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Resumo: Os acidos organicos tém se mostrado uma alternativa promissora aos compostos quimicos
devido a sua capacidade de inibir o crescimento microbiano. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifingica de 4cidos organicos em ragdes animais experimentalmente contaminadas com Aspergillus
flavus. A cepa de A. flavus (ACFV) foi ativada em meio Agar Sabouraud Dextrose e incubada a 25 °C por
7 dias. Apos a incubacao, foi realizada a preparacao de suspensdes de esporos e a contagem em camara
de Neubauer, padronizando o inéculo em 5,0 x 10 esporos/mL. Foram preparadas suspensdes de esporos
(discos de agar 10 mm) em agua peptonada tamponada (1000 mL) e as ra¢des foram tratadas com acidos
organicos comerciais, incluindo acido propionico ou um blend de acidos (propidnico, tartdrico, citrico,
férmico, sorbico e latico). A racdo foi analisada nos dias 1, 3, 5 e 7 de vida de prateleira, com analise
microbioldgica de bolores e contagem de Aspergillus spp., além de medidas de atividade de dgua, matéria
seca, pH e temperatura. Os acidos organicos reduziram a contagem total de fungos filamentosos ao longo
do periodo de avaliagdo. Observou-se uma reducao significativa nas contagens de Aspergillus spp. nas
racdes tratadas com acidos organicos (p<0,05). Além disso, houve reducdo da matéria seca e do pH nas
racdes. Conclui-se que os acidos organicos tém grande potencial para inibir o crescimento fungico em
racoes, assegurando sua qualidade e seguranca durante o armazenamento.

Palavras-chave: acido fraco; atividade antifiingica; vida de prateleira.

Abstract: Organicacids have been shown to be a promising alternative to chemical compounds due to their
ability to inhibit microbial growth. The aim of this study was to evaluate the antifungal activity of organic
acids in animal feed experimentally contaminated with Aspergillus flavus. The A. flavus strain (ACFV) was
activated in the Sabouraud Dextrose Agar way and incubated at 25 °C for 7 days. After incubation, it was
carried out the preparation of the spore suspensions and counted in a Neubauer chamber, standardizing
the inoculum at 5.0 x 10 spores/mL. Spore suspensions (10 mm agar discs) were prepared in buffered
peptone water (1000 mL) and the feeds were treated with commercial organic acids, including propionic
acid or a blend of acids (propionic, tartaric, citric, formic, sorbic and lactic). The feed was analyzed on days
1, 3, 5 and 7 of shelf life, with microbiological analysis of mold and Aspergillus spp. count, in addition to
measurements of water activity, dry matter, pH and temperature. Organic acids reduced the total count of
filamentous fungi throughout the evaluation period. A significant reduction in Aspergillus spp. counts was
observed in feeds treated with organic acids (p<0.05). Furthermore, there was a reduction in dry matter
and pH in the feeds. It is concluded that organic acids have great potential to inhibit fungal growth in diets,
ensuring their quality and safety during the storage.

Key-words: weak acid; antifungal activity; shelf life.
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1. Introducao

A degradacéao de racdes por fungos é fonte de risco a saide dos animais, em funcdo de aspectos
correlacionados a frequéncia de micotoxinas produzidas por estes . Esse contagio pode se manifestar
desde as etapas primdrias da producao e do armazenamento da matéria-prima na fabricacao até as
etapas finais de comercializacao . Para evitar a contaminacao, é essencial realizar o controle de fungos
por meio de medidas preventivas e do monitoramento das condi¢cdes que favorecem sua disseminacao,
como alta umidade, temperatura elevada e ma ventilacdo durante o armazenamento. Esses fatores
nao apenas promovem o crescimento de fungos, mas também estimulam a producdo de micotoxinas,
especialmente as aflatoxinas. As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios que podem ser produzidos por
fungos, como: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius .

O A. flavus, produtor de aflatoxinas, considerado patégeno oportunista, € um fungo filamentoso
de armazenamento, amplamente distribuido pelo mundo, principalmente em regides de clima tropical
com temperatura e umidade ideais para o seu desenvolvimento. O quadro clinico da aflatoxicose esta
diretamente relacionado ao grau de contaminacao do produto, ao tempo e a quantidade de racao
contaminada ingerida pelo animal e seu estado nutricional. Sao relatados atraso no crescimento,
neoplasias, teratogénese e hepatopatias agudas, subagudas e crénicas®. Medidas alternativas para
bloquear a atuacdo desses fungos e suas toxinas sdo pertinentes, uma vez que os fungos apresentam
elevada resisténcia a procedimentos fisicos e quimicos ©.

Diante disso, o uso de acidos organicos (AO) é uma alternativa valida frente a aspectos associados
a contaminacao fungica®. Esses acidos sao resultantes do metabolismo animal e vegetal, sendo,
frequentemente, encontrados na natureza ). Tais compostos organicos apresentam, em sua composicao,
o radical carboxila e, embora considerados fracos, sdo capazes de adentrar nas células com uma
configuracao inicial ndo dissociada, comecando a dissociar-se no interior destas.

Esse mecanismo de acdo altera a faixa de pH no citoplasma das células microbianas, promovendo a
inibicdo de suas fungbes vitais e, consequentemente, levando a morte celular ©. Entre os compostos mais
utilizados com essa finalidade, destacam-se os acidos acético, benzoico, butirico, citrico, férmico, latico,
malico, propidnico e tartarico . Com relacdo ao modo de acdo, os acidos organicos nao dissociados
podem difundir-se através da membrana celular bacteriana, interferindo na sintese de DNA, na divisao
celular e na captacao de nutrientes, como aminodcidos, cidos organicos e fosfato. Inibidores com baixo
pKa sao particularmente eficazes no ambiente acido do fluido intestinal ©.

Portanto, objetivou-se avaliar o efeito dos acidos propidnico, tartarico, citrico, férmico, sérbico e
latico, frente ao desenvolvimento fungico de A. flavus, durante a vida de prateleira de ragoes fareladas
para suinos, no que diz respeito a aplicabilidade e a assertividade dos produtos selecionados para
controle de fungos e qualidade fisico-quimica das racoes.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental Iguatemi (FEI), pertencente a Universidade
Estadual de Maringa (UEM). A cepa de A. flavus (ACFV), isolada por Variani et al. ©, foi ativada em
placas de Petri, contendo meio Agar Sabouraud Dextrose, por meio da técnica de estrias. As placas
foram incubadas a 25 °C por 7 dias em estufa tipo BOD. Apds o periodo de incubacao, foram realizadas
suspensodes de esporos (discos de agar 10 mm) em agua peptonada tamponada (1000 mL) e efetuada
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a contagem em camara de Neubauer, até a obtencao da padronizacao do inéculo em 5,0 x 10 esporos
mL".

Foram preparados 300 kg de racdo farelada para suinos em fase de terminacao (Tabela 1) sem
antifungicos e inoculado 1 mL da suspensao de esporos (5,0 x 10° esporos mL") para cada 100 g de
racdo e utilizados dois produtos comerciais, sendo acido propionico (AP) (dcido propidnico 490 g/kg pka
4,88, dioxido de silicio, hidroxido de amédnio, agua) e blend de 4cidos (BA) (carbonato de calcio, acido
propidnico 250 g/kg/ pka 4,88, didxido de silicio, propilenoglicol, hidréxido de ambnio, dgua, acido L (+)-
tartarico pka 2,98, citrico pka 3,13, férmico 6800 mg/kg pka 3,75; s6rbico 6000 mg/kg, pka 4,76; latico
pka 3,83, vitamina C 990 mg/kg).

O experimento foi realizado em esquema fatorial 6x4, sendo 6 tratamentos (CN; CP; AP2000; AP4000;
BA2000 e BA4000) e 4 periodos de avaliacao (1, 3, 5 e 7 dias). Os tratamentos avaliados foram: racao
controle sem indculo e acidos organicos (controle negativo; CN); racao controle inoculada com fungo
sem acidos organicos (controle positivo; CP); racao inoculada com acido propidnico 2.000g/tonelada
(AP2000); racao inoculada com acido propi6nico 4.000g/tonelada (AP4000); racdao inoculada com blend
de acidos (acido propidnico, acido tartarico, acido citrico, acido férmico, acido sérbico e acido latico)
2.000 g/tonelada (BA2000); racao inoculada com blend de acidos (dcido propidnico, acido tartérico,
acido citrico, acido férmico, acido sérbico e acido latico) 4.000g/tonelada (BA4000).

Tabela 1. Composicao da racao farelada formulada para suinos em fase de terminacao.
CN Ccp* AP2000* AP4000* BA2000* BA4000*

Ingredientes (%)

Grao de milho 80,78 80,78 80,78 80,78 80,78 80,78
Grao de soja 14,08 14,08 14,08 14,08 14,08 14,08
Oleo de soja 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

Fosfato dicalcio 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Calcério 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63

Sal 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39

L-Lisina HCL 78,4% 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
DL-Metionina 99,0% 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
L-Treonina 98,0% 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
L-Triptofano 98,5% 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L-Valina 99,9% 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitaminas e Minerais' 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Enramicina 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
BHT? 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Acido propiénico? - - 2000 4000 - -

Blend de acidos* - - - - 2000 4000

'Suplementacao de vitaminas, minerais e aditivos por kg de produto: Vit A - 30000 UI; Vit D3 - 5000 UI; Vit E-120 Ul; Vit B12 - 120
mcg; Vit K - 5 mg; Niacina - 150 mg; Pantotenato de Célcio - 75 mg; Acido Félico - 8 mg; Cloridrato de Colina - 0,48 g; Ferro - 350
mg; Cobre - 15 mg; Magnésio - 250 mg; Zinco - 0,75 g; lodo - 10 mg; Selénio 3 mg; 2Hidroxitolueno butilado; 3Acido propiénico
(g/ton); 4blend de &cidos (g/ton): &cido propidnico, acido tartdrico, dcido citrico, dcido férmico, acido sérbico e acido latico.

As amostras foram armazenadas por um periodo de 7 dias e analisadas ao longo do tempo em
relacdo a alteracdes fisico-quimicas e microbioldgicas. Andlises microbiolégicas de bolores foram
realizadas nos dias 1, 3, 5 e 7. As Contagens de Aspergillus ssp. foram realizadas nos dias 1 e 7. Anélises

de matéria seca, temperatura da racéo, pH e atividade de 4gua (Aw) foram realizadas nos dias 1, 3,5 e 7.
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2.1 Andlise de bolores e Aspergillus ssp

Para a analise microbioldgica, 10 g das amostras foram diluidas em 90 mL de agua peptonada
0,1% (Himedia®). A partir dessa diluicdo, foram realizadas diluicdes decimais seriadas até 10-6. Apds
o procedimento, a semeadura por spread plate, em placas de Petri, contendo agar BDA (Agar Batata
Dextrose), foi realizada em triplicata. As placas foram incubadas a 25 °C por 7 dias. A leitura foi realizada
pela contagem de unidades formadoras de col6nias e de expresso em UFC/g"?. O mesmo procedimento
foi usado para as amostras semeadas em Agar Sabouraud Dextrose para a contagem de Aspergillus ssp.

2.2 Determinacao da atividade de dgua (Aw)

A determinacao da atividade de agua foi realizada em equipamento AQUALAB (Decagon devices,
WP4C). Com o aparelho calibrado, foram pesadas aliquotas de 2g de amostra nas capsulas do medidor
de atividade de dgua. As capsulas foram posicionadas no equipamento para leitura.

2.3 Determinacdo de matéria seca

A matéria seca foi determinada de acordo com os métodos para andlise de alimentos, conforme
descrito por Detmann 'V, por meio da secagem da amostra em estufa de ventilagcdo forcada a 105 °C até
peso constante. Esse procedimento visa a eliminar a dgua presente no material, permitindo quantificar
apenas os componentes sélidos, o que é fundamental para padronizar a andlise dos nutrientes em base
seca. Em seguida, foram pesadas cerca de 2 g da racao triturada para secagem em estufa pré-aquecida
a 105 °C. As amostras permaneceram na estufa por 5 horas ou até atingir peso constante, em seguida
foram resfriadas em dessecador e pesadas em balanca analitica.

2.4 Determinacao de pH

Para a determinacdo do pH, 10 g de racado foram dissolvidas em 100 mL de dgua destilada. Agitou-
se até que as particulas se tornassem uniformes. Em seguida, foi realizada a leitura de pH com o auxilio
de um pHmetro (NT PHM) previamente calibrado.

2.5 Determinacao da temperatura da ragao

A analise foi realizada com o auxilio de um termédmetro analdgico de mercurio (Incotherm) inserido
nos sacos de polietileno que continham 5 kg de racado. As temperaturas internas foram aferidas em
trés pontos diferentes. A temperatura da sala de armazenamento também foi aferida, com o termo
higrometro (Incotherm), trés vezes ao dia.

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise estatistica no pacote computacional
(SAEG 2000) e as médias, quando significativas, submetidas a comparagao no teste de Tukey a 5% de
significancia.

3. Resultados e discussao

3.1 Andlise microbiolégica

A quantidade de indéculo utilizado para contaminacao das amostras foi baseada na contaminacéo
usual para esse tipo de produto. Assim, o inéculo utilizado inicialmente continha 5,0 x 106 UFC/mL. Ao
semear nas placas, a contagem total de fungos obtida foi de 4,4 x 104 UFC/mL para a racdo controle
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e de 5,35 x 10* UFC/mL para as ragdes experimentalmente contaminadas. Quantidade semelhante®
(10* esporos mL™") foi utilizada para avaliar sinergismo entre acidos organicos e sorbato de potéssio no
controle de Aspergillus flavus em amostras de milho e racao para suinos.

O meio de cultura Sabouraud proporcionou condi¢des ideais para isolar e quantificar A. flavus,
sendo evidenciado por meio de sua morfologia com coloracao de azul de metileno. Conforme esperado,
o CP apresentou maior quantidade de UFC quando comparado ao CN (p<0,05) (Tabela 2). Os tratamentos
AP4000, BA2000 e BA4000 apresentaram médias equivalentes ao controle negativo (CN), demonstrando
a eficiéncia dos 4cidos em inibir o A. flavus. O tratamento AP2000 foi menos eficiente, pois apresentou
média equivalente ao CP de UFC. Entretanto, a avaliacdo ao longo do tempo de armazenamento (Tabela
3) demostrou uma tendéncia na reducao dos valores das contagens microbioldgicas das racoes (y=
4,277-0,096620x).

Além disso, a avaliacdo ao longo do tempo torna-se valiosa, visto que o processo de armazenamento
propicia condicdes favoraveis para o desenvolvimento de fungos que exigem baixa umidade e tempo
prolongado para se desenvolver. Quanto maior o periodo de armazenagem, maior a chance de ocorrer
crescimento fungico e a possivel producdo e contaminagao do alimento por aflatoxinas 4.

Em estudo realizado por Ojeda et al."”, combinacdes de acidos organicos foram usadas para o
controle de Aspergillus spp. micotoxigénico. Os autores demonstraram que acidificantes sdo eficazes
na inibicdo do crescimento de fungos do género Aspergillus. Além disso, o estudo constatou que a
combinacao acido ascérbico 67%, acido citrico 16,5% e acido lactico 16,5% permitiu reducao da dose
aplicada para o controle fungico, associando aspectos de sinergismo entre os compostos, estratégia
promissora no combate ao desenvolvimento microbiano, demonstrando que o inibidor formado pela
mistura de acido ascérbico, acido citrico e acido lactico foram altamente eficazes para a inibicao do
crescimento nas racdes avaliadas a uma concentracao de 1.000 ppm.

3.2 Atividade de agua (Aw)

Para Aw (Tabela 2), o efeito significativo para tratamento, o tempo e a interacdo tratamento e
tempo (p<0,05) foram observados. A Aw da racdo armazenada variou de 0,565 a 0,637. Contudo, o CN
apresentou médias inferiores as demais racées avaliadas. A racao farelada apresenta pouca agua livre
disponivel para o desenvolvimento fungico. Desta forma, os valores de atividade de dgua obtidos no
estudo permaneceram abaixo do ideal para o desenvolvimento fungico. Fungos deteriorantes precisam
de Aw minima de 0,80 ¥ mais especificamente, o A. flavus demanda ao menos 0,71 de Aw para o
seu crescimento, com valor 6timo de 0,98 (International Commission on Microbiological Specifications
for Foods ICMSF,1996). Isso significa que ndo foi possivel avaliar a efetividade dos tratamentos frente a
Aw, uma vez que os valores obtidos nao estavam dentro do limite minimo para o desenvolvimento de
fungos filamentosos, conforme relatado por Rebonatto et al.“.

Entretanto, valeressaltar que manteruma Aw baixa é pratica util parareduzir danos fungicos emgréos
e em alimentos durante o armazenamento e o risco de contaminacao potencial por micotoxinas”.Rosa
at al. "? Ao avaliar milho e graos cervejeiros, ingredientes utilizados na racao para suinos, verificaram-se
maioresvalores de atividade de 4gua nas amostras de graos cervejeiros, com média variando de 0,936
e 0,082. Para as amostras de graos de milho e da racao final, a Aw variou de 0,627-0,112 e 0,628-0,055,
respectivamente.
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3.3 Teor de umidade (%)

O teor de umidade influencia na incidéncia fungica durante o armazenamento, sendo mais
evidente a presenca de fungos em umidades maiores (Tabela 2). A interacao entre tratamento e tempo
nao foi significativa (p>0,05). O tratamento racdo controle inoculada com fungo e sem acidos (CP)
apresentou média superior em relacao aos outros tratamentos. As condicdes de umidade ideais para a
sua proliferacdo variam de 13% a 18%, verificando-se, neste estudo, que os valores médios atingiram o
minimo para a sua proliferacdo. As aflatoxinas, produzidas pelas espécies A. flavus e A. parasiticus, tém
um efeito mais pronunciado no figado e ocasionam disturbios mais graves na salde dos suinos quando
comparadas a outras microtoxinas ‘¢,

3.4 Temperatura

Um dos fatores que podem afetar a vida-de-prateleira de racées é a temperatura, a qual afeta
consideravelmente a velocidade das reacdes que ocorrem apds o processamento, a distribuicao e a
estocagem. Para temperatura (Tabela 2 e 4), efeitos significativos para tratamento, tempo e interacdo
entre tratamento e tempo (p<0,05) foram observados.

O CP foi o Unico que apresentou média inferior aos outros tratamentos (Tabela 2). Essa menor
temperatura poderia limitar o crescimento do fungo e desacelerar sua atividade metabdlica, porém
ainda se encontra em niveis aceitaveis para o desenvolvimento de A. flavus. A temperatura do ambiente
em que foram armazenados os sacos contendo as ra¢des variou de 24 a 32 °C ao longo do periodo de
armazenamento, permanecendo dentro da faixa relatada como ideal para o crescimento de Aspergillus
ssp. Efeitos (p<0,05) foram observados na temperatura ao longo do periodo de armazenamento
(Tabela 4). As maiores temperaturas (28 °C) foram observadas no inicio do periodo de armazenamento
nas racdes BA2000 e BA4000 acima, comparativamente, aos demais tratamentos avaliados (CN; CP;
AP2000; AP4000). Ao longo do tempo, alteracdes puderam ser observadas com variacdo de até um
ponto percentual para todos os tratamentos. Vale salientar que ambas as temperaturas apresentadas
permaneceram dentro da faixa recomendada para o desenvolvimento de A. flavus. Portanto, a faixa de

temperatura para crescimento de A. flavus varia entre 24 a 40 °C e a temperatura 6tima se dé aos 35 °C
(19)
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Tabela 2. Contagens microbioldgicas de A. flavus (log,,) e caracteristicas de racdo farelada para suinos em terminacao inoculada com A. flavus (5,0 x 10
¢ esporos mL") contendo acidos organicos.

Tratamento Aspergillus flavus (UFC) Atividade de agua % Umidade Temperatura (°C) pH

CN 3,75 £ 0,48° 0,565 + 0,022 12,19+ 2,128 26,80 £ 0,29* 6,00 + 0,08*
cp 4,43 + 0,904 0,637 £ 0,007~ 7,53 +£0,20% 26,00 + 0,008 6,02 + 0,094
AP2000 4,03 £ 0,4148 0,626 + 0,035% 12,63 £1,42¢8 26,67 + 0,754 579 + 0,058
AP4000 3,73 £ 0,508 0,625 + 0,032* 13,37 £ 2,288 26,67 £0,6* 5,57 +0,04¢
BA2000 3,71 £0,28° 0,626 + 0,024* 12,99 + 3,088 26,67 £ 0,744 593 +0,10*
BA4000 3,70 £ 0,528 0,623 £0,0174 13,56 + 3,438 26,80 £ 0,744 5,82 + 0,148

CN: controle negativo (racao sem indculo e acidos organicos); CP: controle positivo (ragdo inoculada com fungo sem acidos organicos); AP2000: acido
propidnico 2000g/ton; AP4000: acido propidnico 4000g/ton; BA2000: blend de acidos 2000g/ton; BA4000: blend de acidos 4000g/ton. Médias seguidas
de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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3.5 pH

Para o pH (Tabela 2), o blend de dcidos 2.000 g/tonelada (BA2000) foi o Unico tratamento com adicao
dos 4cidos em que nao foi observada a queda de pH, entretanto semelhante estatisticamente ao CP e
ao CN. O controle do potencial hidrogenidnico se faz muito importante na prevencao da contaminacao
microbioldgica, uma vez que, em condicdes especificas, o fungo pode produzir aflatoxinas, tornando o
ambiente menos propicio ao desenvolvimento fungico, prolongando a vida util da ragao ©°.

Em trabalho realizado por Miguel et al.?", os valores de pH das racoes pré-inicial, inicial 1 e inicial
2 estavam préximos a 6,0 e apresentaram reducoes significativas com o uso de 1,0% de diformiato de
potdssio, 1,0% acido fumarico, 1,0% acido citrico e 1,0% acido benzdico. A adicdo dos acidificantes
resultou em reducdes que variaram de 0,56 a 1,64 unidades de pH.

Os efeitos da inclusdo dietética de misturas de acidos organicos ou acidos graxos podem depender
da composicao da mistura. Nao esta claro se existe um efeito sinérgico das misturas. A inclusdo dietética
de 4,16 mM fumarico reduziu o pH da dieta de 4,69 para 4,41?2. O efeito dos acidos propidnico,
acético e latico, em A. fumigatus, A. nidulans, P. commune, P. roqueforti e F. sporotrichioides, foi
investigado. Os autores concluiram que os fungos foram inibidos em faixas de concentracao entre 4 e
30 mM para acido propidénico e acético, enquanto uma concentracao de 160 mM ou superior de acido
latico foi necessaria para a inibicao total ?®. Em pH 5,0, todos os fungos foram inibidos com 60 mM ou
menos de acido propidnico, 120 mM ou menos de acido acético, porém concentracdes de acido lactico
acima de 500 mM foram requeridas para inibir a maioria das espécies. No intestino, essa reducdo do pH
promove a atividade das enzimas digestivas. Portanto, aumenta o aproveitamento de nutrientes e reduz
a colonizagao de microrganismos patogénicos .

Os acidos organicos com alto valor de pKa sdo acidos mais fracos e, por isso, conservantes mais
eficazes para a racdo, uma vez que, presentes nos ingredientes da dieta em sua forma indissociada
em maior proporcdo, podem defender a racdo contra fungos e bactérias. Essa é uma das razdes pelas
quais os acidos, como o acido propiénico, com alto valor de pKa, sdo usados, principalmente, como
conservantes de graos ou racao ¥,

Verificou-se alto valor de pH para as racbes testadas (valor médio de pH 5,85). Para maior efetividade
dos antifingicos nas racdes, o pH destas deveriam ser inferiores ao pKa dos acidos testados, para haver
uma maior proporcao dos acidos da forma nao dissociada. O trabalho apresentou reducao dos valores
de pH ao longo do periodo de armazenamento das ragdes (y = 5,9014 — 0,01284x). De acordo com
Franco & Landgraf ?, fungos filamentosos e leveduras sdo capazes de suportar faixas de pH baixas,
variando de 3,0 a 6,8. A tolerancia variavel entre as espécies de fungos esta diretamente relacionada com
as atividades enzimaticas e com os processos metabolicos. Em relacdo ao A. flavus, este é capaz de se
desenvolver em intervalos de pH que variam de 2 a 119,

Crescimento fungico nao foi identificado por Moon et al.?” em trabalho in vitro quando o meio foi
tratado com 0,05% de acido benzdico, 0,1% de acido sérbico, 0,5% de acido acético ou 0,5% de acido
butirico. O acido propidnico, o acido butirico, o acido benzédico e o acido sérbico também exibiram
potentes efeitos antiaflatoxigénicos em uma concentracao de 0,1%. O efeito inibidor do crescimento
fingico nao depende apenas do pH, mas também da quantidade de acido ndo dissociado presente. No
entanto, o acido propiénico é geralmente considerado mais eficaz contra o crescimento de fungos do
que o acido férmico @8,
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Entre os acidos avaliados, o acido acético (10%) demonstrou o maior efeito inibitério sobre o
crescimento de A. flavus, resultando em uma inibicdo de 45,21%, com um pH final registrado de 3,25.Em
contrapartida, tanto o acido tartarico quanto o acido citrico apresentaram um efeito inibitério minimo
na concentracao de 5%, registrando apenas 0,42% de inibicao para ambos, com pHs finais medidos em
3,12 e 3,24, respectivamente ),

3.6 Contagens microbiolégicas de bolores (log10)

Para contagem total de bolores (Tabela 3), ndo houve efeito significativo para tratamento ou
tempo (p>0,05). Entretanto, a interacao entre tratamento e tempo foi significativa (p<0,05). Observou-
se maior valor em delta (log10) na racdo controle contaminada com fungo (CP) ao longo do periodo de
armazenamento, quando comparada aos demais tratamentos.

Reducao dos bolores totais (Tabela 3) foi observada com o uso da maior concentracdo de acidos
organicos (AP4000 e do BA2000). E importante ressaltar que o Agar Batata Dextrose (BDA) é um meio
nao seletivo para fungos, portanto a contagem abrange outras col6nias além do A. flavus inoculado
experimentalmente, como contaminagdes provenientes dos ingredientes e do ambiente da manipulacdo
da racao.

Embora nado tenha havido uma significativa reducdo dos fungos totais, a diferenca média em
torno de 14% entre o CP e as demais ragcdes com acidos organicos evidencia comportamento bastante
satisfatorio frente a atuagao microbiana?. Podemos sugerir que o uso dos acidos organicos foi eficaz
em barrar o desenvolvimento fingico nas racdes, uma vez que seu mecanismo de acdo se da pela
capacidade de incidir sobre a membrana celular, evitando a utilizacdo de aminoacidos presentes no
substrato, impedindo a proliferacdo microbiana™.

Para contagem total de bolores, ndo houve efeito significativo para tratamento e tempo (p>0,05).
Entretanto, a interacdo entre tratamento e tempo foi significativa (p<0,05). Observou-se que o controle
positivo apresentou maior valor em delta (log10) ao longo do periodo de armazenamento, quando
comparado aos demais tratamentos.

Efeito de reducdo dos bolores foi observado com o uso da concentragao maior de acido propiénico
4000 g/ton e do blend de 4cidos 2000 g/ton. E importante ressaltar que o d4gar BDA é um meio néo
seletivo para fungos, por isso a contagem abrange outras colonias além do A. flavus inoculado
experimentalmente, como contaminacgdes provenientes dos ingredientes e do ambiente de manipulacdo
da racao.

Embora ndo evidente no presente estudo uma significativa reducdo dos fungos totais, o acido
propidnico apresenta comportamento bastante satisfatorio frente a atuacao microbiana '?, uma vez que
seu mecanismo de acado se da pela capacidade de incidir sobre a membrana celular e barrar a utilizacao
de aminoacidos presentes no substrato, impedindo, dessa forma, o desenvolvimento microbiano 3.

O meio de cultura Sabouraud proporcionou condices para isolar e quantificar A. flavus. Houve
efeito significativo para tratamento e tempo (p<0,05), sendo a interacdo entre tratamento e tempo
nao significativa (p>0,05). Conforme esperado, o controle positivo foi o que apresentou a maior média
quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 3). Os tratamentos contendo 4cido propidnico
4000 g/ton e blend de acidos 2000 g/ton e 4000 g/ton apresentaram médias equivalentes ao controle
negativo, demonstrando a eficiéncia dos acidos em inibir o A. flavus. O tratamento contendo o acido

propidénico 2000 g/ton foi o menos eficiente, pois apresentou média equivalente ao controle positivo.
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Tabela 3. Contagens total de bolores (log'’) em Agar BDA de racdo farelada para suinos em terminacao inoculada com Aspergillus flavus (5,0 x 10-

6 esporos mL-1) avaliada durante vida de prateleira.

Tempo (dias) CN cP AP2000 AP4000 BA2000 BA4000
1 3,93+0,36°F 3,68+049F 4,42 +0,39 4,46 £ 0,114 4,55 + 0,05 =42 4,36 + 0,09 =
3 4,32+0,23# 4,34 + 0,28 =* 4,45 + 0,38 =* 4,08 + 0,20 =4 4,12+0,27 * 4,42 +0,48 *
5 4,37 £0,14 48 4,49 + 023 = 4,28 + 0,26 ** 4,22+0,15% 4,300,128 4,22 +0,35%
7 4,37 £ 0,22 348 4,54 0,334 4,51 +0,1524 4,32 +0,114 4,20 £ 0,18 =848 4,060,235
Delta logie +0,44 +0,86 +0,09 0,14 -0,35 -0,30

CN: controle negativo (racdo sem indculo e acidos organicos); CP: controle positivo (racdo inoculada com fungo sem acidos organicos); AP2000: acido
propidnico 2000g/ton; AP4000: acido propionico 4000g/ton; BA2000: blend de acidos 2000g/ton; BA4000: blend de acidos 4000g/ton; Delta (log;s) =
(Contagem final - contagem inicial). Médias seguidas de letras minisculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de significancia. Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia.
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3.7 Atividade de 4gua

Para atividade de agua, houve efeito significativo para tratamento, tempo e interacdo entre
tratamento e tempo (p<0,05). A atividade de agua da ragao armazenada variou de 0,5647 a 0,6366. O
controle negativo apresentou média inferior aos demais tratamentos (Tabela 4).

Osvaloresdeatividade dedguaobtidosno presente estudo sao muito baixos para o desenvolvimento
microbiano. A racao farelada apresenta pouca agua livre disponivel para o desenvolvimento fungico.
Fungos deteriorantes precisam de Aw minima de 0,80 ©%; mais especificamente, o A. flavus demanda
ao menos 0,71 de atividade de d4gua para o seu crescimento, com valor étimo de 0,98 &9 (International
Commission on Microbiological Specifications for Foods - ICMSF, 1996). Isso significa que nao foi possivel
avaliar a efetividade dos tratamentos frente a Aw, uma vez que os valores obtidos nao estavam dentro

do limite minimo para o desenvolvimento de fungos filamentosos “.

3.8 Temperatura

Para temperatura, houve efeito significativo para tratamento, tempo e interagao entre tratamento
e tempo (p<0,05). O controle positivo foi o Unico que apresentou média inferior aos outros tratamentos.
Essa menor temperatura poderia limitar o crescimento do fungo e desacelerar sua atividade metabdlica,
porém ainda se encontra em niveis aceitaveis para o desenvolvimento de A. flavus (Tabela 4). A. flavus
apresenta faixa de temperatura para crescimento entre 24 e 40 °C, cuja temperatura étima se da perto
dos 35°C "9, A temperatura do ambiente em que foram armazenados os sacos contendo as ragdes variou
de 24 a 32 °C ao longo do armazenamento. Essa faixa de temperatura descreve-se como ideal para o
crescimento de A. flavus. Vale ressaltar que a temperatura de um meio pode ser influenciada por dois
fatores principais: a temperatura ambiente e a influéncia de sistemas de refrigeracdo ou aquecimento.
No entanto, neste estudo, o local de armazenamento das amostras das racdes nao continha mecanismos
para manipular a temperatura. Isso significa que houve variacdo na temperatura ambiente, sem que,
necessariamente, isso fosse explicado pelo metabolismo do fungo.
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Tabela 4. Atividade de 4gua e Temperatura de racdo farelada para suinos em terminacdo inoculada com Aspergillus flavus (5,0 x 10 esporos mL")
avaliada durante vida de prateleira.

Tempo (dias) CN cP AP2000 AP4000 BA2000 BA4000
Atividade de dgua
1 0,55+ 0,02 & 0,64 + 0,00 2bA 0,57 £ 0,03 b<B 0,58 + 0,02 b<C 0,62 + 0,013bBC 0,61 + 0,03 ab<B

N o Ww

0,59 £ 0,01 B
0,54 £ 0,01 b8
0,58 + 0,00 P*8

0,63 £ 0,01 3bA
0,63+0,01 24
0,64 + 0,00 2bA

0,64 + 0,02 3bA
0,65+0,01 2
0,63 + 0,00 2bA

0,61 + 0,02 ab<BC

0,65+ 0,01 28

0,63 + 0,01 3PABC

0,59 + 0,02 <¢
0,64 + 0,02 aABC
0,62 + 0,01 abBC

0,60 + 0,01 b<B
0,62+0,0128
0,62 + 0,00 28

3
5
7

26,67 + 0,58 bA
27,00 + 0,00 2
27,00 £ 0,00 #A
27,00 £ 0,00 #A

26,00 + 0,00
26,00 + 0,00 2
26,00 + 0,00 2
26,00 + 0,58 2

Temperatura

27,33 + 0,58 3bcAB

26,33+ 1,152
26,33 £ 0,58 %

27,00 + 0,00 28

27,67 + 0,58 3bcAB

26,67 £ 0,58 %8
26,67 £ 0,58 %8
27,00 + 0,00 28

28,00 + 0,00 24
26,33 £ 0,58 %
26,67 + 0,58 %8
27,00 + 0,00 28

28,00 + 0,00 2+
27,00 + 0,00 8
26,00 + 0,00 ¢
27,00 + 0,00 28

CN: controle negativo (ragdo sem inéculo e acidos organicos); CP: controle positivo (racdo inoculada com fungo sem acidos organicos); AP2000: acido
propiénico 2000g/ton; AP4000: acido propidnico 4000g/ton; BA2000: blend de acidos 2000g/ton; BA4000: blend de acidos 4000g/ton; Médias seguidas
de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Médias seguidas de letras maiusculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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4. Conclusao

Os acidos utilizados mostraram eficacia na reducdo das contagens de A. flavus nas ragoes. Além
disso, os acidos promoveram a diminuicdo do pH das racdes, embora ndo tenham influenciado a
temperatura nem a atividade de dgua. Dessa forma, o uso de acidos organicos apresenta-se como uma
alternativa promissora para o controle do crescimento de fungos contaminantes em racoes fareladas,
contribuindo para a manutencao da qualidade e seguranca durante o periodo de vida util do produto.
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