UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ANALISE DE ATIVIDADE DE AGUA EM ALIMENTOS ARMAZENADOS NO
INTERIOR DE GRANJAS DE INTEGRACAO AViCOLA

Dissertacio de Mestrado

Denise Marques Garcia

PORTO ALEGRE
2004



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ANALISE DE ATIVIDADE DE AGUA EM ALIMENTOS ARMAZENADOS NO
INTERIOR DE GRANJAS DE INTEGRACAO AVICOLA

AUTORA: Denise Marques Garcia

Dissertacdo apresentada como requisito
para a obtengdo do grau de Mestre em
Ciéncias Veterindrias na Area de
Sanidade Avicola do Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Veterinarias da
UFRGS.

Orientador: Carlos Tadeu Pippi Salle

PORTO ALEGRE
2004



AUTORA: DENISE MARQUES GARCIA

TITULO DO TRABALHO: ANALISE DE ATIVIDADE DE AGUA EM
ALIMENTOS ARMAZENADOS NO INTERIOR DE GRANJAS DE
INTEGRACAO AVICOLA

APROVADA EM 22/03/2004.

APROVADA POR
CARLOS TADEU PIPPI SALLE

Orientador e membro da Comissao

CACIANO ZAPATA

Prof. Dr. Membro da Comissao

LUCIANA RUSCHEL

Prof. Dr. Membro da Comissao

ANTONIO MARIO PENZ JUNIOR

Prof. Dr. Membro da Comissao



A Deus, aos meus pais, irma, avo e
meu namorado Henrique

pelo amor, apoio e compreeensao.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterindria,
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias, pela oportunidade e incentivo

a pesquisa.
Ao CNPq, pelo apoio financeiro.

Ao professor Carlos Tadeu Pippi Salle, pela amizade, orientacdo e confianca
depositada, desde o periodo de graduacdo e que foram imprescindiveis para auxiliar

na escolha pela drea profissional e pelo Mestrado.

Ao professor Ari Bernardes in memoriam, pelo exemplo de profissional e

conduta humana.

Aos professores do CDPA, Hamilton Luiz de Souza Moraes, Claudio Wageck

Canal e Viadimir Pinheiro do Nascimento pela convivéncia e aprendizado.
A professora Dra. Vera Beatriz Wald, pela amizade, paciéncia e orientacdo.

Aos colegas do CDPA, em especial a Rosecler Alves Pereira, Lucas Brunelli
de Moraes, Mariangela Algayer e Obiratid Rodrigues pela amizade, maravilhosas

rodas de mate e auxilio na concretizacdo desta etapa profissional.

Aos demais colegas do CDPA, funcionadrios, estagidrios, mestrandos e
doutorandos que me auxiliaram em alguma tarefa do experimento e amizade durante

o periodo de trabalho.

E a todos que de alguma forma auxiliaram para a realizagdo desta etapa

profissional, meus agradecimentos.



“Se os senhores da Guerra mateassem
ao pé do fogo deixando o ddio pra tras,
antes de lavar a erva

o mundo estaria em paz.”

Silvio Genro



RESUMO

Na avicultura algumas integracdes tém a pratica de estocar as dietas por varios
dias dentro da granja e muitas vezes, essas sdo submetidas a condi¢des inadequadas de
armazenamento. Os dados relacionados aos fatores ambientais, especialmente
temperatura e umidade relativa do ambiente, tempo de estocagem e principalmente
atividade de agua (ay) do alimento, sdo fatores importantes que influenciam o
crescimento fungico e producdo de micotoxinas no substrato, tornando-se importantes
para o estabelecimento de um programa de prevencao e controle deste agente (ORRIS,
1999). Este trabalho objetivou analisar a atividade de agua em dietas animais para
verificar o potencial de crescimento fungico e a forma de armazenamento do produto.
Desta forma, foi estudada a atividade de agua da dieta comercial de empresa de
integracao avicola no Rio Grande do Sul, antes da entrega ao criador e no ultimo dia de
armazenamento, nas diferentes estagdes do ano. Assim, buscou-se contribuir para a
verificagdo das condigdes de conservacdo do alimento e dos possiveis riscos de
contamina¢do, contribuindo para a prevencdo de fungos e toxinas de importancia
avicola e com reflexos na saude publica, avaliando o potencial de crescimento de
microrganismos no alimento, com a possibilidade de se fornecer uma ferramenta de
monitoramento das ragdes armazenadas, dentro de um programa com critérios
fundamentados de prevencdo e controle. Também foi determinada a umidade e a
isoterma de adsor¢do destes alimentos, para auxiliar na compreensao sobre a forma de
armazenamento. Pelos resultados encontrados ficou confirmado o aumento da atividade
de dgua apos o periodo de armazenamento da dieta, correspondendo ao valor de 0.681
de a, na fabrica e 0.693 de a,, na granja. No entanto, os valores de atividade de agua
ndo estavam inseridos nos limites minimos de crescimento fungico (0.78 de ay) e
producdo de aflatoxinas (0.86 de ay,). Houve correlagdo linear positiva entre atividade
de dgua e umidade da racdo, tanto na fabrica quanto na granja. A isoterma de adsor¢ao
apresentou aumento da umidade com o aumento da atividade de agua. Nao houve
correlacdo entre atividade de agua e ppb de aflatoxina encontrados nas dietas.



ABSTRACT

In some poultry industry, diets remain stored for days in the farm and, many
times, it is subjected to inappropriate storage conditions. The information related to the
environmental conditions, especially temperature and environment relative humidity,
storage time and, mainly, food water activity (ay) are important agents that influence
fungal growth and mycotoxins production on the substratum, becoming important to the
establishment of a program to prevent and control this agent (ORRIS, 1999).This
researchwork had as it principal objective to analyze the water activity to verify the
potential of fungal growth and the way that the product is stored. In this way, it was
studied the water activity of commercial diet in a company of the poultry integration in
the state of Rio Grande do Sul, Brazil, before the delivery at the farm and the last day of
storage, in different seasons. For this reason, this assignment sought to verify the
conditions of food preserving and possible risks of contaminations, serving as
preservation of fungi and toxins of avian importance and with reflexes in public health,
evaluating the potential of microorganisms growth on it, with the possibility of
supplying a toll to monitor the stored diet, inserted in a wide program, with criteria of
prevention and control. It was determined the humidity and the adsorption isotherm of
this feed to assist in the compreension about the way this feed is stored. For the results it
was confirmed the increase on water activity after the period of feed storage,
corresponding at 0,681 a,, before the delivery at the farm and 0,693 a,, the last day of
storage at the farm. However, the values of water activity were not inserted on the
minimum limits of fungal growth (0,780 a,,) and aflatoxins production (0,86 ay). There
was a positive linear correlation between the water activity and the humidity of the diet,
both at the fact view and at the farm. The adsorption isotherm presented an increase in
humidity, with the increase in water activity. There wasn’t correlation between the
water activity and ppb of aflatoxin meet in diets.
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1 INTRODUCAO

A avicultura ¢ o sistema de produg¢do animal que mais cresceu no pais nas
ultimas décadas. O grande avango nesta area estd sustentado por uma estrutura de
agregacao tecnologica, nas areas de sanidade, genética, nutricdo e manejo. Além disso,
a avicultura assume uma importancia social, pela capacidade de viabilizar as pequenas
propriedades agricolas, fixando o pequeno produtor no campo. Outra grande
importancia ¢ o fornecimento de proteina animal de excelente qualidade e de baixo
custo. Alguns dados fornecidos pela Associacdo Gaucha de Avicultura (ASGAV)
referentes aos dados dos anos de 2002 e 2003 demonstram a importancia deste setor
para o Estado do Rio Grande do Sul, sendo o segundo maior exportador de carne de
frango desde 2002 ¢ o terceiro maior produtor do pais, dispondo de uma estrutura que
atualmente tem 16 frigorificos com Inspecao Federal, 05 frigorificos com Inspegao
Estadual, 28 produtores de ovos associados, 120 mini e pequenos produtores de ovos,
09 incubatorios independentes e 11 associados fornecedores para a avicultura. Toda a
estrutura que envolve a avicultura € responsavel por 45.000 empregos diretos e 800.000
empregos indiretos. A producdo avicola ¢ feita por 8500 produtores integrados, com
média de 10 hectares por propriedade, tendo um plantel permanente de 60.000.000 de
pintos de corte. Também dispde de 25.000.000 de avds/matrizes e poedeiras comerciais,
sendo abatidas 602.000.000 de aves por ano, gerando uma producao anual de 1.000.000
toneladas de carne.

Na parte de insumos, o setor avicola do Rio Grande do Sul apresenta o consumo
de 2.350 milhdes de toneladas de milho, 800 mil toneladas de farelo de soja e estes
ingredientes constituem, respectivamente, as principais fontes de energia e proteina
utilizadas como matéria prima na producao de dietas para a alimentacao animal.

Com o grande desenvolvimento deste setor, ¢ necessario um intenso controle
sanitario nos plantéis avicolas, visando prevenir patdogenos que comprometam a saude
animal e com importancia na area de saude publica, como no caso das micotoxinas.

A ocorréncia de micotoxicose ¢ um dos grandes problemas encontrados na
avicultura mundial e, segundo o documento da 3" Conferéncia Internacional sobre
Micotoxina de 1999, pelo menos 25% dos cultivos alimentares em todo o mundo estdo
contaminados por micotoxinas. De acordo com os resultados de andlises produzidas

pelo Laboratorio de Micotoxicologia, da Universidade Federal de Santa Maria do Rio



Grande do Sul, acima de 40% do milho produzido no Brasil possui contaminacdo por
aflatoxina (SANTOS, 2002).

Além dos efeitos nocivos as aves, a aflatoxicose tem causado preocupagdo em
termos de saude publica, pelos efeitos provocados as dietas contaminadas sobre o
organismo das aves e a possibilidade de transmissao de residuos toxicos na alimentagdo
humana, resultando em potente risco a saude, especialmente associado ao cancer
humano (DALVI E MCGOWAN, 1984).

Enormes prejuizos econdmicos sdo decorrentes da utilizagdo de alimentos
contaminados por estas substancias toxicas, em particular as aflatoxinas, sendo capazes
de prejudicar praticamente todos os parametros de produgdo, ocasionar
imunossupressdo e alterar o mecanismo de coagulacdo sanguinea da ave (HOERR,
1991).

Em um mercado altamente competitivo, ¢ uma questdo de sobrevivéncia a
avicultura brasileira, a minimizacao dos custos, o diagndstico dos riscos e controle dos
pontos criticos ao longo de todo o processo de fabricagdo das dietas, a fim de obter uma
otima eficiéncia das aves, que irdo transformar estas dietas em um produto final. Para
atingir este objetivo ¢ necessario, além de uma formulacdo adequada, conhecer a
qualidade da matéria prima, tendo o controle completo dos processos de fabricagdo e
armazenagem na fabrica, embalagem, transporte para a granja até a dieta chegar ao
comedouro e ser ingerida pela ave.

No Brasil, por apresentar um clima tropical umido, especialmente na regido sul,
que apresenta um clima subtropical, ha um favorecimento ao desenvolvimento fingico e
producdo de micotoxinas nas matérias primas e dietas animais, especialmente o milho,
que ¢ um importante ingrediente utilizado na elaboracdo das dietas e que pode
contaminar-se em diversas fases de produ¢ao, desde a lavoura até a granja.

Na avicultura em algumas integragdes, as dietas permanecem estocadas por
varios dias dentro da granja e, muitas vezes, essas sdao submetidas a condig¢des
inadequadas de armazenamento. Os dados relacionados aos fatores ambientais,
especialmente temperatura e umidade relativa do ambiente, tempo de estocagem e
principalmente, atividade de agua do alimento, sdo fatores importantes que influenciam
o crescimento fingico e producdo de micotoxinas no substrato, tornando-se importantes
para o estabelecimento de um programa de prevencao e controle deste agente (ORRIS,

1999).



Na literatura ndo foram encontrados trabalhos cientificos determinando o valor
da atividade de agua das dietas avicolas e se este valor encontra-se dentro do limite
minimo ao crescimento de fungos produtores de aflatoxina. Também ndo ha citagdes
que esclarecam se hd aumento da atividade de agua na dieta apds o seu periodo de
armazenamento. Por esta razdo, este trabalho buscou analisar a atividade de dgua em
dietas e as condi¢cdes ambientais de temperatura e umidade relativa no interior dos
aviarios, para verificar o potencial de crescimento fingico e a forma de armazenamento
do produto. Assim, o trabalho teve por objetivo estudar a atividade de agua da dieta
comercial de empresa de integragdo, antes da entrega ao avicultor e no ultimo dia de
armazenamento, nas diferentes estagdes do ano, contribuindo para verificar as condigdes
de conservacao do alimento, tempo de estocagem e os possiveis riscos de contaminacao.
Desta forma, também foi o objetivo avaliar os pontos criticos de controle no
armazenamento da dieta no interior da granja, servindo como prevengdo e controle dos
fungos e toxinas de importancia avicola e com reflexos na saude publica.

Também foi importante validar esta técnica como teste de triagem no
laboratorio, avaliando o possivel potencial de crescimento de microrganismos no
alimento, com a possibilidade de se fornecer uma ferramenta de monitoramento das
dietas armazenadas, dentro de um programa com critérios fundamentados de prevengao
e controle. Outra atividade inclusa nesta pesquisa observacional foi a determinagdo da
isoterma de adsor¢do destes alimentos, para auxiliar na compreensdo sobre a forma de

armazenamento.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Atividade de Agua

A 4gua presente nos alimentos pode apresentar-se na forma de molécula livre ou
ligada ao substrato. A atividade de agua (ay) ¢ um dos fatores intrinsicos dos alimentos
e ¢ uma medida qualitativa que possibilita avaliar a disponibilidade de 4gua livre que ¢
suscetivel a diversas reacgdes, ao passo que o teor de umidade ¢ uma medida meramente
quantitativa, medindo o percentual em peso, de toda agua presente no alimento, tanto
livre quanto ligada (SCOTT, 1957).

Nesses termos, a quantidade de agua livre que ndo se encontra comprometida
com as moléculas constituintes do produto, estd disponivel para as reacdes fisicas,
quimicas e biologicas (WELTI e VERGARA, 1997), tornando-se o principal
responsavel pela deterioragdo dos alimentos. A agua ligada interage diretamente com as
moléculas constituintes do alimento, ndo podendo ser removida ou utilizada para
qualquer tipo de reacdo. No caso de um substrato que apresente baixa atividade de agua,
ha interrup¢do do metabolismo dos microrganismos presentes, inibindo o seu
desenvolvimento ou reprodugdo.

O principio da atividade de dgua consiste na a,, ¢ a pressdo parcial de agua na
amostra (P) ou a pressao de vapor da solucdo (soluto+solvente), sobre a pressao de
vapor na agua pura (solvente), em temperatura constante (P°), ambos a mesma
temperatura. (SCOTT, 1957). Em temperatura constante, existe uma relag@o entre a,, de
um alimento e a umidade relativa de equilibrio (URE) do ar (expresso em porcentagem)
no ambiente fechado em que se encontra e, portanto ¢ sempre cem vezes maior que o
valor de ay, (ay, = ERH/100).

A atividade de 4gua ou URH ¢ um dos parametros mais importantes na
conservagao de alimentos, tanto no aspecto bioldgico como nas transformagdes fisicas.
Dessa forma, podem ser previstas reacdoes de oxidagdo lipidica, escurecimento nao
enzimatico, atividade enzimadtica, desenvolvimento de microrganismos, assim como o
comportamento de misturas de alimentos com diferentes valores de atividade de agua e
sistemas de embalagens (NETO, 1976).

Na literatura ¢ utilizado tanto o termo umidade quanto atividade de dgua, para se



referir a quantidade de agua presente no alimento (WELTI, 1997), sendo freqiiente
pensar que a maior estabilidade do alimento estd no controle de umidade minima. No
entanto, segundo Rockland e Nishi apud Welti (1997), a questdo citada anteriormente
pode ser aplicavel a uma grande quantidade de produtos. Entretanto, porém em outros,
tem sido observado que hd um intervalo 6timo de umidade, ndo sendo necessariamente
associado com niveis minimos.

O contetido de umidade pode ser utilizado com fator indicativo de propensdo a
deterioragdo ou contaminagdo do alimento. Entretanto, tem sido observado que
diferentes alimentos com o mesmo conteudo de umidade podem apresentar diferencas
na estabilidade. Assim, o valor da umidade ¢ insuficiente para indicar a perecibilidade
do produto, ja que ndo leva em conta a interagdo da 4gua com outros componentes do
alimento (WELTI, 1997).

Desde a introdug¢ao do conceito de atividade de dgua, ha mais de 40 anos, este
tem sido amplamente utilizado na preservacao de alimentos, servindo para melhorar os
processos e elaborar novos produtos (WELTI, 1997). Também tem sido utilizado em
estudos da avaliacdo fisioldgica dos principais microrganismos, correlacionando com o
potencial de crescimento ¢ a atividade metabodlica destes (GOULD, 1985).

Segundo Troller e Scott (1992), a atividade de agua afeta os atributos e as
caracteristicas dos alimentos e € utilizada no controle dos fatores estabilizantes, como as
reacdes enzimdticas e ndo enzimadticas, a oxidacdo lipidica e como pardmetro de
crescimento microbiologico, demonstrado na Figura 1 (VAN DEN BERG; BRUIN,
1981). Segundo estes autores, os microrganismos podem ser categorizados com respeito
a sua capacidade de crescimento e producdo de metabolitos, devido as condigdes

limitadas de atividade de 4gua.



Figura 1 — Taxas generalizadas de reac¢oes de deterioracdo em alimentos em funcio
da atividade de agua em temperatura ambiente (VAN DEN BERG; BRUIN, 1981).

A diminui¢do da ay nos alimentos ¢ utilizada nas industrias, para a manutengao
da qualidade do produto, promovendo o melhor aproveitamento das matérias primas e
como parametro de controle microbiano (TROLLER, 1987). Realiza-se esta diminui¢ao
ao baixar a temperatura, ao adicionar solutos ¢ utilizar os métodos de vaporizagao,
cristalizacdo, extragao com solventes e sublimac¢do. Segundo Chirife e Bueira apud
Welti (1997), a industria de alimentos esta utilizando a atividade de 4gua para predizer a
estabilidade de alimentos que contenham uma quantidade apreciavel de agua, visando o
controle microbioldgico dos alimentos concentrados € semi-imidos.

O valor de a,, tem grande importancia na area de tecnologia de alimentos,
permitindo avaliar a suscetibilidade de deterioragdo dos alimentos e, consequentemente,
a vida de prateleira do produto. A atividade de 4gua esta relacionada com o contetido de
umidade do alimento, a temperatura constante, por meio de isoterma de sorcao
(LABUZA apud WELTI, 1997). O conhecimento preciso dos valores de atividade de
agua e das isotermas de sorcdo dos alimentos ¢ de grande importancia, por estar
relacionado com a estabilidade dos alimentos. Este conhecimento indica as condigdes
nas quais os produtos alimenticios devem estar armazenados para aumentar a vida util e
servir como parametro de controle, durante o processamento dos alimentos, ja que cada
alimento tem um valor 6timo de atividade de 4gua onde as reagdes de deterioracao,
sejam do tipo microbioldgico, enzimatico ou quimico, sdo minimizadas.

As isotermas de sor¢do sdo representagdes graficas ou analiticas de pressao



parcial de um componente, em equilibrio com a sua concentracdo em um solido, a
temperatura constante, representando a umidade em fungdo da atividade de agua
(SCOTT, 1957). Em geral, o método mais simples para ser obtida a isoterma de sor¢ao
de umidade de um alimento é submete-lo a ambientes com umidade relativa controlada,
a temperatura constante. Periodicamente, a medida do aumento ou a diminui¢do do peso
¢ feita até atingir o equilibrio. As caracteristicas da isoterma de sor¢ao sao aplicadas nos
alimentos, influenciando todos os aspectos do processo de secagem e estabilidade
durante a estocagem dos produtos (LABUZA et al., 1970). No caso das dietas de
origem animal, elas s3o classificadas como alimentos semi-umidos (atividade de agua
acima de 0,6) e apresentam curvas de isoterma do tipo sigmoidal ou tipo Il (LABUZA e
BELL, 2000).

Outra possibilidade da analise de atividade de 4gua ¢ permitir uma avaliagdo do
crescimento de microorganismos. A analise de atividade de dgua ja vem sendo aplicada
na avicultura, no controle de patégenos como Salmonella sp. (OPARA et al., 1992),
(MATTICCK et al., 2001), (HAYES et al., 2000), S. Enteritidis e S. Typhimurium
(HIMATHONGKHAM et al., 1999), Campylobacter sp. e E.coli (Industry Summary,
2002). Recentes trabalhos vém sendo elaborados no controle de Aspergillus flavus
através da atividade antifingica (trans-2-hexagonal), considerando a atividade de agua
como importante fator (GARDINI et al., 2001). Também tem sido investigado o
potencial de formagao de toxinas como fumonisinas, em diferentes valores de atividade
de 4gua, determinados pelo aparelho Thermoconstanter Novasina TH 200 (MARIN et
al., 1999), sendo este 0 mesmo equipamento que foi utilizado na dissertagao.

Beauchat (1981) comenta sobre a influéncia da atividade de agua na estabilidade
microbiana. Segundo Bell e Labuza (1992), para muitos alimentos o crescimento
microbiano é prevenido com atividade de agua entre 0,6-0,7. A Tabela 1, demonstra a

ay minima para o crescimento de diversos microrganismos e produgdo de toxinas.



Tabela 1 - Valores minimos de atividade de agua (aw) para o crescimento e
producao de toxina de patégenos de importancia alimentar.

Microrganismos aw para crescimento aw para produgdo de toxinas
Clostridium botulinum (tipo E) 0,95-0,97 0,97

Clostridium botulinum (tipo A) 0,93-0,95 0,94-0,95

Clostridium perfringens 0,93-0,95

Salmonella sp. 0,92-0,95

Staphylococcus aureus 0,86 0,87-0,90 (enterotoxina A)
P. veridicatum 0,83 0,83-0,86 (ocratoxina A)
A. parasiticus 0,82 0,87

Penicilliumm cyclopium 0,81- 0,85 0,87-0,90(ocratoxina)

A. flavus 0,78-0,80 0,83-0,87 (aflatoxina)

A. ochraceus 0,77-0,83 0,83-0,87 (ocratoxina A)
Bactérias halofilicas 0,75

Bolores xerofilicos 0,65

Fungos osmofilicos 0,60

Fonte: adaptado por Beauchat, 1981.

A andlise de atividade de agua fornece valores que permitem maior controle de
microrganismos na matéria-prima e produtos industrializados de origem animal,
especialmente os agentes que assumem importancia em termos de saude publica como
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., fungos toxigénicos,
dentre outros. Cada microrganismo tem um valor 6timo de a,, onde se verificard o
crescimento e a producao de toxinas.

O comportamento microbiano frente a a,, quanto a disponibilidade de agua livre
¢ extremamente varidvel, sendo as bactérias mais exigentes, em relagdo aos fungos e as
leveduras. Os substratos com teor de atividade de 4dgua inferior a 0,6 estdo dificilmente
propicios ao crescimento microbiano e, a partir de 0,65, inicia a proliferacdo de
microrganismos especificos, sendo que até 0,75, somente algumas bactérias haldfitas,
leveduras e fungos xerofilicos podem se desenvolver. Segundo Gock et al. (2003), que
estudaram o efeito da ay, do pH e da temperatura de germinagdo e crescimento de
alguns fungos xerofilicos, o valor minimo de a,, para a germinacao ¢ de 0,7.

Diante dos valores apresentados na Tabela 1, ¢ possivel generalizar que a ay
menor que 0,90 inibe usualmente o crescimento da maioria das bactérias patogénicas,

com exce¢do do S. aureus que pode crescer a 0,86 a,, em condi¢cdes de aerobiose. A



contaminagdo por fungos ocorre em ampla faixa de crescimento, sendo capazes de
tolerar niveis de a, mais reduzidos, se comparados aos das bactérias. Para os
microrganismos a a,, minima para o seu crescimento ¢ menor ou igual que a a,, minima
para a producdo de toxina, sendo que na maioria dos agentes, a produg¢do de toxinas
ocorre dentro de valores de a,, consideravelmente maiores que os requeridos para o
crescimento, especialmente no caso dos fungos promotores de micotoxinas.
(ALZAMORA, 1984).

Existem diversas técnicas de determinagdo da a,,. Entretanto, todos os métodos
empregados requerem fontes padrdes de referéncia de pressdo de vapor na faixa de
interesse, para a calibragdo dos equipamentos. Utilizam-se solucdes saturadas de sais,
com ay, na faixa de 0,1 até 1,0 e o método pode ser direto ou indireto. O método indireto
utiliza o Higrometro Eletronico de fibra e fundamenta-se na capacidade que a lamina
higroscopica de cloreto de litio tem de alterar sua resisténcia elétrica ou condutancia,
pela mudanca de umidade relativa, no espago porta-amostra. Essa mudanga de
resisténcia ¢ medida em termos de corrente elétrica, que atravessa o sensor, conectado
ao potenciometro, com uma escala calibrada em func¢do da a,, (LEISTNER e RODEL,
1975). Dentre estes medidores destaca-se o equipamento Novasina Thermoconstanter
Humitat, de fabricacdo suica (FIGURA 2). Este aparelho, quando convenientemente
calibrado com sais, proporciona medidas precisas, respondendo rapidamente as
mudangas de umidade relativa (TROLLER e CHRISTIAN, 1978). O tempo de
equilibrio ¢ em torno de 30 minutos e tem sido recomendado para medigdes da atividade

de 4gua em alimentos ( PRIOR, 1979).



Figura 2 — Higrometro eletronico Novasina Thermoconstant Humitat

2.2 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios téxicos, produzidos por algumas
espécies de fungos e capazes de produzir efeitos toxicos em animais € no homem,
dependendo dos niveis de consumo (GOZALEZ apud BULLERMANN, 1979). A
formag¢dao do metabodlito estd sujeita ao controle fisiologico, que responde a fatores
ambientais. Ha muitas evidéncias que afirmam que na regulacdo fingica, o metabolismo
secundario tem menor prioridade que o crescimento (VINING, 1990). Este autor citou
que quando um meio de cultura ¢ rico em nutrientes balanceados, os microrganismos
ndo realizam o metabolismo secundério ou tém o potencial reduzido.

Atualmente, cerca de 300 micotoxinas ja foram isoladas. Contudo, as toxinas
mais estudadas, e que comprovadamente tém propriedades toxicas acentuadas, estando
largamente distribuidas nos alimentos sdo as toxinas do ergot, aflatoxinas, zearalenona,
tricotecenos, fumonisinas, patulinas, rubrotoxinas, esporodesminas e 4acido
ciclopiazonico (SCUSSEL, 1998). O autor comenta que em um Workshop realizado na

Italia, em 1996, (Mycotoxins and Ficotoxins), foram citadas as cinco principais



micotoxinas e, dentre elas, destacava-se a aflatoxina.

As principais condi¢cdes que favorecem o desenvolvimento dos fungos no
armazenamento sdo os fatores intrinsicos e extrinsicos, que influenciam o crescimento
fingico e a produ¢do de micotoxinas no substrato (ORRIS, 1999). Segundo este autor
em documento da FAO, os fatores intrinsicos incluem atividade de 4gua (acima de 0,7
ay), pH, potencial redox, umidade do grao (acima de 13%), periodo de armazenamento,
grau de contaminacgdo, etc. Os fatores extrinsicos envolvem umidade relativa do
ambiente, temperatura (6tima 25-30° C) e disponibilidade de oxigénio. Alguns autores
acrescentam outros fatores que podem influenciar na produg¢do de micotoxinas, como
composi¢do do substrato, competicdo microbiana, danos causados por insetos e
linhagem do fungo contaminante da planta (BULLERMAN et al., 1984) (FRISVAD e
SANSON, 1992).

Os cereais podem se contaminar por micotoxinas antes ¢ durante o periodo de
colheita, secagem e estocagem (CAST, 1989) e a ocorréncia de aflatoxinas ¢ alta em
comodities como no caso do milho.

Lillehoj (1973) verificou que os niveis de umidade encontrados nas dietas dos
animais sdo propicios para o crescimento de fungos e producdo de micotoxinas. Os
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium foram classificados pelo autor, como
fungos que crescem na estocagem dos grdos. Ele também indicou que a produgdo
maxima de aflatoxina desenvolve-se em temperaturas de 24 — 25 °C e umidade do
alimento acima de 15%.

De acordo com Pollio et al. (1984), ¢ mais seguro analisar o valor de a,, do grao
ao ser armazenado do que o seu teor de umidade, sob o ponto de vista do controle ao
desenvolvimento fungico.

Os fungos toxigénicos sdo relativamente comuns e podem germinar, crescer e
elaborar suas toxinas em uma grande quantidade de substratos, quando a umidade
relativa, a temperatura e a aeracdo sdo favoraveis (PIER, 1973). Quando os fatores
ambientais como a temperatura, se desviam dos pontos 6timos, diminui a resisténcia do
organismo frente a a,, aumentando o valor da a, minima para o crescimento
(ALZAMORA, 1984).

Nos alimentos que oferecem adequado substrato aos fungos, o crescimento do
micélio e a produgdo de aflatoxinas sdo controlados, primariamente, pela temperatura e
pela atividade de agua (MOLINA e GIANNUZZI, 2002). Nas trés fases de crescimento

fingico, envolvendo germinagao, crescimento e esporulacdo, a determinagdo de ay, € a



temperatura tornam-se de grande importancia no estudo destes fungos e na habilidade
de formacao de micotoxinas (VUJANOVIC et al., 2001). Estes mesmos autores citaram
que os Aspergillus nidulans, A. niger e A. ochraceus dependem mais da temperatura do
que da atividade de dgua para a esporulagdo. No caso do 4. flavus e do A. versiculor, a
ocorréncia da esporulacdo ¢ dependente das variagdes de temperatura e de ay,. Tsai et al.
(1999) afirmaram que a ay, além de influenciar o crescimento fungico e a producao de
aflatoxinas, também ¢ responsavel pela sua degrada¢do. Também relatam que a maior
producdo de aflatoxinas no milho ocorreu em 0,92 a,, comparando com a,, maiores que
foram testadas.

Segundo a FAO (1997), os fatores primarios que influenciam o crescimento
fingico em produtos alimentares estocados sdo a temperatura e a atividade de agua. Na
pratica, em paises tropicais, a temperatura ¢ adequada ao crescimento fingico, entdo a
atividade de 4gua torna-se o fator primario determinante a invasdo e ao crescimento
fangico. Esta mesma organizagdo preconiza a prevengao e controle de micotoxinas em
graos armazenados através da atividade de 4gua e, por isso, a manutencdao do valor de
0,7 ay no grao ¢ uma técnica efetivamente utilizada no mundo para o controle fingico e
producao de micotoxinas e preconizada pelo Codex alimentarius (2000).

Em trabalho realizado sobre a producao de aflatoxinas em dietas armazenadas no
interior de aviarios no Rio Grande do Sul, os resultados demonstraram que hé forte
tendéncia de producdo de aflatoxinas ap6s o armazenamento. A produgdo de aflatoxinas
varia de 16 a 143%, dependendo do tempo de armazenamento das dietas e da estagao do
ano (SALLE et al., 1995).

Nos aviarios, a dieta com maior incidéncia de aflatoxinas ¢ a do tipo inicial, pelo
maior periodo de estocagem (LORENZINI, 1997). Este mesmo autor sugeriu que a
monitoria dos programas de prevencao e controle de aflatoxina inicie pela deteccdo da
toxina no organismo das aves e nas fontes potenciais de ingestao.

Em vista dos riscos que as condigdes inadequadas de armazenamento dos
alimentos representam a saide dos animais, e dos danos que elas acarretam,
principalmente pelo crescimento fingico e pela produgdo de micotoxinas, varios paises
se viram obrigados a empreender atividades de prevengdo e controle. Devido a grande
importancia na area de satde publica (IARC, 1993), pelos efeitos carcinogénicos, 0
controle das micotoxinas possivelmente constard nas exigéncias internacionais,
incluidas nas barreiras sanitarias impostas pelos paises importadores de produtos de

origem animal, especialmente no setor avicola.



FAO (1999) implementou um programa de controle de micotoxinas baseado no
sistema de andlise de perigo e pontos criticos de controle (APPCC). Este ¢ um
instrumento preventivo, tendo o controle verdadeiro sobre a seguridade dos alimentos. E
um sistema de controle de inocuidade dos alimentos, baseado na determinagdo e na
evolucdo sistematica dos perigos ¢ na defini¢do dos meios de controla-los. Dentre os
principios basicos, ha o estabelecimento dos limites criticos para todos os pontos de
controle. Segundo Benitez (2002), com o desenvolvimento efetivo do conceito APPCC
no manejo integrado das micotoxinas, ¢ prioritario considerar os fatores como clima,
sistema agronomico, técnicas de pré e pos-secagem. Além disso, o programa de controle
de micotoxinas que utiliza o conceito de APPCC deve minimizar os niveis de
micotoxinas em cada fase da producdo. Exemplos de técnicas de controle incluem a
mensurac¢ao da temperatura, do pH, da umidade e da atividade de agua.

Dentro do conceito de APPCC, comentado por Benitez (2002), uma das etapas
de maior controle deve ocorrer no campo, em que ocorre a contaminagao primaria por
micotoxinas e que estd determinada pelas seguintes condigdes: temperatura do
ambiente, niveis de precipitacdo, umidade relativa, niveis de agua livre disponivel do
produto (atividade de 4gua), dentre outras.

Desta forma, pretende-se utilizar a analise de atividade de agua, como o fator
primdrio ao crescimento fingico em alimentos armazenados. Esta analise serd aplicada
em amostras de dietas armazenadas em granjas avicolas, associada a medida da
temperatura e da umidade relativa do ambiente onde o alimento estard exposto. Com os
resultados serdo determinados valores que serdo utilizados como parametros para
determinar as condig¢des do sistema de armazenamento e para verificar o potencial de
crescimento fungico.

Esta técnica podera ser incluida na avaliacdo de pontos criticos de controle no
armazenamento do alimento, servindo como prevencao e controle dos fungos e toxinas

de importancia avicola e com reflexos na saude publica.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Integracio e criadores

Uma integragdo avicola do Estado do Rio Grande do Sul participou deste
experimento, envolvendo 20 integrados. Foram coletadas amostras de dietas comerciais,
da fase inicial, farelada, de frango de corte, procedentes da fabrica e do ultimo dia de

estocagem do alimento nas granjas.

3.2 Armazenagem do alimento

A integracdo avicola possui um sistema de armazenamento diferenciado das
dietas, conforme o tipo de alimento. A dieta inicial foi escolhida para o experimento
devido ao seu maior tempo de permanéncia no interior do aviario, representando o
alimento mais propicio a contaminagdo. Ela permanece em torno de 10 dias estocada. A
dieta nestas 20 granjas selecionadas dentro de um municipio, ¢ armazenada em silos de

madeira e, posteriormente distribuida em comedouros tubulares (FIGURA 3).

3.3 Composicao da dieta inicial

As diferentes amostras de dieta inicial foram provenientes de uma mesma
fabrica e as especificagdes dos niveis nutricionais foram de 21,5 % de proteina bruta,
5,8 % de extrato etéreo, 12% de umidade, 3,3% de fibra bruta, 5,9% de cinzas e sem

adi¢ao de adsorvente.



Figura 3 — Silos de madeira e comedouros tubulares no interior dos aviarios.

3.4 Periodicidade das analises

As analises foram realizadas durante trés estagdes do ano, iniciando as coletas na
primavera de 2002 e, posteriormente no verdo e¢ no outono de 2003. No outono, a
analise das dietas coincidiu com a transi¢ao da estacdo outono ¢ inverno.

As amostras de dieta inicial foram coletadas na saida do alimento da fabrica, ao
longo do carregamento do caminhdo (FIGURA 4) e no décimo dia de permanéncia na
granja, que corresponde ao ultimo dia de armazenamento deste produto, onde as
amostras foram retiradas de todos os comedouros do galpao, representando a qualidade

do alimento consumido pelo animal (FIGURA 5).



Figura 5 — Coleta da ragdo na granja, retirada dos comedouros.



3.4.1 Sistema de amostragem

O método de coleta das amostras foi o proposto por Fonseca (1991), de acordo
com a formula N=8\/;1, para dietas a granel, sendo:

N=numero de pontos de onde devem ser retirados 400g da dieta;

n=numero de toneladas do alimento.

Durante o carregamento dos caminhdes foi tomada amostra de 400g. Essa
quantidade foi homogeinezada, sendo dela coletada amostra de 200g.

No ultimo dia de estocagem do alimento nas granjas, foram retiradas amostras
de dieta de todos os comedouros, de forma a totalizar 4 Kg. Dessa quantidade apos

homogeneizag¢ao, foi coletada uma amostra de 200g.

3.4.2 Medicdo de temperatura e da umidade relativa do ambiente

Em todos os procedimentos de coleta das amostras das dietas, tanto na fabrica
quanto na granja, foram aferidas a temperatura ambiental e a umidade relativa, com
auxilio de termohigrometro. Os dados meteoroldgicos dos meses de coletas foram
obtidos através da Estacdo Agroclimatologica da Embrapa Uva e Vinho, de Bento

Gongalves, Rio Grande do Sul (ANEXO 1).

3.4.3 Acondicionamento das amostras das dietas

As amostras foram acondicionadas em embalagens apropriadas e colocadas em
isopor, para que nao propiciassem trocas de umidade e ndo modificassem a atividade de
agua do alimento. Os materiais foram encaminhados ao Centro de Diagnoéstico e
Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, RS, para a realiza¢do das técnicas laboratoriais.



3.5 Analise de atividade de agua

Foi realizada a andlise de atividade de dgua, em cada uma das amostras das
dietas, em duplicatas, utilizando o aparelho Novasina Thermoconstant TH200. O
aparelho dispde de lamina higroscopica de cloreto de litio, que tem de alterar sua
resisténcia elétrica ou condutdncia, fornecendo a umidade relativa (ay), conforme
Mossel et al. (1955). A acuracia do instrumento depende da calibragdo com solugdes de
sais saturados, para estabelecer curva de calibracdo padrao (LEINSTNER ¢ RODEL.,
1975). As amostras de camas dos avidrios também foram coletadas e foi verificada a

atividade de agua.

3.6 Coleta da cama do aviario

Amostras de camas foram coletadas aleatoriamente ao longo do avidrio. Foi

verificada a umidade e a atividade de 4gua deste material.

3.7 Umidade das dietas

Em todas as amostras foi realizada a determina¢do da umidade. Foram utilizados
30 gramas e colocadas em envelopes de papel pardo. Este material foi colocado em
estufa a 110 °C, durante 12 horas. ApoOs este procedimento, as amostras foram
novamente pesadas. O célculo de umidade ¢ % agua = 100. (peso inicial — peso final) /
peso inicial (AOAC, 1984). Também foi realizado o mesmo procedimento para as

amostras de camas dos aviarios.



3.8 Isoterma de adsorcao

As amostras das dietas coletadas em cada estagdo foram submetidas a técnica de
isoterma de sorcdo, descrita por Bell e Labuza (2000), para analise das condigdes de
armazenamento. Este procedimento fundamenta-se em colocar o alimento, com prévia
extragdo da umidade, em ambientes com diferentes umidades relativas a temperatura
constante, verificando-se o aumento de peso da amostra até atingir o equilibrio.
Primeiramente foi feita a secagem das amostras até¢ obter umidade de 1,8%. Deste
material foi pesado 3 g da dieta, em triplicata, acondicionada em dessecadores com sais
saturados de diferentes umidades relativas e temperaturas de 25° C e 30° C. Para a
obtencdo dos diferentes valores de atividade de agua (umidade relativa), conforme
Tabela 2. Os sais foram selecionados pelo valor de atividade de dgua de interesse no
trabalho, no intervalo de 0,45 a 0,98, sendo mais propicios ao desenvolvimento de
microrganismos. As amostras foram pesadas no intervalo de 7 dias até obter
estabilidade (ndo aumentar mais que 2 mg/g de peso). A umidade final foi calculada
pela formula:

% agua = 100. (peso inicial — peso final) / peso inicial (BELL e LABUZZA, 2000).
Para todos os procedimentos de medi¢do do ganho de umidade, também foi

realizada a atividade de agua das amostras.

Tabela 2 - Atividade de agua dos sais saturados utilizados, a temperatura de 25 e
30 °C.

Temperatura
Sais, ay 25°C 30°C

Carbonato de potassio 0,432 0,432
Iodeto de potassio 0,689 0,679
Cloreto de sodio 0,753 0,751
Cloreto de potassio 0,843 0,836
Nitrato de potéssio 0,925 0,920

Cloreto de calcio 0,987 0,987




3.9 Detecciao de aflatoxinas

As concentragdes de aflatoxinas nas racdes foram determinadas através do
ensaio imuno-enzimatico (ELISA) rapido para andlise quantitativa de aflatoxina, da
empresa Biopharm®. 24 amostras das dietas foram selecionadas para a realizagao das

analises.

3.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados e interpretados por métodos estatisticos,
utilizando os softwares Statistics® versao 6.0, Minitab® e SAS (versdao 6.1, SAS
Institute Inc. ®). A andlise estatistica deste experimento foi feita através de Analise de
Variancia, complementado com o teste Tukey. Na analise de varidncia, foram
considerados os locais (fabrica e granja) como variavel independente ¢ a, total como
variavel dependente. Para elucidar os valores encontrados de atividade de agua em
relacdo a outras varidveis estudadas, como estacdo do ano, locais (fabrica e granja),
propriedade e umidade extraida da dieta, foi empregado um modelo matematico
utilizando o experimento fatorial, tendo como bloco a propriedade ¢ como fatores o
local (fabrica e granja) (locfg) e a estagdao (estac). A umidade (Umrac) ficou como

variavel continua.



4 RESULTADOS
4.1 Atividade de Agua

Pelos resultados encontrados, ficou confirmada a hipdtese de aumento da
atividade de agua apos o periodo de armazenamento da dieta. No entanto, os valores de
atividade de 4gua ndo estavam inseridos nos limites minimos de crescimento fungico e

produgdo de aflatoxinas, como mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Valores de atividade de agua da dieta, encontrados na fabrica (a,FA) e
na granja (a,GR), evidenciando na linha continua, o valor minimo de crescimento
do A. flavus e na linha tracejada, o valor minimo para a producio de aflatoxina.

Os valores de atividade de agua das dietas coletadas na granja, apds o
armazenamento, apresentaram aumento médio significativo (p < 0.001) em relagdo a

atividade de agua verificada na fabrica, como mostra a Tabela 3.



Tabela 3 — Atividade de agua (ay) nas racoes de integracio avicola do Rio Grande
do Sul, antes (fibrica) e ap6és o armazenamento (granja), em trés diferentes
estacoes.

ESTACOES
PRIMAVERA VERAO OUTONO TOTAL
Ay Vv Vv Vv Vv
S S S S
FABRICA 0,686 ** 0,668 0,687 * 0,681°
(0,03) (0,13) (0.35) (0,12)
CRANIA 0,695 0,703 °B 0,681 0,693°
(0,13) (0,31) 0,21) (0,24)

Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0.05). Letras diferentes
maidsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0.05).

Todos os resultados apresentaram pequeno desvio padrdo. Pode ser verificado
que apenas no outono ndo houve aumento de atividade de agua apdés o periodo de
armazenamento se comparado com a granja, ao contrario das estagdes primavera e
verao.

A Tabela 4 demonstra o modelo matematico utilizando os valores encontrados
de atividade de agua em relagdo a outras variaveis estudadas, como estagdo do ano,
locais (fabrica e granja), propriedade e umidade extraida da dieta, tendo como bloco a
propriedade e como fatores o local fabrica e granja (locfg) e a estagdo (estac). A

umidade (Umrac) ficou como variavel continua.

Tabela 4 — Dados das diferentes variaveis estudadas, utilizando analise de
variancia, em delineamento de blocos casualizados com arranjo fatorial.

Variaveis GL SQ QM F p
propriedade 19 254 1.3 0.74 0.77
Locfg 1 8.5 8.5 4.68 0.03
Estac 2 12.1 6.0 3.33 0.04
Umrac 1 13.7 13.7 7.57 0.01
Umrac . locfg 1 11.2 11.2 6.19 0.01
estac . locfg 2 28.4 28.4 7.83 0.01
Umrac. estac 2 14.4 14.4 3.98 0.02
Erro 91 164.9 1.81




Observando os dados da Tabela 4, ¢ possivel verificar que ndo houve diferenca
significativa entre as propriedades.

Analisando o modelo, houve diferenga entre locais (fabrica e granja), conforme a
estagdo do ano e esta diferenca entre locais ocorreu na segunda estacgdo, isto ¢, a ay no
verdo aumentou significativamente na granja em relacdo a fabrica. Nas outras duas
estacdes nao houve diferenca significativa. Na fabrica, ndo ha diferenga entre as
estagdes e na granja. As diferencas significativas estiveram presentes nas estagdes 1 e 2
e2e3.

Houve interag@o entre a estacdo do ano e umidade da dieta. A atividade de dgua
na fabrica esteve relacionada com umidade da fabrica em uma ou mais estacoes.

A umidade da dieta esta relacionada com a,, conforme estacdo e local. Esta
relagdo ocorre na fabrica e na granja, sendo a estagdo verdo e o local granja, mais
relacionado com atividade de agua.

A umidade extraida das dietas apresentou resultado descrito na Tabela 5.

Tabela 5 — Médias e desvios padrées da umidade da ragao conforme o local e
estacio.

ESTACOES
PRIMAVERA VERAO OUTONO TOTAL

Umidade v v v v
(Yomaterial S) S) oS (S)
seca)
FABRICA 13.1%4 10.4°4 12.9% 12.1

(0.5) (1.3) (0.4) (1.5)
CRANIA 12.8° 11.2°8 12.08 12.0

(0.5) (1.1) (0.7) (1.3)
TOTAL 13.0 10.8 12.4 12.1

(0.5) (1.3) (0.7) (1.3)

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0.05). Letras
maiusculas diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa (p<0.05).

Foi determinada a equagdao de regressdo, tendo como modelo: ay, = local e
umidade e local * umidade (covariavel), independente da estacdo, obtendo os graficos

para a fabrica (FIGURA 7) e para a granja (FIGURA 8).
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Figura 7 — Grafico e equacido de regressio mostrando o aumento da atividade de
agua (% URH) em relacdo a umidade na fabrica sem considerar a estacio.
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Figura 8 - Grafico e equacio de regressio mostrando o aumento da atividade de
agua (% URH) em relacio 2 umidade na granja sem considerar a estacio.

Observando a Figura 7, sem considerar a estacdo, pode ser estimado que
estimado que a a,, aumenta 0,72 unidades para cada percentual de umidade da dieta na
fabrica. Na Figura 8, a a,, aumenta 0,78 unidades para cada valor em percentual de dieta
da racdo na granja.

Outra equagdo de regressdo determinada foi utilizando o modelo empregado
anteriormente, porém incluindo a estacdo do ano. Foram obtidos os graficos para a
estacdo verao (FIGURA 9) e outono (FIGURA 10). Na primavera o resultado nao foi
significativo, isto ¢, a a, ndo esteve relacionada com a umidade da dieta, tendo a

equagdo ay, = 75,95 — 0,528 umidade da dieta.
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Figura 9 - Grafico e equacio de regressio mostrando o aumento da atividade de
agua em relacio a umidade no verio, incluindo os valores obtidos na fabrica e
granja.
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Figura 10 - Grafico e equacgao de regressiao mostrando o aumento da atividade de
agua em relacdo a umidade no outono, incluindo os valores da fabrica e granja.

Alguns dados coletados no experimento, contidos na Tabela 6, foram testados no
modelo matematico, na condicdo de covariaveis e nao apresentaram resultados com

diferencas estatisticamente significativas.



Tabela 6 — Média e desvio padriao dos dados de temperatura e umidade do
ambiente, atividade de agua e umidade da cama do aviario nas diferentes estacoes
no ano.

PRIMAVERA VERAO OUTONO TOTAL

VARIAVEIS Y Y Yy Yy
S) () () ()
TEMPERATURA 29.5° 31.3° 20.4° 27.0
(3.4) (2.1 (3.5) (5.7)
UMIDADE 58.0° 55.7¢ 51.3% 55.0
(8.6) (6.1 (7.9) (8.0)
ay, CAMA 95.6" 90.8" 97.6° 94.6
(4.0) (4.3) 2.7 4.7
UM CAMA 30.5° 26.1° 33.4° 30.0
(5.9) (3.0) (5.2) (5.7)

Letras minusculas diferente na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0.05).

4.2 Deteccao de aflatoxinas

O método de ELISA para aflatoxina foi utilizado em 24 amostras de dietas
coletadas na fabrica e na granja.

A quantidade de aflatoxina encontrada nas amostras da fabrica obteve média de
1,32 ppb de aflatoxinas e desvio padrdao de 0.6. A média de aflatoxinas encontrada na
granja foi de 10,4 ppb e desvio padrao de 12,9.

Nao houve correlagdo entre atividade de dgua e quantidade de aflatoxinas

encontradas nas amostras testadas.

4.3 Isoterma de Adsor¢ao

A Figura 11 representa graficamente a isoterma de adsor¢cdo, demonstrando os
teores de umidade da dieta nas diferentes condi¢des de umidades relativas (atividades de
agua). Foram necessdrios 14 dias para estabilizar as amostras, isto ¢, sem alteracdo no

peso das dietas.
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Figura 11 — Grafico da isoterma de adsorc¢ao das dietas inicial de frango de corte, a

25°C e 30°C.

Com os resultados obtidos pode ser verificado que houve ganho de umidade por
adsorsdo em todos os casos, com a formacdo de curva sigmdide, correspondendo ao
grupo dos alimentos do tipo II.

No dessecador com sal que apresentava umidade relativa de 97%, houve
dificuldade para as amostras atingirem o equilibrio com o ambiente, sem que sofresse
deteriora¢do (contaminacdo fingica) no processo. Por esta razdo, abandonou-se esta
umidade. As dietas contaminadas apresentaram 47% de umidade e atividade de agua de
0,94.

A Figura 12 mostra os valores obtidos de atividade de 4gua em dessecadores de
diferentes valores de umidade relativa (atividade de agua). Os resultados obtidos pelos
valores de atividade de 4gua e umidade (Figura 11) das dietas apresentaram um grafico

com 0 mesmo comportamento linear.
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5 DISCUSSAO

Ao serem analisados os dados de atividade de dgua do presente estudo, houve
aumento médio significativo da atividade de agua da dieta apdés o periodo de
armazenamento, sendo um importante fator que contribui ao desenvolvimento fungico e
a producdo de micotoxinas. De acordo com Smith e Hamilton (1970), o maior periodo
de estocagem da dieta contribui para o aumento da contaminagdo por micotoxinas,
possivelmente influenciado pelo aumento da atividade de agua deste produto. Salle et
al., (1995). Também observaram que houve tendéncia de produgao de aflatoxina apds o
armazenamento. Apesar de ndo utilizar a técnica de atividade de 4gua durante o seu
experimento os autores suspeitaram que os valores de atividade de agua das dietas
analisadas ap6s o armazenamento, também estariam maiores, se comparados com as
dietas na fabrica.

Os dados de atividade de 4gua obtidos pelas amostras das dietas ndo estiveram
dentro do valor considerado minimo ao crescimento fungico e a producdo de aflatoxina,
tendo o valor minimo de atividade de dgua das dietas analisadas em 0,62 a,, € maximo
0,76 ay. Estes resultados estiveram dentro do intervalo de 0,65 a 0,75 ay, em que inicia
a proliferacdo de bactérias halodfitas, leveduras e fungos xerofilicos (BEAUCHAT,
1983).

As amostras de dietas foram testadas no método de ELISA para deteccao de
aflatoxina, sendo positivas para a toxina e apresentando aumento no valor médio e
desvio padrdo apos o armazenamento. Este aumento de aflatoxina ndo ¢ justificado ja
que os valores de atividade de dgua das amostras de dietas, ndo estavam dentro dos
valores minimos ao crescimento fungico e a producdo da toxina. No entanto, ndo ha
como afirmar se a aflatoxina encontrada ja tinha sido produzida no milho, antes deste
grao ser processado na fabrica de racdo (colheita e secagem) e durante o intervalo de
estocagem da ragdo ou problema na metodologia da amostragem das dietas.

No periodo de coleta das dietas, as temperaturas estavam dentro dos valores de
24 ¢ 25 °C (Anexo 1), considerados 6timos ao fungo e tendo grandes oscilagdes.

O aumento significativo da a,, em locais (fabrica e granja) durante o verdo de
2002, ao analisar o modelo, pode ser explicado pelo maior indice pluviométrico no
periodo estudado, conforme dados da EMBRAPA, 2003 (ANEXO 1). Este resultado

coincidiu com o proposto por Benitez (2002) que relatou que os niveis de precipitagao



sao um dos fatores que influenciam a contaminagdo primaria por micotoxinas. Desta
forma, ¢ possivel afirmar que a estacdo do ano foi influenciada pela umidade relativa e
atividade de 4gua. Portanto, o periodo de maior risco ao aumento da atividade de agua
da dieta e ocorréncia de micotoxinas e, que merece maior controle preventivo, ocorre
em periodos de aumento da umidade relativa do ambiente e, esta umidade esta associada
também a temperatura do ambiente ¢ umidade do alimento.

Houve uma relag¢do positiva entre a a, e umidade da ragdo, tanto na fabrica
quanto na granja. Na fabrica, em virtude da maior homogeneidade da ragdo, houve
relacdo linear positiva de a, e umidade, em relagdo a granja, que apresentou maior
dispersdo de pontos. A relagdo de a,, ¢ umidade da racdo foi mais evidente na estacao
verao.

Segundo Pollio (1984), ¢ mais interessante o valor de ay em relagdo a umidade,
em termos de controle. Entretanto os modelos gerados no experimento discordam desta
afirmativa, ja que houve correlagdo de a,, ¢ umidade e esta umidade pode ser parametro
em relacdo a atividade de agua.

Os dados que foram obtidos no experimento e que nao foram significativos no
modelo, podem ter sido afetados pelas variagdes de temperatura e umidade ao longo do
intervalo de 10 dias e pela forma de coleta destes dados (no primeiro e no ultimo dia de
estocagem).

A cama analisada para a a,, ¢ umidade, que hipoteticamente poderia ter alguma
influéncia sobre o ambiente e interferir nos valores encontrados na dieta, ndo tiveram
correlagdo. Este fato pode ser devido a uniformidade das granjas no manejo das camas.

Com este trecho de isoterma tragado, foi estabelecida a relagdo entre o teor de
umidade da dieta e umidade relativa (atividade de agua). Por outro lado, apesar das
descri¢des na literatura de diminuir a atividade de d4gua com o aumento da temperatura,
nas umidades relativas estudadas, acima de 70%, houve inversao do efeito da
temperatura. Este fenomeno também foi observado por Brandelli et al. (2000) que
atribui estes resultados ao fato do alimento ter altos teores de agucar e carboidratos. No
entanto, para confirmar o ponto da inversdo do efeito da temperatura, seria necessaria a
inclusdo de outros sais de atividade de 4gua menor.

Molina e Giannuzzi (2002), relataram que modelos matematicos podem ser
usados para predizer o crescimento fungico, mas para formagdo de toxina torna-se

dificil, devido a dificuldade de compreender a regulagdo do metabolismo secundario.



Desta forma, os resultados encontrados de atividade de dgua foram importantes
para a melhor compreensao das condigdes de armazenamento da dieta e os possiveis
riscos de aflatoxinas. Portanto, a atividade de agua ¢ apenas uma ferramenta de
monitoria dos alimentos e que pode ser inserida dentro de um programa amplo,

envolvendo diversos fatores, com critérios fundamentados de prevengao e controle.



6 CONCLUSOES

1. Houve aumento no valor de atividade de dgua da racdo analisada, apds o periodo de
armazenamento, comparando a racao coletada na fabrica e a ragdo coletada na granja,
correspondendo ao seu ultimo dia de estocagem.

2. Os valores de atividade de 4gua das ragdes ndo estiveram inseridos dentro do limite
minimo ao crescimento fingico e producao de aflatoxinas.

3. Foi verificada a produc¢ao de aflatoxina (ppb) nas racdes que apresentaram maior
valores de atividade de 4gua da racao.

4. Houve correlacdo linear positiva entre atividade de agua e umidade da ragdo, tanto na
fabrica como na granja.

5. A isoterma de adsorcao da racdo apresentou aumento da umidade com aumento da
temperatura em atividade de 4gua maior do que 0,60.

6. Nao foi possivel caracterizar a correlagdo entre aw € niveis de aflatoxina encontrados.
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ANEXO

Dados meteorologicos da Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS, Brasil no
ano de 2002 e 2003.

Coordenadas Geograficas da Estacao: Latitude: 29°09°44” S
Longitude: 51°31'50” W
Altitude: 640m

Temperatura do ar (°C)

Precipitagdo Dias de Umidade
Meés Média Maxima Minima Pluviométrica precipitacdo relativa do ar
(mm) (nmimero) (%)
Setembro 14,0 19,7 9.4 171,6 13 72
2002
Outubro 19,1 23,6 15,1 4178 19 81
2002
Novembro 19,9 25,1 15,4 185,1 13 74
2002
Dezembro 21,1 26,1 16,9 209,9 14 78
2002
Janeiro 22,1 27,6 17,6 166,1 10 76
2003
Fevereiro 22,6 27,9 18,6 305,8 18 80
2003
Margo 20,8 26,1 17,0 184,7 15 80
2003
Abril 17,5 22,5 13,6 130,8 10 78
2003
Maio 14,8 19,8 10,7 92,2 7 77
2003
Junho 15,2 19,4 11,7 152,5 13 85
2003

Normais Meteoroldgicas
Dados médios do periodo de 1961 a 1990 (30 anos)

Temperatura do ar (°C)

Precipitacao Dias de Umidade

Més M¢édia Maxima Minima Pluviométrica precipitagdo  relativa do ar
(mm) (nimero) (%)
Setembro 14.9 20.4 10.6 185 12 76
Outubro 17.0 22.8 12.3 156 11 74
Novembro 18.9 24.8 14.2 140 10 73
Dezembro 20.7 26.7 16.0 144 10 72
Janeiro 21.8 27.8 17.3 140 12 75
Fevereiro 21.7 27.5 17.3 139 11 77
Margo 20.3 26 16.1 128 10 78
Abril 17.5 22.9 13.3 114 9 78
Maio 14.5 20.0 10.4 107 9 79

Junho 12.8 17.9 8.6 157 10 79
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