 7,5 min. Provando que a tecnologia tem potencial para ser
um método promissor para a descontaminacdo de micotoxinas em
alimentos.

Degradacédo de pesticidas: os pesticidas em praticas agricolas
beneficiaram a produtividade das culturas, no entanto, trouxe problemas
ambientais e de salde humana em escala global (MISRA et al., 2014). A
toxicidade e a carcinogenicidade dos pesticidas estdo bem estabelecidas,
juntamente com as doencas cronicas em humanos causadas por residuos
desses compostos nos alimentos.

A utilizacdo do plasma em frutas e vegetais in natura para a
reducdo ou remocdo de pesticidas é um método relativamente novo
(PASQUALI etal., 2016). Pesticidas com aco antifungica (azoxystrobin,
cyprodinil e fludioxonil), inseticidas (paraoxon, dichlorvos, omethoate) e
larvicidas (pyriproxyfen) em amostras de morango, milho e maca foram
estudadas em relagéo a descontaminacéo por PF (BAI et al., 2009; HEO
etal., 2014; MISRA et al., 2014).

A degradacdo total de paraoxon e omethoate em gréos de milho foi
observada apés 120 s de tratamento a poténcia de 120 W utilizando gés
oxigénio para formacdo de PF (BAI et al., 2009). Heo et al. (2014)
também relataram que a média da concentracdo de paraoxon em macéas
frescas foi reduzida em 95,9% ap6s o tratamento com PF utilizando ar
puro.

Em morangos cobertos com pesticidas, Misra et al. (2014) testaram
aplicacdo do plasma e apés 5 min de tratamento, a concentragdo de
azoxystrobin, cyprodinil, fludioxonil e piriproxifeno diminuiu em 69%,
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45%, 71% e 46%, respectivamente. O produto final da via de degradacdo
do pesticida fludioxonil identificado foi um &cido carboxilico que possui
baixa toxicidade e risco a salde.

E claramente afirmado que a otimizagdo das variaveis do PF
incluindo tempo de tratamento, aplicacdo de energia, frequéncia, area de
contato do eletrodo, gap de vazdo, distancia da fonte de plasma, tipo de
gas de descarga, pressao e vazao de gas juntamente com a embalagem do
material impactou a descontaminacdo de pesticidas (PANKAJ et al.,
2014; PHAN et al., 2017).

Tabela 2. Degradac&o de micotoxinas e pesticidas em alimentos usando plasma a
frio.

Tempo de Reducio
Contaminantes Amostra Reator exposicao 4 Referéncia
> (%)
(min)
MICOTOXINAS
Aflatoxinas Aveld DBD 12 70 Siciliano et al. 2016
il *
Fumonisina Tamaras  DAPACP 67,5 100 Oufetal., 2015
Ocratoxina A
Aflatoxina™> Amendoim SD 12 90 Devietal. 2017
PESTICIDAS
Paration Maga DBD 2 95,9 Heo et al. 2014
Azoxistrobina 69
Ciprodinil 45 )
Fludioxonil Morango DBD 1-5 71 Misra et al. 2014
Piriproxifeno 46
Diclorvés Milho RF 2 100 3ai et al. 2009

DBD: descarga de barreira dielétrica; DAPACP: plasma frio de dupla pressao
atmosférica; SD: selfie design; RF: plasma de radiofreqtiéncia "FB,AFB;

4.4 Mecanismos de descontaminacéo

Os mecanismos pelo qual o PF inativa os microrganismos e
degrada micotoxinas e pesticidas, se deve a VArios mecanismos
sinérgicos, incluindo interacdo quimica direta da membrana celular com
espécies reativas do oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS), como Oz, O3,
OH, NO, NO: e particulas carregadas, danos de componentes celulares
dos microrganismos como as membranas, DNA e proteinas, causadas
pela geragcdo de radiacdo ultravioleta (UV) e agentes ativos biocidas
(NIEMIRA, 2012a; MISRA et al., 2016; PHAN et al., 2017). Além disso,
hd a formacdo de luz UV, que contribui para a inativacdo dos
microrganismos. O foton UV pode penetrar até a profundidade de apenas
um micrébmetro, e juntamente com o plasma observou-se que este
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penetrou até a profundidade de 10 micrémetros, sendo eficiente para
destruicdo de bactérias e fungos (BOUCHER et al., 1980).

O ROS e RNS séo os principais agentes bactericidas e fungicidas
(MISRA et al., 2016). O processo de inativagdo desses microrganismos
pelo PF comeca com a interacdo entre esses agentes ativos e a superficie
das células do microrganismo, causando sua ruptura celular (BOUKER et
al., 2018). Essas espécies reativas degradam componentes especificos,
como a parte lipidica e o peptidoglicano, devido a formacdo de perdxidos,
anions e superoxidos que podem quebrar as ligacBes estruturalmente
importantes (PARVULESCU et al., 2012; MISRA et al., 2016; PHAN et
al., 2017).

Em relacdo aos microrganismos, geralmente, o grau de inativacdo
microbiana do PF ¢é afetado pelo tipo e populacdo inicial de
microrganismos, 0 meio de inativacdo, a composi¢do do gas para a
geracdo do plasma e sua taxa de fluxo, bem como estado fisiolégico das
células (SONG et al., 2009; PHAN et al., 2017). A inativacdo bacteriana
e fingica em alimentos pelo PF é fortemente dependente ndo apenas do
gas formador de plasma, mas também dos fatores intrinsecos como
atividade de agua, textura, teor de proteina, gordura e pH (LACOMBE et
al., 2015; LEE et al., 2015).

Da mesma forma que acontece com 0S microrganismos, as
micotoxinas quando expostas as ROS e RNS produzidas no plasma, sdo
decompostas direta ou indiretamente através de processos quimicos
secundarios em produtos de reagdo menos toxicos (HOJNIK et al., 2017).
J& para os pesticidas, a sua degradacdo é principalmente dependente da
energia média do elétron e da producédo de espécies reativas (BAl et al.,
2010; MISRA et al., 2016). As moléculas de pesticidas sdo primeiramente
dissociadas pela grande energia do plasma e entdo, essa energia também
produz radicais livres, como OH, O3z e H20,, que tém um potencial de
oxidacdo consideravelmente alto para iniciar a degradacdo do pesticida
(BAI et al., 2010; JIANG et al., 2014). Consequentemente, a ligacdo
guimica do pesticida pode ser quebrada de forma eficaz e forma
compostos menos tdxicos ou ndo prejudiciais (PHAN et al., 2017).

5.0ZONIO

5.1 Caracteristicas

O 0zbnio é um aldtropo triatdmico (Os) composto por trés atomos
de oxigénio que se formam quando as moléculas de oxigénio se rompem
devido a radiacdo ultravioleta e os atomos separados combinam-se
individualmente com outras moléculas de oxigénio (MOHAMMADI et
al. 2017). Devido a maior estabilidade do oxigénio (O2), a molécula de
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O3 sofre um processo de dissociacdo espontanea com o tempo resultando
novamente na formacdo do O (LANGLAIS; RECKHOW;BRINK,
1991;MENNAD et al. 2010).

A decomposicdo ndo resulta em espécies nocivas ja que 0 mesmo
é espontaneamente convertido em O.. Por ser instavel, requer que ele seja
produzido no seu local de aplicagdo reduzindo assim gastos e perigos
relacionados como seu transporte e estocagem (ARMOR, 1999;
TATAPUDI; FENTON, 1994).

Como um agente oxidante muito reativo, 0 Oz provou eficacia
contra um amplo espectro de organismos vivos e compostos quimicos,
incluindo bactérias (KIM; YOUSEF, 2000; SHARMA et al., 2002; XU,
1999), fungos (PALOU et al., 2002; PEREZ et al., 1999) virus e
protozoarios (CULLEN et al., 2009; KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001;
RESTAINO et al., 1995). Além disso, também tem potencial para matar
pragas de armazenagem (KELLS et al., 2001; MENDEZ et al., 2003),
degradar micotoxinas (CULLEN et al., 2009), pesticidas e residuos
guimicos (HWANG; CASH; ZABIK, 2001; ONG et al., 1996).

A formagdo de Os pode ocorrer naturalmente e livremente na
estratosfera através da interacdo da radiacdo UV solar com o O, molecular
guanto artificialmente através da reacdo de descarregadores elétricos ou
radiacdo ionizante, sendo o aparelho de descarga corona, 0 mais
conhecido e utilizado em diferentes processos alimentares (CHRIST;
SAVI; SCUSSEL, 2016; MENAD et al. 2010. USEPA, 1999).

5.2 Aparelhos para geracéo de gas 0zonio

A producao comercial do O3 é realizada pelo processo de descarga
elétrica, também chamado de corona (USEPA, 1999). Este processo é
constituido por dois eletrodos submetidos a uma elevada diferenca de
potencial (aproximadamente 1000 V). O O entdo é gerado pela passagem
de ar ou Oy puro entre esses eletrodos. Quando os elétrons possuem
energia suficiente para dissociar a molécula de O, comegam a ocorrer
colisBes, que causam a dissociacdo do O e a consequente formagéo do O3
(CULLEN et al., 2009;USEPA, 1999).

Existem diferentes tipos, tamanhos e ozonizadores de capacidade
de geragdo Os, desde laboratério (tamanhos pequenos e de baixas
capacidades) até unidades de armazenamento (tamanhos grandes e de alta
capacidade) para uma ampla gama de aplica¢Bes.Suas capacidades podem
variar de 125 g / h até 10 kg / h com controles eletrénicos e alarmes
(CHRIST; SAVI; SCUSSEL, 2016; MCDONOUGH et al., 2011).

5.3 Aplicacéo de gas 0z6nio na area de alimentos
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O O3 é um poderoso agente oxidante e desinfetante (GUZEL-
SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004; KEELS et al., 2001; MCKENZIE
et al., 1998; MENDEZ et al., 2003) capaz de participar de um grande
numero de reagcBes com compostos organicos e inorganicos (ALMEIDA,;
ASSALIN; ROSA, 2004; KUNZ; PERALTA-ZAMORA, 2002). Pode
reagir com a maioria dos compostos contendo ligagdes duplas, como
C=C, C=N, N=N, etc., mas ndo com grupos funcionais contendo ligagdes
simples, como C-C, C-0O, O-H, etc (GOGATE; PANDIT, 2004). O gas
O3 € um eficiente germicida, empregado em engenharia sanitaria para a
desinfeccdo da agua potdvel e na remocdo de sabores e odores
indesejaveis. Também € um gas oxidante, que tem inimeras aplicagdes
na indudstria alimenticia pelas vantagens que apresenta nas técnicas de
preservacao.

Na industria de alimentos, o tratamento com Os vem sendo
estudado com o intuito de melhorar a qualidade e evitar perdas, devido a
deterioracdo dos alimentos por microrganismos. A utilizagdo do gas ja
demonstrou eficiéncia em bactérias e fungos, principais microrganismos
deteriorantes em alimentos, além de degradar micotoxinas e pesticidas,
contaminantes de interesse na indistria e seguranca de alimentos.

Inativacdo em bactérias: o Os é relatado em alimentos contra
bactérias como a Salmonella,Escherichia, Bacillus, Pseudomonas;
Staphylococcus (KIM; YOUSEF, 2000; SHARMA et al., 2003; 2004;
SARRON; COCHET; GADONNA-WIDEHEM, 2013; TORLAK;
SERT; ULCA, 2013). Os efeitos de diferentes tratamentos com gas O3
(0,1, 0,5 e 1,0 ppm) na descontaminagao de pistache inoculado com E.
coli e B. cereus foram estudados por Akbas e Ozdemir (2006). Numa
concentracdo de 1.0 ppm durante 360 minutos, as contagens de E. coli e
B. cereus em pistache inteiro sofreram reducdes de 3.5 e 3 log/UFC,
respectivamente.

Os mesmos autores avaliaram o efeito da ozonizacdo na reducédo
de E. coli e B. cereus em figos secos em concentracGes de Oz de 0,1, 0,5
e 1,0 ppm durante 360 minutos em amostras inoculadas. As concentra¢fes
de 0.1 e 0.5 ppm por 360 minutos resultaram em reducdes de 0,9 e 1,4
log/UFC na populagéo de E. coli e 2,7 e 2,9 reducdes na populacdo de B.
cereus, respectivamente. A 1,0 ppm por 360 minutos, reducdo de 3,5
log/UFC foram obtidas para ambas as bactérias. Ndo foram observadas
mudangas significativas nas propriedades fisico-quimicas (cor, pH e
umidade) e na qualidade sensorial (dogura, rancidez, aroma e aparéncia)
dos figos secos tratados com Os, quando comparados com as amostras
ndo tratadas (AKBAS e OZDEMIR, 2008).
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Em estudo com orégano, a reducdo de Salmonella foi de 2,8 e 3,7
log/UFC nas concentracdes de 2,8 e 5,3 mg/L respectivamente, durante
120 min (TORLAK; SERT; ULCA, 2013). Reducdo de E.coli inoculados
em brotos de alfafa também foram observadas apds 64 min em
concentracdo de 21 ppm (SHARMA e DERMICI, 2003).

Em relacdo a trabalhos utilizando o gas O3 como descontaminante
em bactérias, mostra que esse gas é eficaz na reducdo da concentracdo
microbioldgica de varios alimentos, e seguro quanto as caracteristicas
sensoriais.

Inativacdo em fungos: assim como o plasma, trabalhos com a
utilizacdo de gas Os como agente descontaminante de fungos em
alimentos, foram publicados em menor quantidade, quando comparado
ao foco em bactérias. No entanto, os dados sdo suficientes para concluir
gue o0 Os ¢ eficiente na descontaminacdo destes microrganismos.

Segundo Christ et al. (2016) esses estudos mostram diferencas de
tratamento, tais como: se aplicadas em alimentos contaminados
naturalmente (MCKENZIE et al., 1998; DWARAKANATH et al., 2007;
DIAO et al., 2013; LUO et al., 2014) ou inoculados (MCDONOUGH et
al., 2011; EL-DESOUKY et al., 2012; SAVI et al., 2014; SAVI et al.,
2015; KREIBICH et al., 2016). As concentragBes do géas, 0 tempo de
exposicdo versus os niveis de contaminagdo dos alimentos e o grupo de
alimentos (cereais, legumes, nozes e frutas) também sdo detalhados,
incluindo a porcentagem de redugdo de contaminantes.

Estudos com Castanha-do-Brasil de Giordano et al. (2010) e
Scussel et al. (2011), mostraram reducdo total da contagem de fungos
apos tratamento com Oz em 31 umol/mol (30 min) ¢ 10 pmol/mol (90
min), respectivamente. Em gréos de trigo contaminados artificialmente,
Savi et al. (2015) encontraram resultados significativos de
descontaminacdo por ozodnio gasoso. O crescimento de A. flavus foi
reduzido significativamente apds 30 min de exposi¢cdo com gas Oz em
concentragdes de 40 e 60 umol/mol quando comparado ao grupo controle,
0 que representou 80,7 a 87,8% de inibicdo de esporos. Entretanto,
somente a exposi¢ao de Oz a 60 pumol/mol inibiu totalmente o crescimento
de A. flavus apds 180 min.

Em grdos de arroz armazenados e naturalmente contaminados,
Beber-Rodrigues et al. (2015) observou uma reducao de 99,9% na carga
total de fungos ap6s tratamento com gas O3 nas concentragdes de 20 e 40
umol/mol, durante 1,6 min. A Tabela 3 mostra os dados de inativagao
microbioldgica em alimentos ap6s o uso do gas Os.
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Tabela 3. Inativacdo de microrganismos em alimentos usando o0zénio.

Tempo de

Redugéo

Microrganismo Amostra Concentragao - x Referéncia
eXposicao (log)
BACTERIAS
Escherichia coli . . 35 Akbas & Ozdemir,
Bacillus cereus Pistache 0,1/0,5/1,0 ppm 360 min 3 2006
E. coli . . 1,4 Akbas & Ozdemir,
B. cereus Figo 0,1/0,5/1,0 ppm 360 min 29 2008
Salmonella Orégano 2,8/ 5,3 mg/l 120 min 2,8-3,7 Torlak et al. 2013
E.coli Alfafa 21 ppm 64 min 2,20 Sharma & Dermici,
2003
FUNGOs
Aspergillus flavus . .
Fusarium verticilioides Milho 5 ppm 5 dias 100 Mason et a. 1997
Penicilium citrinum
F.verticilioides
F. graminearum Trigo 40/60 pmol/mol 30/60/1.20/18 100  Savietal. 2014
0 min
A. flavus
A. parasiticus
2‘ flavus. . Castanha 10 mg/l 90 min 100  Scussel et al. 2011
. parasiticus
A flavus Castanha  10/14/315mg/l  180/300 min 100 Giordano et al. 2012
A. parasiticus
A. flavus
A. niger Figo 13,8 mg/l 7'5;115]/ 30 100 Zorlugeng et al. 2008
A. parasiticus
Fusarium Cevada 11/26 mg/I 15/30/60 min 24 -36 Kottapalli et al. 2005
F. verticillioides Milho 50/100/200 ppm 60 min 100 Mylona et al. 2014
é' fllav_us Trigo 40/60 pumol/mol 30/60/1120/18 87,8  Savietal. 2015
. citrinum 0 min
Aspergillus . Beber-Rodrigues et al.
Penicillium Arroz 20/40 pmol/mol 1,6 min 99,9 2015

Degradacéo de micotoxinas: devido & preocupagdo da presenca

desses metabolitos nos alimentos, métodos utilizando O3z para sua
degradacdo foram estudados. Chen et al. (2014) avaliaram a
descontaminacdo de aflatoxinas (AFLs) em amendoim, 0s autores
observaram uma reducdo de 65,8% do composto na concentracdo de O3
de 6 umol/mol durante 30 min.

Ja para as Castanhas-do-Brasil houve uma redugdo de 100% de
AFLs a uma concentragdo de 10 umol/mol durante 90 min (SCUSSEL et
al., 2011). Em gréos de milho a reducdo de 100% de fumonisinas (FBs)
foi alcangada com a concentracdo de 200 ppm por 60 min (MYLONA et
al., 2014).

Savi et al. (2014) mostraram que os niveis de deoxinivalenol
(DON) diminuiram nos gréos de trigo, quando expostos ao tratamento
com Osz. A exposicdo ao Osz durante 120 min na concentracdo 60
pmol/mol, reduziram significativamente os niveis de DON.
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Degradacédo de pesticidas: a aplicacdo de Oz em alimentos €
promissora para a qualidade e seguranca alimentar, pois além de
demonstrar eficiéncia em reduzir a contaminacao por bactérias, fungos e
micotoxinas, também apresenta efeitos na remocdo de residuos de
pesticidas em alimentos. Em estudos recentes, o Oz j4 foi utilizado para a
remocao de residuos de pesticidas em vegetais e frutas (GABLER et al.,
2010; IKEURA; KOBAYASHI; TAMAKI, 2011; IKEURA,
HAMASAKI; TAMAKI, 2013; KUSVURAN et al., 2012). Em 2012,
Kusvuran et al. avaliaram a eficiéncia de Oz aquoso em frutas
armazenadas e obtiveram resultados significantes com 5 min de
exposicdo de liméo e laranja (armazenadas a 20°C) na concentracdo de 10
ppm. Os residuos de pesticidas em limdo foram reduzidos em 92, 59,9 e
48,5% para chlorpirifos etil, tetradifon e clorotalonil, ja para laranja,
foram reduzidos em 100, 56,6 e 40,4%, respectivamente.

Por outro lado, o O3z gasoso foi eficiente na degradacdo de
pesticidas quando aplicado em uvas na concentracdo de 10 ppm por 60
min, reduzindo 68,5, 75,4 e 83,7% dos fungicidas fenexamida, ciprodinil
e pirimetanil (KARACA; WALSE; SMILANICK, 2012). A aco do O3
para reducdo dos compostos quimicos, tais como as micotoxinas e
pesticidas, pode levar a formagdo de subprodutos das reagdes de
degradacdo, resultante da ozondlise. No entanto, a toxicidade de muitos
destes subprodutos, tem sido reduzida quando comparada ao composto
original.

O Oz pode degradar totalmente o composto ou causar modificaces
guimicas, reduzindo sua atividade bioldgica, isto ird depender da estrutura
quimica a ser degradada (CULLEN et al., 2009; DIAO et al., 2013;
TIWARI et al., 2010).
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Tabela 4. Degradacgdo de micotoxinas e pesticidas em alimentos usando oz6nio.

Tempo de

Contaminantes Amostra  Concentragéo - a Redugéo (%) Referéncia
exposicao

MICOTOXINAS

Aflatoxinas Milho 47,8 ppm 1.8 min 30 McDonough et al. 2011
Aflatoxinas Amendoim 6 pmol/mol 30 min 65,8 Chenetal. 2014
Aflatoxinas Castanha 10 pmol/mol 90 min 100 Scussel et al. 2011
Deoxinivalenol Trigo 60 pumol/mol 120 min 100 Savi et al. 2014
Fumonisinas Milho 100/200 ppm 60 min 100 Mylona et al. 2014
PESTICIDAS

Chlorpirifos etil, 92

Tetradifon Limé&o 10 ppm 5 min 59,9 <usvuran et al. 2012
Clorotalonil 48,5

Chlorpirifos etil, 100

Tetradifon Laranja 10 ppm 5 min 56,6 <usvuran et al. 2012
Clorotalonil 40,4

Fenitrotion Trigo 60 pmol/mol 180 min 69,4 Savi et al. 2015
Deltametrina Trigo 60 pumol/mol 180 min 89,8 Savi et al. 2015
Fenexamida 68,5

Ciprodinil Uva 10 ppm 60 min 75,4 <araca et al. 2012
Pirimetanil 83,7

5.4 Mecanismos de descontaminacao

O principal meio pelo qual o O3 esteriliza os alimentos é pela
oxidacdo progressiva dos componentes celulares dos microrganismos.
Ele atua inicialmente na membrana celular, em que ocorre a oxidagéo dos
glicolipideos, glicoproteinas e aminoacidos, alterando a permeabilidade e
causando sua rapida lise (KHADRE, YOUSEF, KIM, 2001; SILVA et
al., 2011). Segundo Christ et al. (2016), alguns autores concluem que o
O3 molecular é o principal inativador do microrganismo, outros destacam
0s subprodutos reativos da decomposi¢do do O3 como responsavel pela
atividade antimicrobiana.

O efeito da exposicdo direta ao gas O3 em fungos toxigénicos foi
realizada por Savi & Scussel (2014), a exposi¢do de 60 ppm por 90 min
em F. graminearum, F. verticillioides, P. citrinum, A. parasiticus e A.
flavus, causou alteragcGes morfolégicas durante a formagao da estrutura
fungica (conidios e hifas), resultando em rupturas da membrana celular
fingica e redugéo do crescimento.Os mesmos autores relataram que a
exposicdo ao gas Oz mostrou um aumento na produgdo de ROS nas hifas
tratadas, provavelmente relacionado a um estresse quimico causado pelo
gas Os.

Em relacdo a seu mecanismo de descontamina¢do de compostos
toxicos (micotoxinas e pesticidas), ocorre devido a sua acdo oxidativa no
seu local de toxicidade especifico. Inclui ainda a abertura de anéis
aromaticos, levando a degradagdo total ou causando modificagdes
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quimicas, reduzindo assim a toxicidade para niveis baixos ou tornando-
se nula, dependendo da estrutura quimica a ser degradada (CHRIST,
SAVI, SCUSSEL, 2016; DIAO et al., 2013; TIWARI et al., 2010).

6. EFEITOS DO PLASMA FRIO E OZONIO NAS
CARACTERISTICAS DOS ALIMENTOS

6.1 Plasma

Poucos estudos tém abordado a aceitabilidade organoléptica de
produtos alimenticios tratados com plasma, e aqueles que o fazem estdo
primeiramente focados no impacto da aparéncia visual (BOURKE et al.,
2018). Bermudez-Aguirre et al. (2013) observaram que nao houve
reducdo significativa na cor de cenoura, tomate e alface expostos ao PF.

Firmeza, cor da superficie e antocianinas foram testadas em
blueberries. Observou-se que tratamentos com plasma a 549 W durante
60s resultaram em redugdes significativas na firmeza, embora tenha sido
demonstrado que as colisGes entre as frutas e o recipiente contribuiram
significativamente para o amaciamento. Uma reducéo significativa nas
antocianinas foi observada ap6s 90s. As medidas de cor da superficie
foram significativamente impactadas ap6s 120s (LACOMBE et al.,
2015).

Um dos poucos estudos que incluiu o consumo do produto ndo
encontrou diferenca na aceitabilidade pela aparéncia, cor, sabor, aroma e
textura. Todas as qualidades sensoriais testadas de fragmentos de lula,
exceto a textura, diminuiram n&o significativamente pelo tratamento com
PF por 0 e 3 min. A textura dos fragmentos tratados com plasma torna-se
mais crocante, e isso pode ser devido a uma leve perda de umidade. No
entanto, os escores gerais de aceitacdo para esse alimento permanecem
inalterados ap6s o tratamento com PF (CHOI et al., 2017). Os mesmos
autores avaliaram ainda a peroxidacdo lipidica com o aumento da
exposicdo do alimento ao PF.

O aumento de peroxidacdo lipidica também foi encontrado por
Thirumdas et al. (2014) em nozes com o0 aumento da exposicdo ao PF.
Isto pode ser porque os radicais sao capazes de oxidar moléculas lipidicas
e resultaram em aumento no valor de peréxido (MISRA et al., 2016).

Em estudo com arroz marrom, Thirumdas et al. (2016) observou a
redugdo significativa no tempo de cozimento de 29,1 para 21,1 min apds
0 tratamento com o PF (40 e 50 W) por 5 a 10 min. Para os parametros de
textura a dureza reduziu de 40,47N para 30, 09N. Em rela¢do aos valores
nutricionais, a aplicacdo de PF ndo alterou a proteina bruta, lipideos,
cinzas e carboidratos desse alimento.
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6.2 Oz6nio

A respeito do efeito do Oz ha composicao dos alimentos, 0s estudos
relataram nenhuma ou muito baixa interferéncia de Oz nos componentes
quimicos (CHRIST, SAVI, SCUSSEL, 2016). Em estudo com améndoas
de cacau, o tratamento com Oz ndo apresentou oxidacdo lipidica nas
concentracdes (20, 40 e 60 pmol/mol) e tempos (30, 105 e 180 min)
testados. A analise foi repetida ap6s 30 dias de armazenamento, e as
amostras, novamente, ndo apresentaram desenvolvimento de rancidez
(KREIBICH et al., 2016). Outros estudos sobre a descontaminacao de Os,
também utilizando produtos contendo alto contetdo lipidico (castanha do
Brasil e amendoim) ndo relataram alteracdes na estabilidade dos lipidios
(GIORDANO, NONES, SCUSSEL, 2011; SCUSSEL etal., 2011; CHEN
etal., 2014).

A oxidacdo lipidica também foi testada em alimentos completos
para cées, com percentual lipidico de 15%. Os parametros de Oz (40 e 60
pmol /mol a 30, 60 e 120 min) ndo alterou a estabilidade lipidica da racao,
mostrando ser seguro Seu Uso nas concentracfes e tempos testados
(SILVA et al., 2018).

Em amostras de trigo, Savi et al. (2014) observaram que apenas a
maior concentragéo de Oz (60 pmol/mol a 180 min) foi capaz de aumentar
o teor de carboxila do amido. No entanto, o tratamento com Oz ndo causou
alteragdes na cristalinidade do amido. Para oxidacéo lipidica, ndo houve
diferenca entre as amostras de trigo tratado com Os e 0 controle. O mesmo
ocorreu para as proteinas em graos de trigo expostos ao gas Osa.

Os mesmos achados foram demonstrados por Sandhu et al. (2012),
utilizando baixas concentragdes de Oz (1,5 umol/mol a 30 e 45 min) em
trigo, ndo produzindo diferenca significativa na cristalinidade do amido
tratada e no controle.

O ozénio também é capaz de mudar a coloragdo da superficie de
frutas e legumes como péssegos, cenouras e brocolis (PRESTES, 2007,
KIM; YOUSEF; DAVE, 1999). As altera¢des nos atributos sensoriais ou
fisico-quimicos dependem da composi¢do quimica do alimento, da
dosagem de o0z6nio, e das condi¢Bes do tratamento (SILVA et al., 2011).
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7. PLASMA A FRIO VERSUS OZONIO
7.1 LimitacGes

Uma das maiores limitagcdes do PF em alimentos é referente a sua
eficacia na descontaminag&do de microrganismos, que varia de acordo com
a matriz alimentar e a estrutura da superficie (BOURKE et al., 2018). Em
estudo realizado por Smet et al. (2017), constatou-se que as células em
um veiculo liquido sdo mais resistentes a inativacdo do plasma do que em
superficies sélidas, devido a dificuldade de espécies reativas se
difundirem em meio liquido. O mesmo é observado na umidade relativa
do gas indutor, que mostrou influenciar significativamente na eficacia
antimicrobiana do PF (PATIL et al., 2014).

A estrutura dos alimentos precisa também ser levada em conta nos
tratamentos de PF para garantir eficicia e seguranca, fissuras e fendas na
superficie do alimento podem dificultar a eficicia do tratamento contra
microrganismos, ja que a tecnologia atinge somente a superficie
(FERNANDEZ et al. 2013; ZIUZINA et al., 2015).

Fatores intrinsecos como osmolaridade e pH também afetam a
eficacia do tratamento com PF, pois podem resultar em endurecimento
por estresse das bactérias, tornando-as mais resistente, assim como alguns
componentes dos alimentos como seu teor lipidico e o estado antioxidante
gue podem diminuir a atividade de espécies reativas plasmatica (SMET
etal., 2016; BOURKE et al., 2018).

Ja as limitagfes do O3 segundo Prabha et al. (2015) é a toxicidade
quando inalado, causando problemas nas vias respiratorias. E um gas
altamente instavel, portanto ndo é possivel seu armazenamento, além
disso, o investimento inicial € maior para adquirir o equipamento de
geracdo de Os. Ainda em relacdo a suas limitagcdes em alimentos, o 0zénio
ndo pode ser considerado universalmente benéfico, pois em altas
concentragdes, pode promover a degradagdo oxidativa, alterando o sabor
e a coloracdo do produto alimenticio (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999;
SILVA etal., 2011).

Apesar do Os ter um efeito imediato na eliminacdo de
microrganismos em alimentos e &gua, posteriormente pode haver uma
recontaminacdo, pois o residual de O3 é praticamente nulo (SILVA et al.,
2011).

7.2 Toxicidade
Estudos mais profundos sobre a seguranga em relacéo a toxicidade
do PF em alimentos ainda ndo foram elucidados. Avaliagbes da
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persisténcia de fatores citotéxicos nos alimentos ao longo do tempo, sua
concentracao e sua toxicidade oral, devem ser avaliadas de forma similar
aos descontaminantes usados no processamento de alimentos, incluindo
cloro e O3 (BOURKE et al., 2018).

Compostos nitrogenados, como 0s nitritos e nitratos, foram
verificados em agua tratada com PF (Lukes et al., 2014), sendo necessario
verificar o acimulo desses compostos em alimentos. Na agua tratada com
PF, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) limita para a 4gua potavel
50mg / | de nitrato e 3mg / | de nitrito (Bourke et al., 2018).

Ja 0 O3 é extremamente toxico quando inalado, seus sintomas de
toxicidade séo dor de cabega, tontura, sensacdo de ardéncia nos olhos e
garganta, sensacdo de odor pungente e tosse. Em baixas concentragdes o
O3 ndo é um gas toxico, mas em altas concentracfes pode ser letal
(RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; PRABHA et al., 2015).

Pesquisadores alegam que concentragdes de 0zonio de 0,02 a 0,04
mg/L podem ser detectadas pelo ser humano e que a exposi¢do
prolongada a concentragdes iguais ou superiores a 1,0 mg/L pode causar
a morte (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001; SILVA et al., 2011). Em
relacdo a sua toxicidade em alimentos e agua, ndo apresenta perigo, pois
se tratando de um gas instavel, ndo deixa residuo nos produtos (LAPOLLI
etal., 2003).

7.3 Legislacéo

Nos Estados Unidos, a aprovacgao de uma nova tecnologia como o
PF deve receber revisdo e aprovacdo primaria de trés 6rgaos federais:
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA), Food and Drug Administration
(FDA) e Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Os
acordos de memorando de entendimento entre essas agéncias permitem o
compartilhamento de informagdes e comunicacgdes internas na revisao de
novas tecnologias para alimentos e suas embalagens (BOURKE et al.,
2018).

Né&o ha na literatura nenhuma legislacdo ou orientacdo regulatoria
especifica para o tratamento de plasma nos alimentos, em qualquer 6rgéo
regulador globalmente. Como uma nova tecnologia, isso é esperado com
respostas normativas tipicamente emergentes como resposta ao uso do
setor ou a industria buscando orientagdo ou aprovacao especifica de um
processo (CULLEN et al, 2017). A aprovacdo de tecnologias
comparativas como o Oz em agua e alimentos pela FDA pode ser
referenciada como uma potencial abordagem de aprovacdo regulatdria
bem-sucedida. De fato, alguns dispositivos de plasma sdo atualmente
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comercializados como sistemas de ozdnio para aplicacBes alimenticias
(CULLEN etal., 2017; BOURKE et al., 2018).

Em cinco anos um total de 40 novas aprovagdes de ingredientes
alimentares foram feitas, mas apenas 4 delas envolveram novas
tecnologias como o tratamento UV (tecnologia) de cogumelos, péo,
fermento para panificacdo e leite. Atualmente, a incerteza permanece 0
processo de aprovagdo regulamentar da Comissdo Europeia (CE) para
tecnologias de plasma a frio devido a falta de definicdo nos critérios de
avaliacdo como por exemplo: risco para a satde publica, nutricionalmente
desvantajoso e ndo enganoso para o consumidor (BOURKE et al. 2018).

No Brasil, assim como na Europa, até o presente momento, nao
foram encontrados registros sobre legislacdo ou qualquer orientacdo
regulatéria sobre o uso de PF em alimentos, agua, equipamentos e
embalagens. Segundo Cullen et al. (2017), é importante que grupos de
especialistas comecem a se formar para comecar a coletar dados e
fornecer opinides sobre 0 uso de plasma em alimentos.

Em relacdo ao O3 este é considerado por diferentes organizacGes
internacionais como a FDA, USDA, Organizacdo de Agricultura de
Alimentos (FAO) e Organizacdo Mundial de Satde (OMS) como método
seguro para ser utilizado em contato direto com agua potavel e alimentos
(CHRIST, SAVI, SCUSSEL, 2016). Desde 1975, o FDA reconhece o
tratamento com 0 O3 como GMP (Good Manufacturing Practice) para a
indUstria de 4gua engarrafada e, em 1997, reconheceu como GRAS para
uso em processamento de alimentos (FDA, 2001; RICE & GRAHAM,
2001). Mais adiante, o O3 foi aceito para uso legal diretamente em
alimentos processados e produtos agricolas (matérias-primas, vegetais e
frutas) como agente antimicrobiano (USDA, 2002).

A CE estabeleceu limites de concentracdo e requisitos de
rotulagem para os constituintes da dgua potavel (mineral natural e fonte),
incluindo a agua enriquecida com O3 e limite maximo do residuo O3 (50
ug/l) na mineral natural e dguas de nascente enriquecidas com O3 (EC,
2003).

Ja no Brasil, os Ministérios Agropecuarios e de Salde aprovaram
a aplicacdo de O3 em equipamentos para envase, incluindo os utensilios
gue entram em contato com a agua (ANVISA, 1977). Em 1999 também
estabeleceu a regulamentacdo padronizada para dgua purificada, na qual
rotulos de garrafas devem informar a purificacdo tratamento aplicado,
inclusive O3 (ANVISA, 1999). J& o Ministério da Agricultura estabeleceu
um regulamento para o uso de O3 na descontaminacdo de residuos de
pesticidas (organofosforados) na &rea de estacionamento de avides
agricolas aplicadores dessas substancias (MAPA, 2008).
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Para os regulamentos japoneses, australianos e chineses, o uso de
O3 nos alimentos foi permitido, seja no tratamento de ar da fabrica, na
agua e nos alimentos (NAITOU & TAKAHARA, 2006; LUO et al.,
2014).

8. CONCLUSAO

As tecnologias de PF e Oz em alimentos, mostram resultados
promissores na descontaminacdo de bactérias, fungos, micotoxinas e
pesticidas. No entanto, a elucidacdo das modificagdes no alimento seja
sensorial, quimica ou fisica precisam ser mais estudadas, assim como o
potencial toxico do PF. Em relagdo ao uso dessas tecnologias na industria,
as duas mostram ser eficazes em relacdo a descontaminacdo de
microrganismos na superficie, sdo tecnologias verdes e com
sustentabilidade ambiental, pois ndo geram residuos, e necessitam de
baixa energia para suas operacGes comparadas aos processamentos
térmicos. No entanto, para o PF ainda ha a necessidade de
desenvolvimento de projetos para uma escala industrial, validacdo e
aprovacdo regulatéria por 6rgaos responsaveis, além da aceitacdo do
consumidor. Apesar dos beneficios comprovados das duas tecnologias na
obtenc¢do de alimentos seguros e de alta qualidade, condicGes especificas
de tratamento devem ser padronizadas para cada produto alimenticio. Por
fim, a aceitacdo do consumidor, custo-efetividade, aspectos legais e
seguranca precisam ser levados em consideracdo em estudos futuros.
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EFEITOS DA EXPOSI(;@O AO PLASMA AFRIO NAS ESPECIES
DE FUNGOS TOXIGENICOS DOS GENEROS Aspergillus,
Fusarium E Penicillium.

RESUMO

Os efeitos antifingicos do plasma a frio (PF) na exposicéo a fungos
toxigénicos foram avaliados. O PF foi formado por reator tipo jato de
plasma em descarga de barreira dielétrica (DBD), corrente alternada,
tensdo de 8,5kV e poténcia de 240 W, o que inibiu eficientemente o
crescimento das colbnias fungicas de A. flavus e F. verticillioides no
tempo de 10 min de exposicao e P. citrinum por 20 min. Nos pardmetros
testados, a exposicdo ao PF foi capaz de inibir o crescimento fungico,
ocasionou alteragdes morfoldgicas nas hifas e producéo de ROS em todos
os fungos testados, devido ao estresse oxidativo. Esse tipo de tratamento
mostrou ser eficaz na inativacdo fungica, sendo uma solucdo aos
problemas a contaminacao em alimentos.

1. INTRODUCAO

Fungos sdo responsaveis pela deterioracdo de gréos e alimentos
completos. Causam intmeras perdas econdmicas, pois estdo associados a
reducdo de nutrientes, perda de germinag&o e descoloragéo dos alimentos.
Quando expostos a condi¢des ambientais dtimas como alta temperatura e
umidade, algumas espécies de fungos toxigénicos podem produzir
micotoxinas (LAZZARI, 1997; BRASE et al. 2009).

Eles podem ter origem no campo, como os fungos do género
Fusarium ou durante a armazenagem como 0s géneros Aspergillus e
Penicillium. As principais toxinas produzidas por esses trés géneros
incluem: aflatoxinas, ocratoxina A, citrinina, tricotecenos, fumonisinas e
zearalenona (SCUSSEL, 2017). Esses metab6litos causam intoxicacdo
aguda ou crénica além de danos a salude humana e animal apds a ingestéo
de alimentos contaminados (MARASAS e NELSON 1987; SCUSSEL,
2017).

Para controle desses fungos, sdo amplamentes utilizados
fungicidas sintéticos, que deixam residuos nos alimentos e ambiente
(solo, dgua e ar), e apresentam toxicidade, quando utilizados em excesso,
para humanos e animais (BOOBIS et al., 2008). Assim, outras alternativas
de descontaminagdo segura de fungos passaram a ser estudada. Uma
dessas tecnologias é a ozonizacdo. O o0z6nio (Os) é um potente agente
antimicrobiano devido a sua capacidade oxidante, sua utilizac&o é segura
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ja que 0 mesmo é espontaneamente convertido em oxigénio (O, sendo
seu uso seguro (KHADRE et al., 2001).

O plasma a frio (PF), tecnologia mais recente que a 0zonizacao, é
também utilizado como descontaminante de microrganismos em graos e
alimentos (HELHEL; OKSUZ; RAD, 2005; SCHNEIDER et al, 2005;
CHU, 2007). Esse gas apresenta tratamento uniforme, pode executar a
atividade a baixa temperatura ndo alterando sabor, odor e estrutura do
alimento, além de ndo deixar residuos (NIEMIRA; GUTSOL, 2010).

O PF é formado a partir da excitacdo de um gas ou mistura de gases
mediante aplicacdo de uma pressdo e energia, podendo ser esta Ultima
mecanica, térmica, nuclear ou a mais comum por via corrente elétrica
(MISRA et al., 2014).

Os mecanismos pelos quais o PF inativa 0os microrganismos é
causando danos &s membranas celulares por radiagdo ultravioleta (UV) e
pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), incluindo
oxigénio atdmico, oz6nio, Oxido nitrico e dioxido de nitrogénio
(GALLAGHER et al., 2007; LAROUSSI; LEIPOLD, 2004). O ROS e
RNS sdo os principais agentes bactericidas e fungicidas (MISRA et al.,
2016).

O processo de inativacdo desses microrganismos pelo PF comeca
com a interacdo entre esses agentes ativos e a superficie das células do
microrganismo, causando sua ruptura celular (BOURKER et al., 2018).
A inativacdo bacteriana e fingica pelo PF é fortemente dependente nao
apenas do gas formador de plasma, mas também dos fatores intrinsecos
do substrato em que esses microrganismos se encontram como sua
atividade de agua, estado da superficie, teor de proteina, gordura e pH
(LACOMBE et al., 2015; LEE et al., 2011).

Trabalhos com a utilizagdo de PF como agente descontaminante
em fungos nos alimentos foram publicados em menor quantidade, quando
comparado aos estudos envolvendo bactérias (LACOMBE et al., 2015;
MIR et al., 2016; SARANGAPANI et al., 2015; BERMUDEZ-
AGUIRRE et al.,, 2013). Os alimentos mais estudados foram a
oleaginosas (pistache, améndoas, amendoim e avelas), tmaras e em
sementes de fruta e gréos (tomate, trigo, feijao, aveia, soja, cevada, milho
e centeio), ja em relacdo aos fungos os géneros Aspergillus e Penicillium
foram os mais testados quanto a atividade antiflngica do PF (SELCUK;
OKSUZ; BASARAN, 2008; SUHEM et al., 2013; DASAN et al., 2016).

No entanto, séo poucos o0s trabalhos encontrados na literatura que
avaliam o efeito do plasma a frio no crescimento das coldnias e na
morfologia de fungos toxigénicos. Assim, objetivo deste trabalho foi
explorar os efeitos antiflngicos in vitro do plasma a frio em diferentes
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espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, onde
o0 crescimento de coldnias e alteracdes de hifas (morfologia, mortalidade
e espécies reativas do oxigénio) foram destacados pela aplicacdo de
microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e microscopia de
fluorescéncia (FM).

2. MATERIAL E METODOS

Cepas fungicas: Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides e
Penicillium citrinum obtidas do Laboratério de Micotoxicologia e
Contaminantes Alimentares (LABMICO), da Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, SC, Brasil.

Equipamentos: microscopio eletrénico de varredura (MEV), JEOL
(Peabody, MA, USA); microscépio de fluorescéncia (MF), Leica (Leider,
IL, EUA). Revestidor de ouro (Au), modelo SCD500, Leica (Leider, IL,
EUA); autoclave, Phoenix (Araraquara, SP, Brasil); capela de fluxo
laminar, Veco (Campinas, SP, Brasil); estufa microbiolégica, Quimis
(Diadema, SP, Brasil). Reator tipo jato de plasma com barreira dielétrica.
Uma fonte de corrente alternada de alta tensdo (+ 17 kV) e corrente 30
mA foi empregada para gerar o plasma a 240 W. A fonte de alta tensao
foi ligada a um transformador Variac ATV-215-MP (220-240V; 60 Hz;
6,3 A; 1-1,5 kVA) que é usado para controlar a tensdo elétrica entregue
ao reator e ar comprimido foi utilizado como gés plasmogénico.

Meio de cultura e reagentes: meio de cultura agar batata-dextrose
(PDA), Kasvi (S0 José dos Pinhais, PR, Brasil), glutaraldeido 2,5%,
Neon (Suzano, SP, Brasil), alcool etilico, Synth (Diadema, SP, Brasil),
cloranfenicol, dimetilsulféxido e diacetato de 2,7-
diclorohidrofluoresceina (H2DCF-DA) da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA).

Aplicacdo de plasma a frio: um disco (4 mm) de A. flavus, F.
verticillioides e P. citrinum, retirados da borda da cultura flngica com 7
dias foram colocados no interior do reator individualmente em uma placa
Petri contendo meio de cultura PDA. Os fungos tratados no reator foram
submetidos a uma corrente 30 mA e uma tensdo de + 8,5 kV, gerando
uma poténcia de 240 W e expostos por 10 min e 20 min (Figura 1),
enquanto os fungos controles ndo receberam nenhum tratamento. Apos,
tanto os fungos tratados quanto o controle, foram incubados a 25 °C por
8 dias. A eficiéncia do tratamento com PF foi avaliada até o 8° dia apés a
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incubacdo medindo o didmetro da col6nia de fungos (em mm)
(FRATERNALE et al. 2003; SAVI & SCUSSEL, 2014).

Figura 1. (a) Reator de plasma a frio(PF) tipo jato de plasma com descarga em
barreira dielétrica; (b) colnia fungica (Aspergillus flavus) controle e (c) mesma
coldnia fungica apos 8 dias de tratamento por PF.

Morfologia: para verificar alteracbes morfoldgicas nos fungos
tratados com PF, foram realizadas anélises de MEV. As se¢des de fungos
tratados e controle foram coletadas, fixadas com glutaraldeido 2,5% para
preservar as estruturas fungicas, lavadas com solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS) e desidratadas com solucéo alcodlica (50, 60, 70, 80,
90 e 100%). Posteriormente, foram preparados para analise de MEV
como segue: as secgOes foram fixadas em stubs (diametro de 1,2 mm, 0,8
mm de altura), colocadas no suporte Au Coater, aplicado a vacuo (até 104
mBar) e revestidos com uma camada Au 1,40 nm. Os stubs foram
transferidos para MEV, submetidos novamente a visualizacdo da
morfologia a vacuo, os fungos foram identificados em diferentes
ampliacdes e registrados por micrografias (tomadas a uma tensdo de
0,5-30 kV) (BRAY, 2000).

Producdo de ROS: as hifas tratadas e de controle receberam 40 uM
de H2DCF-DA por 30 min a 28° C no escuro. O sedimento foi lavado
(3x) com PBS e analisado por FM em aumento de 300x. A producdo de
ROS foi observada pela coloracdo de hifas fluorescentes verdes
(SEMIGHINI e HARRIS 2010). A presenca de fluorescéncia das hifas
fangicas foi observada em cada area da lamina do microscépio.

Anélise Estatistica: os dados de crescimento de colénias de fungos
e mortalidade de hifas foram analisados pela andlise de variancia
(ANOVA). Todas as analises foram expressas com média e os valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

Efeito do plasma a frio no crescimento fangico

As cepas de fungos tratados com plasma a frio ndo apresentaram
crescimento até o 8° dia de incubacdo (Figura 2). Para a inativagdo
completa as cepas de A. flavus e F. verticillioides foram expostas ao
plasma durante 10 min, j& para o P. citrinum a inativag&o s6 ocorreu apds

20 min de exposicado ao tratamento.
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(c) P. citrinum
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Figura 2. Efeitos do plasma a frio em diferentes espécies de fungos sobre o
crescimento da col6nia: (a) Aspergillus flavus, (b) Fusarium verticillioides
(exposicéao de 10 min) e (c) Penicillium citrinum (exposi¢do de 20 min), (os dados
sdo apresentados como valores médios do didmetro dos fungos). Os simbolos
indicam estatisticamente significantes quando comparados com o grupo controle
*p<0,05.

Efeito do plasma a frio na alteracao das hifas: morfologia e producéo
de ROS

a) Morfologia: todos os fungos tratados apresentaram deformacoes
e rupturas na estrutura das hifas e conidios (Figura 3). A exposi¢do ao
plasma a frio provocou alteragdes morfoldgicas nos fungos, podendo
resultar em rupturas da membrana celular flngica e inativacdo, impedindo
seu crescimento.
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(a) Control (b) Control
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Flgura 3. Efeito do plasma a frio (10 min de exposi¢do) na morfologia das hifas
de (a) Aspergillus flavus, (b) Fusarium verticillioides, e (20 min exposi¢do) (c)
Penicillium citrinum, [Controle: sem tratamento (a,b,c,); Tratamento com plasma
a frio: (a.1, b.1, e c.1)]. Microscopia eletronica de varredura, 850, 1.000, 2.000 e
3.000% de aumento.

(b) Produgdo de ROS: todos os fungos ap0s o tratamento
mostraram uma forte intensidade de fluorescéncia verde dentro da
estrutura da hifa devido a formacéo de ROS intracelular (Figura 4). Essa
producdo de ROS pode estar relacionada ao estresse quimico causado pela
exposicdo ao gas Oz formado durante o processo de plasma a frio, o0 que
era esperado, ja que o O3 é um forte reagente oxidante.

(a) Control (b) Control (c) Control

Figura 4. Efeito do diacetato de 2,7-diclorohidrofluoresceina em fungos tratados
com plasma frio (exposicdo de 10 min) (a) Aspergillus flavus, (b) Fusarium
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verticillioides, e (exposicdo de 20 min) (c) Penicillium citrinum [Controle: sem
tratamento (a, b, c); Tratamento com plasma frio: desenvolvimento de
fluorescéncia de hifas (apds producdo de ROS - a.l, b.1, c.1)]. Imagens
microscopia de fluorescéncia, 300 x aumento.

4. DISCUSSAO

Estratégias de inativacdo e descontaminagdo fldngica com
aplicacdo PF foram realizadas em diversos estudos em alimentos
(DASAN etal. 2016; MIR et al. 2016; OUF et al. 2015; BASARAN et al.
2008). No entanto, existem poucos estudos que relatam o mecanismo de
acao da exposicio ao PF em fungos filamentosos (SIMONCICOVA et al.
2018; DEVI et al. 2017) e em algumas espécies toxigénicas utilizadas
nesse trabalho.

Neste estudo, a resisténcia ao tratamento foi diferente no fungo P.
citrinum, que precisou de um tempo maior de exposi¢do (20 min) ao PF
para a inativacdo, comparado ao A. flavus e F. verticillioides que foram
necessarios apenas 10 min de exposicdo ao tratamento para a inativacao.
Suhemetal. (2012), observaram a inibicdo completa de A. flavus em meio
de cultura por PF tipo jato apds 25 min de tratamento a 40 W.

O efeito do jato PF também foi verificado no crescimento de
bolores de pées, incluindo A. flavus, A. niger, Rhizopus stolonifer e
Penicillium roqueforti. Usando poténcia geradora de plasma a 24 W por
5, 10 e 20 min de exposicdo ao tratamento, 0s autores observaram que o
tempo de 20 min é mais eficaz em retardar o crescimento dos fungos.
Todos os crescimentos de fungos diminuiram proporcionalmente ao
aumento do tempo de tratamento de PF. O A. flavus foi o que obteve a
maior reducdo (83%) com um tempo méaximo de exposi¢do. Enquanto A.
niger, R. stolonifer e P.roqueforti foram inativados pelo jato de PF,
aproximadamente 75%, 71% e 48%, respectivamente (THONGLOR &
AMNUAYCHEEWA, 2017).

Em relagdo a modificacdo da estrutura flngica, na presente
pesquisa a exposicdo PF levou a morte celular de hifas de todos os fungos
testados e, consequentemente, & inativagdo do crescimento de fungos. A.
flavus e F. verticilliodes podem ser mais sensiveis ao tratamento
relacionado ao crescimento de coldnias de fungos, do que P. citrinum. A
morte das células flngicas pode ocorrer devido a alteracfes no
metabolismo e estresse oxidativo geral, por exemplo, 0 aumento da
formacdo intracelular de ROS (SAVI & SCUSSEL, 2014).

A presenca de ROS no interior das hifas no presente estudo
também pode ser notada. Como 0s principais componentes do ar sao
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nitrogénio e oxigénio, as espécies reativas sdo compostas principalmente
por ROS, envolvendo Os, radicais hidroxidos e RNS (KLAMPF et al.,
2012).

As descargas de plasma criam particulas carregadas e um campo
elétrico. Prop8e-se que as forcas elétricas afetem a membrana celular, o
gue poderia causar ruptura eletrostatica ou, pelo menos, uma
permeabilizacdo por um tempo curto (LEDUC et al., 2009). Assim, as
moléculas de ROS derivadas do plasma, como os agentes oxidantes como
0 O3, podem penetrar no microrganismo. O ROS pode violar a integridade
da estrutura celular pela peroxidacdo lipidica, resultando em danos na
membrana (BIELSKI et al., 1983; POMPL et al., 2009).

Todos os fungos apresentaram maior formacdo de ROS com
exposicdo ao PF quando comparados ao controle. Assim, é provavel que
a resposta celular ao PF induziu estresse oxidativo afetando os processos
de desenvolvimento das células fangicas. A formacdo de ROS
desempenha um papel importante na sinalizacdo e homeostase das células
aerébicas saudaveis. Sua producdo normalmente ocorre em uma taxa
controlada, no entanto, sob estresse quimico, pode ser bastante
aumentada. Este comportamento é responsavel pela morte de células
fangicas devido a producao de células e mutacdes de &cidos nucléicos e
carcinogénese (SAVI & SCUSSEL, 2014; FAORO & IRITI, 2005).

Os resultados obtidos nesse trabalho também podem ser
comparados com pesquisas semelhantes utilizando outro processo néo
térmico de descontaminagdo como a ozonizagdo. Savi & Scussel (2014)
avaliaram os efeitos antifingicos in vitro do gas Oz na concentracao de 60
pumol/mol em diferentes fungos F. verticillioides, F. graminearium, A.
flavus, A. parasiticus e P. citrinum, em relagdo ao crescimento de
colonias, germinacdo de conidios e alteragdes de hifas. Os autores
observaram que para F. graminearium ndo houve crescimento ap6s o
tratamento de 60 min de exposicdo ao gas, ja para o P. citrinum esse
crescimento ndo ocorreu apds 120 min de tratamento. Os fungos F.
verticillioides, A. parasiticus e A. flavus obtiveram comportamentos
semelhantes entre si, e seus crescimentos de colénia foram
significativamente menor (52, 63, 60 mm) comparado ao controle (63, 88,
78 mm) no tempo de 120 min de exposi¢do ao Os, respectivamente.

Os mesmos autores relataram que todos os fungos apresentaram
deformacéo e ruptura na estrutura das hifas causado pela exposic¢ao ao Os.
As hifas de fungos tratadas apresentaram aumento na produgéo de ROS.
Todos os fungos apds o tratamento mostraram uma forte intensidade de
fluorescéncia verde dentro da estrutura da hifa devido a formagéo de ROS
intracelular. Essa produgdo de ROS verificada nas hifas tratadas pode
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estar relacionada a um estresse quimico causado pela exposicao ao gas O3
que, como mencionado anteriormente, é um forte reagente oxidante
(SAVI & SCUSSEL, 2014).

5.CONCLUSAO

Todos os fungos foram significativamente afetados pela aplicacéo
do tratamento com plasma a frio. A. flavus e F. verticillioides
necessitaram apenas de 10 min para inativacdo flngica, ja para P.
citrinum esse resultado foi obtido com 20 min de tratamento. Este é o
primeiro estudo onde foi descrito o efeito do tratamento com PF em
fungos toxigénicos, incluindo redugdo do crescimento micelial,
modificacdes morfoldgicas de hifas e a indugédo de ROS.
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7 CAPITULO 6
PLASMA A FRIO NA DESCONTAMINACAO FUNGICA EM
RACOES EXTRUSADAS PARA CAES INOCULADAS E
NATURALMENTE CONTAMINADAS E SEU PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS
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PLASMA A FRIO NA DESCONTAMINACAO FUNGICA EM
RACOES EXTRUSADAS PARA CAES INOCULADAS E
NATURALMENTE CONTAMINADAS E SEU PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS

RESUMO

A inativacdo fungica e efeitos na umidade, contetido lipidico e
composicdo de acidos graxos pelo plasma a frio (PF) em alimentos
extrusados para cdes naturalmente contaminados e inoculados com A.
flavus foram avaliados. O PF foi formado por reator em geometria
cilindrica tipo ponta-plano em descarga de barreira dielétrica (DBD),
corrente alternada e poténcia de 540 W, e descontaminou eficientemente
tanto o alimento naturalmente contaminado e inoculado nos dois tempos
testados (20 e 40 min). A umidade e atividade de agua, assim como a
composicado dos acidos graxos nao foram alterados pelos tratamentos. No
entanto, o conteddo lipidico das amostras tratadas diminuiu
significativamente (p<0,05). De acordo com o presente estudo, é possivel
inferir que o PF teve um efeito positivo na inativacdo flngica em
alimentos para cdes e pode ser um procedimento promissor, no entanto
necessita de uma maior investigacdo em relacdo a diminuigéo lipidica do
alimento.

1. INTRODUCAO

As indlstrias de alimentos para animais de estimacdo tém como
objetivo principal proporcionar beneficios nutricionais, estéticos e de
desempenho para uma melhor qualidade de vida do animal. Na
composicdo desses alimentos estdo presentes principalmente produtos
agricolas como grdos, que podem apresentar uma variedade de
contaminantes.

A principal técnica empregada para prevenir ou retardar a
contaminacdo nesses alimentos é a aplicacdo de parametros, como a
redugdo da atividade de agua (aw), reducdo do pH e uso de agentes
antimicrobianos e antifungicos (LEISTNER, 1994; COPETTI; 2005).
Dentre esses alimentos para animais de estimacéao, destacam-se as ragdes
secas e extrusadas, nos quais o tratamento térmico durante o
processamento € o principal pardmetro para a reducdo da contaminagdo
microbioldgica.

Em relacdo a contaminacdo desses alimentos, os fungos sdo 0s
mais relatados. Essa contaminacgdo pode ocorrer desde a producdo e o
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armazenamento da matéria-prima de origem animal e de grdos, que séo
amplamente utilizados na fabricacdo de racBes para varias espécies
animais, durante o processamento, na comercializacdo desse alimento e
estocagem do produto final na casa do tutor do animal (GIRIO et al.,
2012; DE SOUZA KOERICH & SCUSSEL, 2013).

Aspergillus flavus é a espécie predominante responsavel pela
contaminagdo flngica e posterior producdo de aflatoxinas (AFLs)
principalmente em gréos durante operacdes e armazenamento pos-
colheita (SCUSSEL, 2017). Em estudos avaliando a micobiota em
alimentos comerciais para cdes, A. flavus foi a espécie mais
frequentemente encontrada (BUENO et al., 2001; MAIA & SIQUEIRA,
2007; BARBOSA et al., 2014). As AFLs produzidas por esse fungo sdo
predominante e potencialmente mutagénicas, teratogénicas e
hepatocarcinogénicas, de acordo com a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre Cancer (IARC, 1993).

O plasma a frio (PF) é utilizado como método alternativo de
descontaminacéo flingica em alimentos. Por operar a baixa temperatura
esse gas nao altera o sabor, odor e estrutura do alimento, no entanto,
estudos relatam oxidacdo lipidica e modificagdes na composicdo de
acidos graxos (NIEMIRA; GUTSOL, 2010). Esse gas provoca danos as
membranas celulares do microrganismo, impedindo seu desenvolvimento
(MISRA et al., 2016).

O PF ja foi estudado em diversos alimentos como frutas e graos
(SELCUK; OKSUZ; BASARAN, 2008; SUHEM et al., 2013; DASAN
et al., 2016), no entanto ndo foram encontrados na literatura trabalhos
avaliando sua eficacia em alimentos para animais de estimagéo. Assim, o
objetivo do trabalho foi avaliar a descontaminacédo fungica por plasma a
frio em alimentos naturalmente contaminados e inoculados com A. flavus
em racgdo extrusada para cées, e seu efeito no contetdo lipidico e no perfil
de acidos graxos.

2. MATERIAL E METODOS

Amostras: alimentos comerciais extrusados para animais de
estimacdo do tipo Super-Premium. Principais ingredienes: farinha de
visceras de frango, farinha de salméo, ovo desidratado, proteina isolada
de suino, quirera de arroz, polpa de beterraba, aveia, gordura de frango,
6leo de peixe, antioxidantes (BHA e BHT), cloreto de potéssio, premix
vitaminico e mineral.
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Cepas fungicas: Aspergillus flavus, obtida do Laboratério de
Micotoxicologia e Contaminantes Alimentares (LABMICO), da
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, SC, Brasil.

Meio de cultura e reagentes: meio de cultura agar batata-dextrose
(PDA), Kasvi (Sao José dos Pinhais, PR, Brasil), cloranfenicol, Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, EUA), &cido cloridrico e éter de petréleo, Neon
(Suzano, SP, Brasil).

Equipamentos: reator de plasma frio de descarga corona com
barreira dielétrica em geometria cilindrica, fonte de corrente alternada de
alta tensdo (+ 17 kV) e corrente 30 mA foi empregada para gerar o plasma
a 540 W. A fonte de alta tenséo foi ligada a um transformador Variac
ATV-215-MP (220-240V; 60 Hz; 6,3 A; 1-1,5 kVA) que ¢ usado para
controlar a tensdo elétrica entregue ao reator e uma mistura de ar
comprimido e gas argdnio para a formacdo do gas plasmogeénico.
Autoclave, Phoenix (Araraquara, S&o Paulo, Brasil); incubadora
microbioldgica, Quimis (Diadema, SP, Brasil); cabine de fluxo laminar,
Veco (Campinas, SP, Brasil) e Aqua-Lab, modelo 4TE, Decagon Devices
(S&o José dos Campos, SP, Brasil). Determinador de gordura modelo TE-
044, Tecnal (Piracicaba, SP, Brasil), chapa de aquecimento, Cientec (Belo
Horizonte, MG, Brasil) e cromatégrafo a gas, modelo GC-2014
(Shimadzu, Kyoto, Japdo).

Aplicacdo de plasma a frio: 20 g do alimento naturalmente
contaminado (1 x 102 UFC/g) e inoculado com A. flavus (1 x 103 UFC/g)
foram colocados dentro do reator de plasma frio e expostos ao tratamento
por 20 min e 40 min, enguanto as amostras controle ndo receberam
nenhum tratamento (Figura 1). Apds, tanto as amostras tratadas como a
controle passaram pelas analises de carga total fungica, umidade (mc),
aw, extrato etéreo em hidrélise acida (EEHA) e perfil de &cidos graxos.

Carga total fungica: as amostras trituradas foram transferidas
assepticamente para sacos de polietileno onde adicionou-se 4gua peptona
(0,1%), seguida de homogeneizacdo. De cada amostra diluida, as
aliquotas foram inoculadas em superficie de meio de cultura PDA
contendo cloranfenicol (100 mg/l) e espalhadas de forma homogénea,
depois incubadas em estufa microbiol6gica (25 £ 1 ° C, 7 dias) (SILVA
et al., 2010). Apo6s esse periodo, as coldnias desenvolvidas foram
contadas e expressas em unidade formadora de col6nias por g (UFC/g).
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Determinacdo de umidade: mc - foi determinado de acordo com o
método gravimétrico AOAC (2005) (art. 31.1.02). Cada amostra
homogeneizada (2 g) foi colocada em um cadinho de porcelana e seca em
estufa (105°C por 8 horas) até peso constante. O resultado foi determinado
pela média dos resultados individuais e a aw - obtida por medida de
porcgdo de cada amostra (5 g) no aparelho Aqualab (25°C).

Extrato etéreo em hidrélise &cida: o conteddo lipidico foi
determinado pelo método 1443 - Determinacgdo do teor de gordura total
(1SO, 1973). Aproximadamente 5 g da amostra foram colocadas em
béquer Griffin com 80 ml de &cido cloridrico (4N) e colocadas sobre
chapa de aquecimento por 30 min. Apds, a solugdo foi filtrada, e esse
filtro colocado em cartucho onde foi encaixado no aparelho Goldfish, as
amostras ficaram em contato com o éter de petrdleo (1h 30 min), apos, o
cartucho foi suspendido e ficou sobre gotejamento do éter por 30 min
(65°C). O reboiler foi deixado em capela para evaporacdo total do éter e
posteriormente colocado em estufa por 30 min, apds esse tempo o reboiler
com o conteudo lipidico foi pesado.

Perfil de &cidos graxos: a composicdo qualitativa de acidos graxos
foi determinada pela comparagéo dos tempos de retengdo dos picos com
o0s respectivos padrfes de acidos graxos (Sigma, St. Louis, EUA). A
composicdo quantitativa foi obtida por normalizacdo da area e expressa
em porcentagem por massa.

Analise estatistica: os dados obtidos foram analisados por analise
de varidncia (ANOVA) realizados pelo Microsoft Excel, versao 5.0 da
Microsoft Inc. Quando foram observadas diferencas significativas
(p<0,05), as médias de tratamento foram diferenciadas utilizando
comparacdes pareadas aplicando o teste de Tukey.
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Figura 1. Racdo extrusada para cdes no interior do plasma frio em geometria
cilindrica

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Plasma frio na descontaminacao fangica

O PF nos parametros testados foi eficiente para inativar os fungos
presentes no alimento naturalmente contaminado como no alimento
inoculado em todos os tempos testados (p<0,05). Foram observados
também que ndo houve diferenca significativa no mc e aw entre o0s
tratamentos mantendo os pardmetros de umidade, previamente
estabelecidos pela industria, seguros (Tabela 1).

Tabela 1. Contagem total flngica e umidade em alimentos extrusados para cées
submetidos ao plasma frio

Tratamento plasma frio Contagem total® Umidade
Tempo de exposi¢éo (min) (UFC/g) mc®(%) an’

Naturalmente contaminada

0 1x 102 8,346 0,586
20 scd 8,616 0,571
40 SC 8,809 0,562
Inoculada com Aspergillus flavus

0 1x103 8,355 0,598
20 SC 8,458 0,574
40 sC 8,399 0,552

dcontagem flngica total, °contelGdo de umidade; ‘atividade de &agua; “sem
crescimento flngico

Mecanismos sinérgicos como a interacdo quimica entre as espécies
reativas do oxigénio (ROS), nitrogénio (RNS) e a membrana celular,
danos causados pela radiagdo ultravioleta (UV) nas membranas, DNA e
proteinas dos microrganismos, sdo as causas pelas quais o PF inativa os
fungos e outros microrganismos (PHAN et al., 2017).
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O principal ROS de acordo com o estudo de Misra et al. (2016) foi
0 0zbnio (O3), considerado um agente fungicida, causando ruptura celular
e contribuindo para a inativagdo fangica. O grau descontaminante do PF
é afetado pelo tipo e populacdo inicial de microrganismos, 0 meio de
inativacdo, a composi¢do do gas para a geracdo do plasma e sua taxa de
fluxo, bem como estado fisioldgico das células (SONG et al., 2009;
PHAN et al., 2017).

Os parametros utilizados nesse estudo como tempo, mistura dos
gases (oxigénio e argdnio), poténcia (540 W) e corrente alternada, foram
eficientes para descontaminar os dois alimentos (naturalemente
contaminado e inoculado com A. flavus) nos tempos de exposi¢do
testados. Em trabalho similar, Silva et al. (2018) testaram a inativacdo de
alimentos para cées naturalmente contaminadas em trés tipos de reatores
de PF (240 W) durante 10 min, e concluiram que todos os reatores
testados foram capazes de inativar os fungos.

Em superficies de avelds, Dasan et al. (2016) investigaram a
descontaminacdo de A. flavus e A. parasiticus por PF. Reducfes
significativas de 4,50 log (UFC/g) em A. flavus e 4,19 log (UFC/g) em A.
parasiticus foram alcancados ap6s 5 minutos de tratamentos 655 W. Né&o
foram observadas também crescimento na carga de A. flavus e A.
parasiticus durante o armazenamento das avelds tratadas com plasma,
enquanto nas amostras de controle os fungos continuaram a crescer em
condicdes de armazenamento (30 dias a 25°C).

Em barras de cereais de arroz, o PF foi utilizado para inibir o
crescimento de A. flavus. O tratamento foi aplicado na superficie das
barras de cereais com poténcia de 40W e tempo de exposicdo de 20 min,
reduzindo aproximadamente 4 log UFC/g e impedindo também o
crescimento do fungo na superficie das barras por pelo menos 20 dias
(SUHEM et al., 2013).

Os parametros de umidade (mc e aw) ndo foram alterados. Em
estudo com outro método alternativo de descontaminagéo, a 0zonizagéo,
0s tratamentos nos tempos de 30, 60 e 120 min também nao alteraram a
umidade, permanecendo abaixo do maximo recomendado, sendo seguro
para evitar o crescimento fungico (SILVA et al., 2018).

Efeito do plasma frio no conteldo lipidico e no perfil de acidos graxos
O PF alterou o conteudo lipidico das amostras submetidas aos

tratamentos em relacdo a amostra controle. Houve uma diminuigcdo dos
lipideos em todas as amostras tratadas com PF (p<0,05). A respeito do
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perfil qualitativo e quantitativo dos acidos graxos, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos.

Tabela 2. Conteldo lipidico e composi¢do de &cidos graxos em ragéo extrusada
para cdes em diversos tempos de tratamento por plasma frio.
Tempo de exposicéo (min) ao plasma frio

Anélises 0 20 40
média (%) média (%) média (%)
EEHA*
13,298° 12,224° 11,776

Acidos graxos

C14:0 0,157 0,148 0,155
C15:0 - 0,005 0,014
C16:0 3,022 2,915 3,053
C16:01 0,653 0,624 0,578
C18:0 0,663 0,721 0,810
C18:1n9c 4,999 4,520 4,083
C18:2n6¢c 3,082 2,182 2,46
C20:1 - 0,160 0,139
C20:3n6c 0,020 - 0,022
C22:0 0,113 0,097 0,129
C20:5n3c 0,127 0,099 0,089
C22:6n3c 0,092 0,069 0,062
N&o identificados 0,370 0,684 0,182
Total saturado 3,955 3,886 4,161
Total 5,652 5,304 4,800
monoinsaturado

Total polinsaturado 3,321 2,350 2,633
Total trans <0,05 <0,05 <0,05

"EEHA: extrato etéreo em hidrolise acida; ®Médias na mesma linha seguidas de
letras diferentes, diferem significativamente entre si ao nivel de 5%.

O PF é frequentemente considerado um processo que pode levar a
oxidacdo, assim é essencial analisar sua influéncia nos lipidios presentes
nos alimentos. O tempo do tratamento e 0 gas usado para gerar o plasma
sdo considerados os principais fatores criticos que afetam os lipideos
(PANKAJ et al., 2018). Os estudos disponiveis sobre os efeitos do PF nos
lipidios em diferentes produtos alimentares sdo muito limitados, a maioria
refere-se a oxidacdo e peroxidacdo dos lipidios.

Em trabalhos com PF em alimentos avaliando a oxidacao lipidica,
Thirumdas et al. (2014) constataram em nozes a oxida¢do com o0 aumento
da exposicdo ao PF. Isto pode ser porque os radicais sdo capazes de oxidar
moléculas lipidicas (MISRA et al., 2016). Em estudo com arroz marrom,
Thirumdas et al. (2016) observaram que a aplicacdo de plasma néo alterou
a proteina bruta, lipideos, cinzas e carboidratos desse alimento.

A reducdo do conteudo lipidico dos alimentos que passaram pelos
tratamentos de PF foi significativa em relacdo a amostra controle
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(p<0,05). Essa reducdo pode ter sido causada pela agdo oxidativa do ROS,
como o Os, gerado durante a formacdo do plasma. Essa diminuicdo no
contetdo lipidico leva a um desbalanceamento da dieta, ja que esta é
formulada para atender as exigéncias nutricionais do animal.

Além disso, os lipidios desempenham pelo menos trés funcdes em
ragBes para carnivoros e devem ser observadas antes mesmo do inicio da
formulagdo. Eles fornecem energia, acidos graxos essenciais e flavor, este
Gltimo diretamente relacionado ao aroma e paladar do alimento (ZORAN,
2002; FRANGCA et al., 2011). Uma reducdo significativa do contetdo
lipidico, pode interferir nessas fungoes.

Em relacdo ao perfil de &cidos graxos, no presente estudo foi
observado que esses ndo foram afetados pelos tratamentos, ndo havendo
diferenca significativa. Os acidos graxos insaturados estdo em maior
porcentagem, sendo 0s monoinsaturados em maior propor¢do em relacéo
aos polinsaturados. Os &cidos graxos sdo fontes energéticas de
significativa importancia para animais carnivoros, como os cées (CASE
et al., 2000).

Acidos graxos de cadeia longa com duas ou mais insaturacdes ndo
sdo sintetizados por mamiferos, se tornando essenciais para estas
espécies. Entre estes acidos graxos destacam-se 0s precursores dos
Omegas 6 e 3 (6 e n3), 0 acido linoléico (18:2 n6) e o 4cido a-linolénico
(18:3 n3), respectivamente (NRC, 2006).

A acdo do PF nos &cidos graxos também foi estudada por Kim et
al. (2014), a uma poténcia de 200 W, pedacos de carne seca foram
submetidas ao tratamento durante 5 min. Os autores ndo observaram
diferenca significatica na composicdo dos acidos graxos presentes na
carne, corroborando com os resultados encontrados nesse estudo. Em
outro estudo com carne suina, Ulbin-Figlewicz e Jarmoluk (2015),
observaram que ap@s tratamento de 10 min com PF, o periodo de
armazenamento afetou significativamente a proporcéo de acidos graxos
poliinsaturados, com um aumento de cerca de 3% apds 14 dias de
armazenamento refrigerado, enquanto o teor de acidos graxos saturados
estava no mesmo nivel.

4. CONCLUSAO

O tratamento com PF utilizado no presente estudo demonstrou sua
eficacia na descontaminacdo de racdo extrusada para cdes naturalmente
contaminadas e inoculadas com A. flavus, em todos os tempos avaliados.
Os pardmetros e tempos testados ndo alteraram significativamente o
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contetido de umidade, atividade de 4gua e composicéo de acidos graxos,
no entanto, o teor lipidico das racfes expostas ao tratamento por PF
reduziu, independente do tempo testado. De acordo com o presente
estudo, é possivel inferir que o PF teve um efeito positivo na inativacdo
fangica em alimentos para cées e pode ser um procedimento promissor,
no entanto, necessita de uma maior investigacdo em relacdo a diminuigédo
do lipidio do alimento.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O trabalho apresentou dados e informagdes sobre a qualidade e
seguranca bioldgica, assim como métodos alternativos e seguros de
descontaminagio em alimentos extrusados destinados a cdes. E
importante conhecer os aspectos qualitativos dos alimentos fornecidos, ja
que dieta desses animais é baseada em um tipo de alimento, o qual
consumido diariamente amplifica a exposicao a possiveis contaminantes
bioldgicos presentes na dieta.

Apo0s avaliar os principais contaminantes bioldgicos (insetos e
fungos) e o modo de comercializagdo dos alimentos extrusados
comerciais, verificou-se que a venda a granel, habito comum no Brasil,
contribuem para 0 aumento da presenca de vetores, como roedores e
insetos, além de receberem maior umidade do ambiente favorecendo a
presenca de fungos. A falta de legislacdo para esses contaminantes,
dificulta a fiscalizacdo desse tipo de venda.

O tratamento com gas Oz mostrou sua eficacia sobre esporos de A.
flavus nas condigoes de 40 ¢ 60 umol/mol por 120 min. Os parametros de
umidade antes e ap6s o0s tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles, mantendo os alimentos dentro dos parametros
seguros estabelecidos pela indUstria para evitar o crescimento de fungos.
O mesmo ocorreu com a estabilidade lipidica. De acordo com o presente
estudo, é possivel inferir que o gas Os teve um efeito positivo na
inativacdo de A. flavus em alimentos de cées e pode ser um procedimento
promissor, com potenciais aplicacdes na area de venda de alimentos.

Em segundo momento, a descontaminacdo por plasma a frio in
vitro e in vivo (alimento extrusado) mostrou ser um método eficaz nas
cepas flngicas de A. flavus, F. graminearium e P. citrinum. Nas pesquisas
in vitro, o plasma a frio foi testado para avaliar o mecanismo de a¢do deste
descontaminante frente aos principais fungos toxigénicos contaminantes
de alimentos para cdes. Entre as espécies testadas, A. flavus e F.
graminearum foram os mais sensiveis ao tratamento na poténcia de 240W
com corrente alternada por 10 min de exposicao, os quais foram inibidos
completamente. J& P. citrinum foi mais resistente, precisando de 20 min
de exposicdo para a inibicdo completa. Em adigdo, foram observadas
alteracdes morfolégicas na estrutura de todos os fungos. Foram
observados também a producdo de ROS nas hifas fingicas, o que ja
poderia ser esperado devido a forte acdo oxidante do gas Os, gerado na
formacéo do plasma a frio.

No estudo com o alimento extrusado naturalmente contaminado e
inoculado com A. flavus, o plasma a frio também se mostrou eficiente
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para a descontaminacéao, nos tempos de 20 e 40 min de exposi¢do a uma
poténcia de 540 W., no entanto o contetdo lipidico foi alterado por ambos
tratamentos.

Neste caso, a aplicacdo do PF pode ser ajustada com o intuito de
usar uma menor poténcia e menor tempo para evitar a alteracdo no
conteldo lipidico e ao mesmo tempo manter a sua agéo antiflngica nos
alimentos extrusados.

Estas duas tecnologias séo alternativas eficazes que podem evitar
a contaminagdo desses alimentos, sendo reconhecidas como métodos
seguros e sem deixar residuo no alimento e ambiente.





