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EFEITO DE DIFERENTES NiVEIS DE UMIDADE COM E SEM UTILIZACAO DE
ANTIFUNGICO EM DIETAS PARA CAES

RESUMO

Em virtude da importancia que os animais de estimacao representam na vida de
seus donos, as industrias se preocupam cada vez mais em oferecer alimentos
palataveis, nutricionalmente balanceados e que nao coloquem em risco a saude dos
animais que os consomem. Para prevenir o desenvolvimento fungico, pode-se tomar
alguns cuidados como uso de aditivos, controle da umidade e atividade de &agua.
Pela falta de estudos com caes utilizando acidos organicos como conservante foram
realizados trés experimentos, utilizando quatro tratamentos: T1 (8,12% de umidade
sem acido propidnico); T2 (10,21% de umidade sem &cido propiénico); T3 (10,21%
de umidade com 0,065% de acido propiénico) e T4 (10,21% de umidade com 0,13%
de acido propiénico). No primeiro experimento as dietas foram armazenadas em
camara com umidade relativa do ar de 75% e temperatura de 25 a 28°C para a
determinagdo de CO; nos tempos zero, 30, 60 e 90 dias por meio de titulagédo, a fim
de estimar o desenvolvimento fungico. Houve interagdo entre tratamentos e tempo
de armazenamento, havendo diferenga significativa apenas para o T2 medido aos
90 dias, na qual foi encontrada a maior concentragdo de CO,. O segundo
experimento, para determinagdo de primeira escolha e consumo voluntario, foi
realizado com 20 cdes adultos, onde todos os tratamentos foram confrontados, dois
a dois, durante trés dias seguidos para cada teste, totalizando 60 observagdes. Os
animais apresentaram preferéncia, tanto para consumo como primeira escolha, para
os tratamentos T3 e T4 em relacdo ao T1. Dietas com maior umidade associadas
com acido propibnico proporcionam melhor resposta de consumo e primeira escolha.
No terceiro experimento foi determinado a digestibilidade e produgédo de aménia das
quatro dietas por meio da colheita total de fezes, foram utilizados oito caes adultos
da raga Beagle, distribuidos em quadrado latino duplo (4x4). Ndo houve diferenga na
digestibilidade das dietas, porém no T4 houve diminui¢do na produgdo de amoénia
nas fezes.

Palavras-chave: Acido propidnico. Alimento seco extrusado. Atividade de &gua.
Digestibilidade. Fungo. Palatabilidade.



EFFECT OF DIFFERENT MOISTURE LEVELS WITH OR WITHOUT UTILIZATION
OF MOLD INHIBITOR IN DOG DIETS

ABSTRACT

Due to the importance that pets represents to their owners, industries worried about
to offer palatable foods, nutritionally balanced and that to avoid any risk to the
animal. To prevent mold growth, they must to take some cares, as the use of some
food additives and control of moisture and water activity. Due to the lack of studies
with dogs using organic acids as food preservatives, they were conducted three trials
with four treatments: T1 (8.1% moisture without propionic acid), T2 (10.2% moisture
without propionic acid), T3 (10.2% moisture with 0.065% propionic acid) and T4
(10.2% moisture with 0.130% propionic acid). On the first trial the diets were storied
in a chamber with air relative moisture of 75% and temperature of 25 to 28°C for CO,
determination on times: 0, 30, 60 and 90 days through titulation, to estimate mold
growth. It was interaction among diets and storied time. It was significative difference
only to the diet T2 measured in 90 days, in which was found the highest CO,
concentration and, therefore, the highest mold growth. The second trial to the
determination of first choice and food intake was conducted with 20 adult dogs,
where all treatments were confronted, two by two, during three consecutive days to
each test, totalizing 60 observations. The animals presented preference, as is to food
intake as first choice, to treatments T3 and T4 comparing with T1. Diets with higher
moisture content associated with propionic acid results in better answers to food
intake and first choice. On the third trial it was determinate the digestibility and the
production of ammonia of four treatments through total fecal collection method, they
were utilized eight adult Beagles dogs, allocated in a double latin square desing (4 x
4). They were no difference on digestibility of diets, however on T4 it was a decrease
on fecal ammonia concentration of dogs

Key words: Digestibility. Dry extruded dog food. Fungus. Palatability. Propionic acid.
Water activity.



CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUGCAO

Por vérias razdes a industria de alimentos para cdes e gatos visa produzir
alimentos com maior tempo de prateleira e que mantenha a saude dos animais que
os consomem. A principal técnica empregada para prevenir ou retardar a
deterioragcédo dos alimentos é a combinacao de parametros, os quais podem atuar de
maneira sinérgica para prevenir ou retardar o desenvolvimento microbiano. Os
parametros mais comumente empregados séo redugdes da atividade de agua (Aa),
reducao do pH, tratamento térmico e uso de antimicrobianos (CHIRIFE e FAVETTO,
1992; LEISTNER,1994).

O alto teor de umidade favorece o aparecimento de fungos tanto nos graos,
ainda no campo ou mal armazenados, quanto nos alimentos ja processados e
prontos para consumo. A falta de controle da umidade durante o armazenamento é
condicao favoravel para o desenvolvimento de fungos, podendo comprometer todo o
alimento, devido ao contato de particulas contaminadas.

A melhor medida da concentracdo de agua, em termos de propriedades fisico-
quimicas, nos produtos, refere-se a medi¢ao de sua atividade (Aa), ou seja, medida
do teor de agua livre no produto. A agua pode estar como agua ligada e agua livre,
resultando em conteudo total de agua (umidade). 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 microorganismos é
paralisado, ndo havendo desenvolvimento ou reproducdo; ou pode encontrar-se
livre, estando disponivel para as reacgbes fisicas (evaporacdo), quimicas
(escurecimento) e microbiolégicas, tornando-se a principal responsavel pela
deterioragéo do produto.

Um dos fatores de risco para a saude dos animais se refere a contaminacao
dos alimentos por fungos e outros microrganismos. Esta contaminagéo tem inicio na
lavoura e pode agravar-se durante a producao e armazenamento da matéria-prima,
principalmente os graos, que sao amplamente utilizados na fabricacdo de racdes

para varias espécies animais, até a industrializagdo e embalagem. Outros fatores de



risco estdo inerentes aos estabelecimentos comerciais, no que se refere ao
armazenamento e a oferta do produto para os consumidores.

Grande parte das ragbGes para animais de companhia, comumente
consideradas como alimentos completos, formula-se a base de cereais e devem
incluir todos os nutrientes necessarios para uma alimentagdo adequada. No alimento
balanceado consumido por cdes, 0s cereais constituem-se na matéria prima
principal. Entretanto, estes ingredientes sdo substratos étimos para o crescimento de
fungos (GONZALEZ et al., 1998).

A lista de substancias quimicas com agado antifungica é bastante extensa,
mas ainda muito restrita ao ser comparada com o numero de drogas antibacterianas
disponiveis, (NOBRE, 2002). O que gera duvidas quanto a melhor dosagem e tipos
de antifungicos a serem adicionados. O desenvolvimento fangico em graos,
matérias-primas e racdes, além de comprometer sua qualidade, pode causar sérios
problemas a saude humana e animal, sendo um tema que merece atengéo.

Os danos causados pelos fungos estao relacionados as perdas nutricionais
de matérias-primas e alimentos completos e, dependendo da espécie e condi¢coes
favoraveis, estes produzem toxinas. Com a deterioracdo causada pelos fungos, o
odor do alimento é alterado e pode fazer com que os caes deixem de ingerir este
alimento.

A ingestdo dos alimentos obedece a diversos fatores bioquimicos e
neuroendécrinos que agem sobre o sistema nervoso (hipotalamo) promovendo a
fome ou a saciedade. O hipotalamo exerce influéncia na auto-selecéo de alimentos,
nas respostas a dietas com alto conteudo protéico, no desbalanceamento de
aminoacidos, no estresse alimentar, na textura dietética, na consisténcia e paladar,
na aprendizagem aversiva (experiéncias negativas), no olfato e nos efeitos de
manipulagées hormonais (BERNARDIS e BELLINGER, 1996). Quando um alimento
€ aceito pelo cdo deduzimos que é palatavel, mas precisamos conhecer também a
sua composicdo e digestibilidade, s6 assim teremos certeza que o animal estara
bem nutrido e saudavel.

Como os caes preferem alimentos de sabor adocicado e mais Umido, poderia
ocorrer a rejeicdo dos alimentos com aditivos acidos. Os 4cidos organicos em sua
maioria possuem dupla finalidade, acidulante e conservante. O acido propidnico é
usado pelas suas propriedades fungistaticas e fungicidas. Entretanto, em virtude do

limitado niumero de pesquisas utilizando este acido organico em alimentos para



animais de companhia, objetivou-se investigar a acdo do acido propiénico sobre o
controle do desenvolvimento fungico nos alimentos e possiveis beneficios deste aos

caes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem da contaminacao dos alimentos por microrganismos

Desde o tempo em que o homem primitivo comegou a cultivar vegetais e a
estocar alimentos, a contaminagao fungica tem demandado sua atencdo. Os fungos
tém invadido, fermentando, descolorindo e deteriorando os alimentos e, assim,
transformando nutritivos produtos agricolas em produtos toxicos e insalubres. Os
produtos fungicos tém ampliado cada vez mais sua importancia no cenario mundial,
com suas propriedades antibioticas, anabolizantes, estrogénicas, carcinogénicas,
mutagénicas, teratogénicas, etc., a ponto das micotoxinas serem consideradas como
"poluentes ambientais" (CAMPQOS, 2007).

As micotoxinas sdo compostos organicos (produzidos pelos fungos),
biologicamente ativos, que podem causar problemas de intoxicacbes agudas,
subagudas ou crénicas, com efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos,
entre outros (ROSA, 2002). Os metabdlitos secundarios de origem fungica possuem
diversas estruturas quimicas. Ademais, sao sintetizados por diferentes vias a partir
de um ou mais metabdlitos provenientes do metabolismo primario. As principais
micotoxinas tém sido reconhecidas como produtos do metabolismo dos géneros
Aspergilus, Penicilium e Fusarium. A maioria das espécies produtoras de
micotoxinas sao saprofitas e umas poucas sao patogénicas facultativas de vegetais
(KALE e BENNET, 1999; PITT, 2000).

Quantificar e qualificar o crescimento de fungos filamentosos é muito dificil
quando se compara com a aplicagcdo da técnica para bactérias e leveduras. Essas
dificuldades residem, principalmente, nas caracteristicas morfolégicas desses
microrganismos, pois suas hifas ndo se destacam facilmente do substrato, além de
serem formadas por varios segmentos que podem transformar-se em coldnias
isoladas. Em geral, tem sido demonstrado que os propagulos fungicos constituem
um indicador da condicao higiénica sanitaria das racdes, sendo que as contagens

ndo devem exceder os valores de 1 x 10* UFC.g™' (Good Manufacture Practice -



GMP, 2005). A legislacao brasileira atual seja por parte da area da Agricultura ou da
Saude, ndao enquadram a contaminacao fungica em nenhum limite maximo tolerado,
e consideram os fungos como simples agentes de deteriora.

Dos microrganismos capazes de colonizar os graos, os fungos sao os mais
tolerantes a baixa atividade agua e, portanto mais importantes na deteriora dos
graos (CAST, 1989). Estes organismos estdo implicados nas perdas de matéria seca
do gréo, devido a utilizagdo de reservas de carboidratos, proteinas e lipidios
destruindo o poder de germinacéao, diminuindo o valor nutricional e a digestibilidade,
com consequente produgao de micotoxinas.

Em geral, o crescimento fungico ocorre numa faixa mais ampla de Aa (1,0 a
0,80), em comparacado com a produgcédo de micotoxinas (1,0 a 0,95) (NORTHOLT et
al., 1979). A temperatura tem notével influéncia sobre a Aa. Quando a temperatura é
6tima, a Aa requerida para o crescimento pode ser baixa e, deve ser 6tima nos
extremos minimos e maximos de temperatura (BULLERMAN et al., 1984). Alguns
estudos tém demonstrado que as espécies de Penicilium podem crescer e produzir
micotoxinas, sobre uma faixa de temperaturas mais ampla que as espécies de
Aspergilus. Uma espécie fungica pode requerer diferentes condicbes de Aa e
temperatura para a producao de duas micotoxinas diferentes ou, uma mesma toxina
fungica pode ser produzida em diferentes condigdes ambientais por duas espécies
(KROGH, 1987).

A concentragdo de ions hidrogénio pode ser alterada nos graos com alto
conteldo de umidade, pela incorporagdo de conservantes tais como: acido
propiénico e acido lactico. Estas mudancas podem afetar os processos metabdlicos,
especialmente os relacionados com a esporulagdo e a morfogénese, modificando os
limites de Aa nos quais ocorrem a germinagao e o crescimento dos conidios fungicos
sobre a superficie dos graos.

O tipo de substrato é outro fator determinante na producado de micotoxinas,
afetando tanto a qualidade como o tipo de matabdlito téxico produzido. A
variabilidade na produgédo de toxinas em diferentes alimentos pode atribuir-se as
caracteristicas fisicas e quimicas do substrato. Os parametros fisicos incluem
disponibilidade de agua, 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 os contetdos de proteinas,

gorduras, aminoacidos e minerais.



A forma mais eficaz para prevenir os problemas causados por micotoxinas €
evitar que o fungo cresca sobre o substrato, deixar a umidade abaixo dos requisitos
do fungo, monitorar a temperatura dos graos armazenados. Outra acao seria evitar a
germinacao dos esporos de fungos, bem como o desenvolvimento do micélio no
substrato que poderia estar contaminado com estas micotoxinas, utilizando produtos
quimicos inibidores. (MORENO et. al., 2000).

2.1.1 Contaminacoes em produtos vegetais e racoes

Diversos trabalhos sobre a contaminagdo de alimentos e ragdes por fungos
toxigenos foram publicados nos ultimos anos. Aspergilus flavus foi isolado em 86,6%
de 90 amostras de milho provenientes de diversas regides do Brasil (ASEVEDO et
al., 1994).

ROSA (2002) estudou a microbiota toxigena de produtos vegetais e racoes
destinadas a alimentacéo de frangos de corte em quatro fabricas de ragéo do estado
do Rio de Janeiro e observou que o género Aspergilus sp. foi prevalente (40,6%),
seguido de Penicilium sp. (39,8%) e Fusarium sp. (14,7%), dentre outros.

Outro estudo em 150 amostras de milho recém-colhidos de varias regides do
Parana demonstrou que a ocorréncia natural de representantes dos géneros
Fusarium e Penicilium foi de 98,7 a 100%, enquanto a ocorréncia natural de
espécies de Aspergilus foi de 2,7 a 27,7% nas regides Norte e Centro-Oeste do
Estado, respectivamente. As amostras provenientes do Centro-Sul do Estado
demonstraram a prevaléncia de espécies de Fusarium sp. (23,5 a 82,5% de espigas
infectadas) e de Penicilium sp. (15 a 89% de espigas infectadas), segundo ONO et
al. (1999).

MAIA e SIQUEIRA (2002) estudaram 100 amostras de ragcdo para animais
domésticos, sendo 45 para cées, 25 para gatos e 30 para passaros. Estes autores
detectaram aflatoxinas em 12% das amostras utilizando a metodologia de
cromatografia em camada delgada de silica. A concentracao total de aflatoxinas foi
de 15 a 374 ng/g, com média de 131 ng/g. Todas as amostras de racdo que
continham amendoim ou derivados foram positivas para aflatoxinas. Estudos
realizados em 130 amostras de milho recém-colhido e milho armazenado em S&o
Paulo provenientes da colheita do ano de 1991 demonstraram que Fusarium sp. foi
o género fungico dominante (84%), seguido de Penicilium sp. (55%) e Aspergilus sp.
(41%) (POZZI et al., 1995).



MAGNOLI et al. (1998) estudaram a microbiota de 120 amostras de
ingredientes de uma planta de producdo em Cérdoba (Argentina) onde detectaram a
presenca de espécies pertencentes a 15 géneros fungicos. Os géneros
predominantes foram Fusarium sp. e Penicilium sp. em 67,5% das amostras,
seguidos de espécies do género Aspergilus sp. em 57,5% das amostras analisadas.
As contagens de UFC/g de ragao para frangos esteve dentro da faixa compreendida
entre 2,0 x 10° a 3,0 x 105UFC/g de amostra. Estes autores ressaltaram que o valor
limite que estabelece a qualidade higiénica de uma racao é considerado como o de
1 x 10* UFC/g pelo Good Manufacture Practice (GMP, 2005). SCUDAMORE et al.
(1997) informaram que os alimentos balanceados para cées estavam mais
contaminados que as matérias primas utilizadas em sua elaboragao.

Apo6s examinarem 330 amostras de ingredientes para a elaboragdo de ragao
animal, SCUDAMORE et al. (1998) relataram que a aflatoxina B1 é a micotoxina
mais comumente detectada e que o gluten de milho foi o ingrediente que mais
apresentou-se contaminado com o0s niveis mais elevados de AFB1 (41 ng/qg).
Diversos autores, SCUDAMORE et al. (1997); HENKE et al. (2001) e MAIA e
SIQUEIRA (2002), informaram que as aflatoxinas tém sido detectadas em alimentos
comerciais na América do Norte e do Sul, devido a incorporagcdo de milho e de
oleaginosas como ingredientes significativos de elaboragdo. Os alimentos comerciais
para caes e gatos geralmente tém baixos niveis de aflatoxinas, entretanto, os
percentuais de amostras positivas variaram segundo a qualidade da amostra. Quase
todas as amostras positivas continham menos de 20 pg/kg de aflatoxina B1.

Mesmo niveis minimos de micotoxinas podem causar danos aos 6rgaos dos
animais, pelo sinergismo que ocorre entre elas aumentando a sua capacidade de
acdo nos 6rgdos alvos como figado e rins principalmente. SHARMA e MARQUEZ
(2001) estudaram os niveis de contaminacao por aflatoxinas (AFB1, B2, G1, G2, M1,
M2 e P1) em 35 ragGes para caes no México, relatando que AFB1 foi detectada em
79% das amostras; AFB2 em 26%; AFG1 em 63%; AFG2 em 21%; AFM1 em 63%;
AFM2 em 89%; AFP1 em 58% das amostras; e, Aflatoxicol em 47% das amostras.
Os niveis mais elevados de aflatoxina B1 foram de 39,7 ng/g de racdo. A
contaminagado com fungos toxicogénicos e micotoxinas foi avaliada em Portugal por
MARTINS et al.(2003). Neste estudo os autores isolaram espécies toxigénicas do

género Aspergilus e Fusarium, e se detectaram as micotoxinas fumonisinas (FBs),



deoxinivalenol (DON) e ocratoxina A (OTA). Sendo que Aspergilus flavus foi
prevalente em 14 a 16% de amostras em Portugal.

Estudo realizado na Universidade da Carolina do Norte, E.U.A. em 2002
revelou os seguintes numeros: milho em graos: 70% das amostras positivas para
Deoxinivalenol, 37% para as fumonisinas, zearalenona em 11%, 9% para a
aflatoxina e 6% para toxina T2, um total de 231 amostras analisadas. (WHITLOW e
HAGLER, 2002).

2.2 Emprego de acidos organicos como conservantes em alimentos

Pode-se definir como conservante toda a substancia que impede ou retarda a
alteracédo dos alimentos provocada por microrganismos ou enzimas. O controle do
crescimento de microrganismos em alimentos por conservantes quimicos a base de
acidos organicos esta relacionado com o pH do meio. A forma nao dissociada da
molécula é que confere a caracteristica antimicrobiol6gica dos conservantes. Os
valores de pKa (pH nos quais 50% da molécula se encontram na forma dissociada)
da maioria dos conservantes encontram-se na faixa de pH entre 3,0 e 5,0, portanto a
concentracdo da forma nado-dissociada aumenta com o aumento da acidez,
garantindo uma maior eficiéncia no controle dos microrganismos (AZEREDO,
2004).A escolha de um agente de conservagao deve ser baseada no conhecimento
do seu espectro antimicrobiano, as propriedades quimicas e fisicas tanto do alimento
quanto do conservante, as condicbes de manuseio, processo e estocagem e, a
seguranga de uma alta qualidade inicial do alimento a ser conservado.

Como aditivos para a industria alimenticia, os acidos possuem uma dupla
finalidade: acidulante e conservante. O &cido fosférico é usado na industria de
refrigerantes do tipo cola para reduzir o pH. O &cido acético € usado na fabricagao
de maioneses e molhos para saladas para dar aos mesmos um sabor levemente
picante. Outros acidos organicos tais como o citrico, tartarico, malico, lactico e o
fumarico sado utilizados em uma grande variedade de alimentos, em fungdes
similares. Os acidos propidnico e sérbico sdo usados pela sua agdo antimicrobiana,
€ particularmente usado pelas suas propriedades fungicidas. O acido propidnico, em
solucdo de 10%, € aplicado na superficie de queijos para evitar a formacéo de
mofos. O efeito como fungicida é maior em pH por volta de 4,0 que em pH 5,0. Os
sais de calcio e de sbédio do acido propibnico também apresentam propriedades

antimicrobianas.
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As drogas antifungicas exercem acoOes fungistaticas e fungicidas, direta ou
indiretamente. Os antifungicos tém caracteristicas especiais quanto ao mecanismo
de acdo, via de administracdo, acdo em micoses superficiais e ou sistémicas,
podendo ser classificados com base no sitio-alvo e estrutura quimica, sendo que
estes atuam em sua maioria na membrana celular, excetuando-se a fluocitosina e a
griseofulvina, que atuam na sintese do acido nucléico (LACAZ et al, 1991).

KRABBE et al. (1996), avaliando a eficiéncia de antifungicos observaram que
o sulfato de cobre adicionado a milho triturado durante o armazenamento, foi
ineficiente. Por outro lado, estes mesmos autores observaram que o &cido
propidnico utilizado em dosagem correta foi eficiente no controle de fungos,
reduzindo perdas de valor nutricional em milho.

Os danos causados pelos fungos estdo relacionados as perdas nutricionais
em matérias-primas e alimentos completos e, dependendo da espécie e condicoes
favoraveis estes produzem toxinas. KRABBE e MACIEL, (1995), observaram que o
acido propidnico foi eficiente no controle de fungos, reduzindo perdas do valor
nutricional em milho. Entretanto, o uso de antifungico a base de &cido propionico é
pouco utilizado em alimentos para cdes e nao ha informagdes publicadas
disponiveis, apesar de sua inocuidade para a saude animal e humana.

GOMEZ et al. (2008), avaliaram o desenvolvimento fangico em milho
contaminado, durante sete semanas. Os testes foram em nivel de laboratério, com
uso de trés produtos que tinham como base o &cido propidnico, todos foram

eficientes na reducao dos fungos ao longo do tempo.

2.3 Caracteristicas dos acidos organicos

Sao substdncias que apresentam uma carboxila (COOH) na estrutura
carbonada. (HART e SCHUETZ, 1972). Assim, &cidos graxos de cadeia curta ou
longa, amino&cidos, vitaminas e diversos outros compostos organicos podem ser
considerados acidos organicos. Entretanto, sdo considerados como aditivos de
racbes apenas 0s acidos de cadeia curta e volateis, seus sais ou ésteres. Muitos
pesquisadores questionam o termo acido organico, ja que em alguns casos, acidos
como o fosférico, que nédo apresenta carboxila, sdo utilizados em produtos
comerciais, e sugerem os termos acidificantes ou acidulantes para designar de
forma genérica, produtos compostos por acidos organicos associados ou nao a

acidos inorganicos.
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O acido propandico conhecido usualmente por acido propiénico ou acido
propilico (C3H602) é um acido monocarboxilico, saturado, de cadeia aberta, liquido,
incolor e que produz vapores irritantes, apresenta formula estrutural: CH3 — CH2 —
COOH. O nome usual &cido propiénico € de origem grega: pro (primeiro), pion
(graxo, gordura).

As primeiras formulacdes de acido propidnico que sairam no mercado foram
utilizadas para o tratamento de graos de milho com alto teor de umidade (20 a 30%)
para a alimentagcao de bovinos (SAUER e BURROUGHS, 1974), porém o uso deste
acido apresenta a desvantagem de ser altamente corrosivo e volatil. As vantagens
especiais da utilizacdo de compostos (sais) que contém acido propiénico e aménio
propionato é que estes sdo0 menos corrosivos que 0s acidos puros, além disso, néo
geram gases nocivos que poderiam causar intoxicagoes nas pessoas que os aplicam
e previnem eficazmente o desenvolvimento de fungos e seus metabdlitos
(micotoxinas) em gréos armazenados.

Recentemente encontramos no mercado outras formas de derivados do acido
propiénico para proteger contra a contaminagao por fungos os graos armazenados €
alimentos completos para animais. Por exemplo, acido propiénico produzido por
processos especiais de modo a formar um complexo (dipropionato de aménio, com
dois ions propionato e um ion aménio), que proporciona uma maior capacidade
"Tampao”, um convencional sal-acido. Este complexo dissocia-se na presenca de
umidade nos alimentos e gréaos, que libera o propionato livre e proporciona uma

maxima inibi¢do de fungos.

2.3.1 Mecanismos de acao dos acidos organicos no microrganismo

Este ponto ainda ndo esta completamente elucidado, sugere-se que uma
primeira forma de acdo pode ser o controle de microrganismos que nao se
desenvolvem em pH &cido. Assim, alguns acidos organicos podem difundir-se
através da membrana acidificando o conteudo celular ou ainda podem interferir na
permeabilidade da membrana celular, desarranjando o transporte do substrato bem
como a fosforilacdo oxidativa do transporte de elétrons desta membrana.
(KIESSLING e PETTERSSON, 1991), citado por SANTURIO (1993). Portanto,
alteracdes do pH citoplasmatico e desnaturacado de proteinas, bloqueio de enzimas
envolvidas no metabolismo de carboidratos, bloqueio da reproducao assexuada e do

desenvolvimento de esporos, sao evidenciadas quando se usa acido organico de
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cadeia curta. Ja os acidos organicos insaturados, como o acido ascérbico, sao
capazes de inibir o transporte de elétrons nas mitocdndrias da célula.

Segundo ADAMS (1999) os acidos organicos tém sido considerados como
responsaveis pela quebra no metabolismo de aminoéacidos, sintese do DNA e
metabolismo energético dos microrganismos. Os acidos diminuem o pH intracelular
e podem causar alteracdo na permeabilidade da membrana com o bloqueio do
substrato do sistema de transporte de elétrons. Os &acidos lipofilicos fracos como
lactico, acético ou propidnico sdo capazes de passar através da membrana celular
de microrganismos em seu estado ndo dissociado e dissociam-se no interior da
célula, produzem ions H+ que diminuem o pH da célula. As células reagem
eliminando os prétons tentando manter o pH constante e esse mecanismo faz com
que o gasto energético seja maior, reduzindo o crescimento celular microbiano. Por
sua vez os anions RCOO - do acido, impedem a sintese de DNA fazendo com que a
proteina ndo se replique NURSEY, (1997), citado por CHOCT (2004).

2.3.2 Mecanismos de acao dos acidos organicos no animal

Segundo EIDELSBURGER (2001), os 4&cidos organicos atuam pelos
seguintes mecanismos: Efeito antimicrobiano nos alimentos em si e, cuja
concentracao 6tima, para higienizar os alimentos, € menor do que a necessaria para
acidificar o trato digestivo; pela diminuicao do pH na parte inicial do trato digestério e
consequentes efeitos sobre a producdo de pepsina e na digestdo; pela sua
capacidade anidénica tamponante com cations das dietas (Ca++, Mg++, Fe++, Cu++,
Zn++), aumentando a digestibilidade e retencao desses elementos e pela utilizacdo
da energia do &cido no metabolismo demonstrado por HUME et al. (1993) com acido
propibnico. Para ADAMS (1999) a eficacia dos acidos organicos puros ou
combinados € o resultado da sua concentragdo, do pKa e da capacidade de
quelagao dos acidos.

Outro possivel mecanismo seria, segundo KIRCHGESSNER e ROTH (1982),
a reducdo do pH géastrico em suinos jovens, recém desmamados, resultando no
aumento da conversao de pepsinogénio em pepsina. Sugere-se que este aspecto
retardaria o crescimento de Escherichia coli permitindo com isso, um maior
desenvolvimento de bactérias produtoras de acido lactico. Paralelamente a esta
acao sobre populagdes microbianas do trato gastrointestinal (TGl), os &cidos

organicos podem proporcionar uma melhora significativa na utilizacdo dos nutrientes
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da dieta. KIRCHGESSNER e ROTH (1982) verificaram aumento na retencado de
nitrogénio, célcio e fosforo em suinos alimentados com acidos organicos. Entretanto,
este beneficio deve ser questionado nas aves, pois, 0 pH do proventriculo ja é baixo
e uniforme desde a eclosao, nao alterando no decorrer de sua vida (HERPOL, 1966
citado por PENZ et al., 1993).

SMITH (1965) citado por PENZ (1993) observou redugdo no pH do papo de
aves alimentadas com acidos organicos, mas nao na moela e intestino. O mesmo
autor observou que a reducdo do pH do papo inibiu a multiplicacdo de
microrganismos resultando em uma concentracdo extremamente baixa de
microrganismos na moela e intestino delgado sugerindo que o local de a¢ao dos
acidos organicos, em aves, seja 0 papo.

2.3.3 Métodos de aplicacao

Os propionatos podem ser aplicados utilizando-se de varios métodos, sendo
que a escolha depende das conveniéncias no processo e do tipo de produto a ser
conservado. Os cinco métodos mais comuns de aplicagdo sao: adicdo ou
incorporacdo direta no produto, imersdo, vaporizagdo, polvilhamento ou
incorporagédo na embalagem. Mais de um método poder ser usado para garantir uma
perfeita aplicacdao do conservante ao produto. Acima de 60°C, o &cido propidnico
comeca a sublimar, sendo volatil com o vapor, sem decompor-se. Esta volatilidade
deve ser considerada quando o propionato € aplicado antes de uma fase de

aquecimento no processo existente.

2.4 Atividade de agua

Os macro e micro nutrientes, que compdem os produtos destinados a
alimentagdo humana e animal, dependem da presenca de agua, que confere textura,
disponibilidade organica, palatabilidade, estabilidade e maior peso. Entretanto, esta
agua pode ser o principal fator intrinseco na decomposi¢éo do produto (NETO et al,
1976). Umidade, valor quantitativo de 4gua em uma amostra em base seca ou base
umida, propriedade que depende da quantidade da amostra. Atividade de agua,
medida do estado de energia da agua em um sistema (qualitativo), propriedade que
nao depende da quantidade de amostra.

A melhor medida da concentragdo de agua, em termos de propriedades

fisico-quimicas, nos produtos, refere-se a medicao de sua atividade (Aa), ou seja,
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medicao do teor de agua livre no produto. A agua pode ocorrer como agua ligada e
agua livre, resultando em conteudo total de a4gua (umidade). Podendo apresentar-se
intimamente ligada as moléculas constituintes do produto, ndo podendo ser
removida ou utilizada para qualquer tipo de reacdo, onde o metabolismo dos
microorganismos é paralisado, ndo havendo desenvolvimento ou reprodug¢do; ou
pode encontrar-se livre, estando disponivel para as reacdes fisicas (evaporacao),
quimicas (escurecimento) e microbioldgicas, tornando-se a principal responsavel
pela deterioracdo do produto (SCOOT, 1957). A velocidade das reacdes quimicas,
desejaveis ou ndo, depende da mobilidade e concentracdo dos compostos e
enzimas envolvidos, que sao conferidas pela quantidade de agua livre.

O conhecimento dos niveis da atividade de agua permite controlar inibicdo da
reproducdo microbiana, reagdes enzimaticas, oxidativas e hidroliticas do produto,
assegurando embalagem e condi¢cées de armazenamento adequado, valorizando o
produto, economicamente. O produto com atividade de agua estabelecida pode
apresentar maior qualidade e rendimento, melhor preservacao e tempo de vida
determinado com maior rigor.

A diferenca entre umidade e presenca de atividade de agua num produto
pode ser evidenciada através de uma forga motriz, presente no produto, que
proporciona o transporte da agua livre de um ponto de atividade de agua mais
intensa, para outro ponto em que a atividade de agua seja reduzida, embora, ambos
0s pontos encontrem-se com igual teor de umidade (que representa a agua total =
agua combinada + agua livre). Quando néo existe agua livre, a medida de atividade
de agua sera igual a Aa = 0,000, porém, se a amostra & constituida em sua
totalidade por agua pura, entdo Aa = 1,000. Portanto, as medicoes de Aa dos
produtos estdo compreendidas entre 0,000 e 1,000.

O comportamento microbiano frente a Aa é extremamente variavel, sendo que
as bactérias sdo mais exigentes, quanto a disponibilidade de agua livre, em relagdo
aos fungos e leveduras. Os substratos com Aa inferior a 0,600 estdo assegurados
quanto a contaminag¢do microbiana. Na Tabela 1 esta demonstrado o limite minimo
de Aa para alguns fungos toxigénicos e na Tabela 2 as concentracbes maximas de

micotoxinas permitidas em alimentos para animais de companhia.
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Tabela 1 - Limite minimo de atividade de agua (Aa) para fungos toxigénicos

Fungos Aa para Crescimento  Aa para Produc&o de Toxinas
Aspergillus clavatus 0,85 0,99 (patulina)

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

A. ochraceus 0,77 -0,83 0,83 —0,87 (ocratoxina A)
A. ochraceus 0,76 — 0,81 0,80 — 0,88 (acido penicilico)
A. parasiticus 0,82 0,87 (aflatoxina)
Penicilliumm cyclopium 0,82 -0,87 0,97 (acido penicilico)

P. cyclopium 0,81 -0,85 0,87 — 0,90 (ocratoxina)
P. expansum 0,83-0,85 0,99 (patulina)

P. isladicum 0,83 -

P. martensii 0,79 -0,83 0,99 (acido penicilico)

P. patulum 0,81 -0,85 0,85 — 0,95 (patulina)

P. veridicatum 0,83 0,83 — 0,86 (ocratoxina A)
Trichotecium roseum 0,90 -

Adaptado de Boletim Técnico Informativo BRASEQ (Brasileira de Equipamentos
Ltda, 1998).

Tabela 2 Niveis maximos de micotoxinas permitidos em produtos acabados
utilizados na nutricdo de animais de companhia

Micotoxinas Limites para Produto Acabado (ppb)
Aflatoxina Total(B1+B2+G1+G2) 20
Aflatoxina B1 10
Ocratoxina A 50
Fumonisina (B1+B2) 5000
Zearalenona 200
Don (Vomitoxina) 1000
Citrinina 500
Nivalenol 100
T2 100
ppb - ug/kg

Adaptado do Manual do Programa Integrado de Qualidade Pet (PIQPET — ANFAL
PET, 2007).
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3. CONCLUSAO

A maioria dos alimentos destinados a alimentagdao animal, quer seja animais
de producao ou animais de companhia tém como base graos, dentre eles o milho é
o mais utilizado, que também é a matéria-prima mais contaminada por fungos e seus
metabdlitos (micotoxinas). Esta contaminacdo ocorre no campo, transporte,
armazenamento, processamento e nos produtos acabados. Os estudos utilizando
acidos organicos, entre eles o acido propidnico, como inibidores do desenvolvimento
fungico, confirmam inibicAo na atividade destes e consequentemente menor
producdo de micotoxinas. No entanto ha necessidade de mais estudos para
determinar as concentragcoes destes inibidores fungicos que sejam eficientes e

economicamente viaveis.
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CAPITULO Il - EFEITO DE DIFERENTES NIiVEIS DE UMIDADE COM E SEM
UTILIZACAO DE ANTIFUNGICO EM DIETAS PARA CAES NA PRODUGCAO DE
CO;

RESUMO

O desenvolvimento fungico compromete a qualidade de graos e ragbes comerciais,
podendo, até mesmo, gerar efeitos adversos a saude humana e animal. Para evitar
a deterioracdo dos alimentos por fungos, varios antifingicos sao utilizados e
testados, porém ainda ha duvidas sobre a melhor dosagem e forma a ser utilizada.
Foram produzidas quatro dietas extrusadas para cdes com diferentes niveis de
umidade, com adicdo ou ndo de &cido propibnico, com o objetivo de avaliar a
producdo de CO.. As dietas (tratamentos) foram: T1 com 8,1% de umidade sem
adicao de acido propiénico; T2 com 10,2% de umidade sem adicdo de &cido
propiénico; T3 com 10,2% de umidade e adicdo de 0,065% de &cido propidnico e T4
com 10,2% de umidade e adicao de 0,13% de acido propidnico. Estas foram
armazenadas em camara com umidade relativa do ar de 75% e temperatura de 25 a
28°C para a determinagéo de CO, nos tempos zero, 30, 60 e 90 dias por meio de
titulacdo com &acido cloridrico (HCI) 0,05N, a fim de estimar o produgcédo de CO,. O
experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado em parcela subdividida
no tempo. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. Houve interacdo entre dietas e tempo de
armazenamento, apenas para a dieta T2 medida aos 90 dias, na qual foi encontrada
a maior concentragcdo de CO, e, portanto, o maior desenvolvimento fungico.
Alimentos secos extrusados para caes com umidade superior a 10% sem antifungico
podem apresentar expressivo desenvolvimento fungico com 90 dias de
armazenamento em camara com umidade relativa do ar e temperatura controlada.

Palavras-chave: Acido propi6nico. Alimento seco extrusado. Atividade de &gua.
Fungo.
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EFFECT OF DIFFERENT MOISTURE LEVELS WITH OR WITHOUT MOLD
INHIBITOR IN DOG DIETS ON CO, PRODUCTION

ABSTRACT

Mold growth undertakes grain and comercial rations quality, it may further, to
generate adverse effects to human and animal health. To avoid food deterioration by
fungus, many mold inhibitor are used and tested, however it still having doubts about
the best dose and way to be used. They were producted four extruded diets for dogs
with differents moisture content, with or without propionic acid, with the objective to
evaluate CO, production. The diets (treatments) were: T1 (8.1% moisture without
propionic acid), T2 (10.2% moisture without propionic acid), T3 (10.2% moisture with
0.065% propionic acid) and T4 (10.2% moisture with 0.130% propionic acid). The
diets were storaged in a chamber with air relative moisture of 75% and temperature
of 25 to 28°C to the determination of CO, on times: 0, 30, 60 and 90 days through
titulation with clorid acid (HCI) 0,05N, to estimate mold growth. The experiment
followed a completely randomized desing in split-plot. The results were submeted to
ANOVA and the means were compared through Tukey’s test. It was interaction
among diets and storaged time. It was significative difference only to the diet T2
measured in 90 days, in which was found the highest CO. concentration and,
therefore, the highest mold growth. Dry extruded dog foods with moisture content
higher than 10% without mold inhibitor may present expressive mold growth with 90
days storaged in controled moisture and temperature chamber.

Key words: Dry extruded food. Fungus. Propionic acid. Water activity.
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1. INTRODUCAO

A lista de substancias quimicas com acado antifungica é bastante extensa,
mas ainda muito restrita ao ser comparada com o numero de drogas antibacterianas
disponiveis (NOBRE, 2002), o que gera duvidas quanto a melhor dosagem e tipos
de antifungicos a serem adicionados. O desenvolvimento fangico em graos,
matérias-primas e ragdes, além de comprometer sua qualidade, pode causar sérios
problemas a saude humana e animal, sendo um tema que merece atencao.

A prevencédo do desenvolvimento fungico deve iniciar na armazenagem dos
graos, por meio do controle da umidade dos mesmos. Além disso, para cada nivel
de umidade devem ser adicionados niveis adequados de inibidores de fungos, tendo
em vista um determinado periodo de estocagem, pois geralmente seu
desenvolvimento pode ocorrer ainda a campo e uma ma estocagem de graos faz
com que esse processo seja acelerado.

Cuidados devem ser tomados para evitar o desenvolvimento fungico e
garantir a melhor alimentagdo aos animais quanto ao armazenamento da ragéo: as
embalagens devem ser mantidas em ambiente ventilado, afastadas do sol e de
outros animais que possam dela utilizar-se como (roedores e insetos, por exemplo) e
0 aumento da umidade deve ser evitado, pois propicia 0 aparecimento de fungos
produtores de toxinas.

Uma vez que a técnica mais antiga e ainda muito utilizada para conservacao
de alimentos é a remog&o da umidade, a atividade da agua (Aa) pode explicar a
estabilidade do produto por meio da determinacdo da disponibilidade de agua. A
agua pode ocorrer como agua ligada e agua livre, resultando no conteudo total de
agua (umidade). Essa dissociagao permite a previsdo das condigdes da participagéao
dessa agua em reagdes quimicas e enzimaticas ou do crescimento microbiolégico.

Segundo AZEREDO (2004) o objetivo principal da redugédo da atividade de
agua nos alimentos € a diminuigdo das alteragées microbioldgicas e LABUZA et al.
(1970) constataram que o ganho de umidade leva a alteragbes na textura dos
alimentos e ao aumento da atividade de agua, favorecendo as reacbes de
escurecimento enzimatico e ndo-enzimatico, e ao desenvolvimento de
microrganismos nas ragoes.

Os antifungicos tém caracteristicas especiais quanto ao mecanismo de acao,

via de administracdo, acdo em micoses superficiais e, ou sistémicas, podendo ser
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classificados com base no sitio-alvo e estrutura quimica, sendo que estes atuam em
sua maioria na membrana celular, (LACAZ et al., 1991).

Além dos antifungicos, outros fatores alteram o crescimento dos fungos, tais
como umidade, temperatura, quantidade adicionada de antifungico e disponibilidade
de O, e CO,. Os acidos orgéanicos produzem acidez, a qual por sua vez age como
flavorizante e também retarda a degradacdo enzimatica. Atuam como agentes
quelantes que se ligam a metais formando os quelatos metalicos, os quais previnem
ou reduzem a oxidacao oriunda da catdlise dos ions metalicos. Agem diretamente
como fortes inibidores do crescimento microbiano podendo ter uso na preservagao
de graos e ragdes, sanitizagdo da carne e como aditivo promotor de crescimento na
racao (BELLAVER e SCHEUERMANN, 2004).

Estudos que relacionem diferentes niveis de umidade com adi¢cdo ou néo de
antifangicos em alimentos ainda sao muitos escassos na literatura, entao, com base
nisso, foi avaliado o desenvolvimento fungico em alimentos secos extrusados para
caes em condicOes favoraveis ou ndo ao seu crescimento, utilizando como inibidor

fungico acido propibnico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Tratamentos e delineamento experimental

Foi avaliado o desenvolvimento fungico, por meio da determinacao da
producédo de CO,, por meio do método adaptado de STOTZKY (1965), de quatro
dietas secas extrusadas (tratamentos) para cées: T1 com 8,1% de umidade sem
adicdo de acido propiénico; T2 com 10,2% de umidade sem adicdo de acido
propiénico; T3 com 10,2% de umidade e adicdo de 0,065% de &cido propidnico e T4
com 10,2% de umidade e adicdo de 0,130% de &cido propidnico. A composi¢ao

nutricional encontra-se na Tabela 1.

As dietas foram armazenadas em duplicata, sendo 700g de alimento em cada
pote plastico (A e B de cada tratamento) em cdmara com umidade relativa do ar de
75% e temperatura de 25 a 28°C para a determinac¢ao de CO, nos tempos zero, 30,
60 e 90 dias por titulagdo com &cido cloridrico (HCI) 0,05N. O experimento seguiu

delineamento inteiramente casualizado em parcela subdividida no tempo.
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Tabela 1 — Ingredientes e composicao quimica da dieta experimental

Ingredientes o/kg
Milho 440,0
Quirera de arroz 40,0
Farelo de soja 150,0
Farinha de carne e ossos 150,0
Farinha de peixe 10,0
Farinha de visceras de frango 140,0
Gordura de frango 30,0
Palatabilizante (hidrolizado de visceras de ave) 30,0
Premix vit/min’ 5,0

Cloreto de sodio 5,0

Composicao quimica analisada (% na matéria seca)

Matéria seca (MS) % 89,36
Matéria organica (MO) 90,04
Matéria mineral (MM) 9,96
Proteina bruta (PB) 30,59
Extrato etéreo acido (EEA) 8,51

Fibra bruta (FB) 2,34
Extrativos ndo-nitrogenados (ENN)? 37,96
Energia metabolizavel (kcal/g) (EM)° 3,12

1Enriquecimento/kg de alimento: Vit. A — 20000 Ul; Vit. D — 2000 UI; Vit. E — 48 mg; Vit. K - 48 mg; Vit.
B1 - 4 mg; Vit. B2 — 32 mg; Acido Pantoténico — 16 mg; Niacina — 56 mg; Colina — 800 mg; Zinco —
150 mg; Ferro — 100 mg; Cobre — 15 mg; lodo — 1,5 mg; Manganés — 30 mg; Selenio — 0,2 mg e
antioxidante 240 mg.

®Estimado por: ENN% = MS% — (MM% + PB% + EEA% + FB%)

®Estimado por: EM (kcal/g) = (3,5xPB + 8,5XEEA + 3,5XENN)

2.2 Processamento e controle de qualidade das racoes

A dieta referéncia foi produzida em janeiro de 2007. A temperatura ambiente
estava entre 25°C e 28°C e a umidade relativa do ar em torno de 75%.

Primeiro foi produzida a dieta referéncia com 8,1% de umidade e atividade de
agua de 0,524 (26,5 °C). Apos, o secador foi regulado para aumentar a umidade
para 10,2% e atividade de agua para 0,622 (26,7 °C) (Tabela 2). As leituras de

atividade de agua foram feitas com equipamento da Rotronic HigroPalm®.
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Tabela 2 - Regulagem do secador horizontal para a obtengdo de dois niveis de

umidade em dieta para caes

Dieta referéncia (8,1 % UM*) Dieta teste (10,2% UM*)
Esteira  Tempo Tempo
_ Temperatura (°C) . Temperatura (°C)
(minutos) (minutos)
12 10,0 134 10,0 118
28 11,6 134 10,9 118
32 12,4 134 10,0 118

*UM (umidade)

Depois de secas as dietas foram encaminhadas para o recobrimento em
misturador tipo betoneira com capacidade para 25 kg. Primeiramente foi aplicado,
por meio de pistola para pintura com ar comprimido, o &cido propidénico nos
tratamentos T3 (0,065%) e T4 (0,13%), em seguida foi adicionado 3% de 6leo de
frango e por ultimo 3% do hidrolisado de figado de ave em todos os tratamentos.
Houve um periodo de 15 dias antes da utilizagdo para estabilizacdo da dieta.

2.3 Procedimento e analise estatistica

Foram pesadas, aproximadamente, 259 de racéo, as quais foram colocadas
em frascos escuros com boca larga e com vedagao (tampa revestida internamente
por uma arruela de borracha para que nao ocorra troca de gases com meio
externo). Todas as leituras foram feitas em triplicata (para A e B), produzindo seis
repeticbes de cada tratamento em cada tempo de armazenamento. Junto da
amostra foi colocado um copo descartavel contendo 20 mL de NaOH 0,05N
padronizado, sendo o frasco hermeticamente fechado em seguida.

O frasco foi mantido em temperatura ambiente e sem presenca de luz. Apds
24 horas, o copo descartavel foi retirado e adicionado cloreto de bério (1 mL) e
fenolftaleina (2 gotas) como indicador. O copo foi colocado em agitador (ima) e
titulado com HCI 0,05N padronizado. Foram realizadas cinco provas em branco,
utilizando pecas de isopor para equivaler ao volume de racéo.

Foi titulado até a mudanca de rosa para incolor e entdo se registrou o quanto
de acido foi gasto. Quanto maior o volume de acido gasto significa que mais O foi

consumido e mais CO- liberado pelos microrganismos.
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O teor de CO: foi obtido segundo a formula:

% CO2 = {[(B-A) x N x FC x 22] x 100}/ peso amostra

B = Volume do acido gasto na titulagdo da prova em branco
A = Volume do acido gasto na titulacdo da amostra

N = Normalidade do acido

FC = Fator de correcao do acido

22 = Equivalente grama do CO»

Os resultados foram analisados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias, sendo os dados transformados para logaritmo
quando necessario. Posteriormente os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em todos os tratamentos foram feitas as determinacbes das micotoxinas:
Aflatoxina (B1, B2, G1 e G2); Fumonisina (B1 e B2); Ocratoxina A; Tricotecenos;
Vomitoxina (DON); e Zearalenona, no inicio e no final do experimento por

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Tratamento T2, com 10,2% de umidade e sem adigdo de &cido propidnico,
apresentou maior concentracdo de CO, em relacado aos outros tratamentos (Tabela
3), significando maior desenvolvimento fungico. Entretanto, segundo BUENO et al.
(2001) o teor de umidade inferior a 11,5% é suficiente para suprimir o
desenvolvimento fungico em alimentos para caes e gatos, uma vez que os fungos
necessitam de agua disponivel nos alimentos para o seu desenvolvimento.

Quando o fator analisado é o tempo de armazenamento (desafio), o tratamento
com maior umidade e sem adicdo de antifungicos (T2) apresentou maior
concentracao de CO. aos 90 dias, enquanto que os outros tratamentos nao diferiram
entre si ao longo do tempo (p>0,05) (Tabela 3). Resultados semelhantes foram
obtidos por KRABBE e MACIEL (1995), os quais descreveram que o uso de acido
propiénico em racdes de frangos, com 11,6% de umidade, na dosagem de 1,2 kg/t
de ragcdo foi eficaz no controle da produgdo de CO, até os sete dias de

armazenamento.
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Tabela 3 - Concentracao de CO, (%) em 25g/24horas em dietas secas extrusadas
para caes com diferentes niveis de umidade, com e sem &cido

propiénico, armazenadas durante 90 dias

Tempo (dias) Tratamentos™
T1 T2 T3 T4

0 0,25 1,09° 3,32 4,74

30 0,86 2,49° 2,64 2,82

60 1,44 3,58° 4,01 3,68

90 1,09 145,762 4,70 2,19
Médias 0,91+0,23°  3823+17,10" 3,67 +0,40° 3,36 + 0,26°
CV (%) 12,08 200,55 17,16 10,83

Médias seguidas por letras mailscula na linha e miniscula na coluna diferentes diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05)

CV = Coeficiente de variacao

*Tratamentos: T1 = 8,1% de umidade sem acido propidnico; T2 = 10,2% de umidade sem acido
propi6nico; T3 = 10,2% de umidade com 0,065% de &cido propiénico; T4 = 10,2% de umidade com
0,13% de acido propibnico

Na determinagéo de CO,, os tratamentos com maior umidade apresentaram
um nivel de CO, pouco acima do T1. Como o método utilizado foi a titulagéo, esta
pode ndo ter detectado uma possivel diferengca na producdo de CO, entre os
tratamentos. Sugere-se neste caso, para trabalhos futuros, a complementagdo com
outros métodos, como com colunas de afinidade para COso.

A atividade de agua aos 90 dias foi de: T1 = 0,651; T2 = 0,801; T3 =0,719 e
T4 = 0,695. Como podemos observar a maior Aa favoreceu a producédo de CO, no
T2 com maior umidade e sem antifungico, este tratamento também foi o Unico que
apresentou a micotoxina Fumonisina B1 (393,3 pg/kg), no final do experimento. As
outras micotoxinas analisadas nao foram detectadas em nenhum dos tratamentos,
tanto no inicio quanto aos 90 dias de desafio. Fungos produzem agua em seu
metabolismo, devido ao consumo de nutrientes. Embora T2, T3 e T4 foram
produzidos no mesmo lote e logo mesma Aa, ao longo dos 90 dias, como o T2 teve
maior agao microbioldgica, deve ter gerado agua e colaborado para o aumento da
Aa.

O alto teor de umidade favorece o aparecimento de fungos tanto nos graos,
ainda no campo ou mal armazenados, quanto nos alimentos ja processados e

prontos para ingestdo. O ndo controle da umidade durante o armazenamento € a
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condigao propicia para o desenvolvimento de fungos, podendo comprometer todo o
alimento devido ao contato de particulas contaminadas com particulas nao-
contaminadas.

Na industria durante a secagem, pode ocorrer que alguns extrusados fiqguem
com umidade superior ao esperado, tornando-se assim foco para desencadear o
desenvolvimento fungico, ja que grande parte da matéria-prima vem contaminada. A
atividade dos fungos produz agua em seu metabolismo, favorecendo a propagagao
dos mesmos, € com mais agua disponivel, propicia também a producdo de
micotoxinas.

Avaliando a eficiéncia de antifungicos, KRABBE et al. (1996) observaram que
o sulfato de cobre adicionado ao milho triturado durante o armazenamento foi
ineficiente. Por outro lado, estes mesmos autores observaram que o &cido
propibnico utilizado em dosagem correta foi eficiente no controle de fungos,
reduzindo perdas de valor nutricional em milho. Resultados semelhantes foram
obtidos por GOMES et al. (2008), os quais avaliando o desenvolvimento fungico em
milho contaminado, durante sete semanas, em laboratério, com uso de trés produtos
que tinham como base o acido propibnico, relataram que todos foram eficientes na
reducao dos fungos ao longo do tempo. Desse modo, os acidos organicos tém sido
utilizados para preservar graos de cereais contendo alta umidade e como preventivo
de fungos nos alimentos.

Avaliando o efeito da umidade e do armazenamento no desenvolvimento
fungico em graos de aveia, RUPOLLO et al. (2006) verificaram que as maiores
incidéncias dos géneros Aspergillus e Penicillium ocorreram com 18% de umidade,
seguindo-se de 21% e 15% e para o género Fusarium a maior incidéncia foi
verificada em grédos armazenados com 21% de umidade. Quanto ao tempo de
armazenamento, os fungos do género Aspergillus apresentaram maiores incidéncias
aos trés meses e seis meses de armazenamento. Esse experimento mostra que
umidade relativa do ar equivalente a 75% e trés meses armazenados s&o suficientes
para o desenvolvimento fungico, umidade esta que nao é dificil de se obter a campo
ou em unidades de armazenamento. Como demonstrado por RAMOS et al. (2008),
0s quais analisando a contaminagdo em graos de milho detectaram a presencga de
Aspergillus spp. em 100% das amostras provenientes de regides em que houve

chuva na época de colheita, sendo que quando armazenados tinham umidade de
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13%, 0 que confirma o fato de que os graos podem ser contaminados ainda no
campo e no processo de armazenagem, perdurando ao processamento do grao.

Uma vez crescidos e estabelecidos junto aos graos e ragoes, os fungos dele
se alimentam e tem os nutrientes como a sua principal fonte de alimento, sendo
como alvo principal a gordura e carboidratos, visto que esses séo fontes de energia,
0 que é o crucial para o seu crescimento. Tal fato foi verificado por RUPOLLO et al.
(2006), que com o desenvolvimento de Aspergillus,Penicillium e Fusarium, a uma
umidade de graos superior a 12%, houve intensificagdo da redugdo dos conteudos
de acidos graxos insaturados, com predominancia de acdo sobre o linoléico e
linolénico.

4. CONCLUSAO

Alimentos secos extrusados para caes sem antifungico com nivel de umidade
acima de 10% e Aa de 0,801, propiciam intensa producdo de CO. quando
armazenados por trés meses. Ja umidade menor que 8,1% ou uso de 0,065% de

acido propidnico e Aa menor que 0,719 controlaram a producao de COs..
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CAPITULO Ill - EFEITO DE DIFERENTES NIiVEIS DE UMIDADE EM ALIMENTOS
PARA CAES, COM OU SEM ANTIFUNGICO SOBRE A PREFERENCIA
ALIMENTAR

RESUMO

A prevencéo do desenvolvimento fungico em pet food tem sido um desafio para a
industria, uma vez que os fungos sao potenciais produtores de toxinas, prejudicial a
saude animal, podendo ser letal. Assim, a utilizacdo de antifungicos se faz
necessario devido contaminacao das matérias-primas utilizadas na industria pet food
e recontaminacao do alimento. O &cido propidnico é potencial controlador de fungos,
entretanto seu uso em pet food € pouco estudado, constituindo o objetivo deste
estudo. Foram avaliados o consumo voluntario e a primeira escolha de alimentos
secos extrusados para caes adultos com dois niveis de umidade, com e sem
antifungico (acido propiénico). Foram comparados quatro tratamentos: T1 (8,12% de
umidade sem acido propidnico); T2 (10,21% de umidade sem acido propidnico); T3
(10,21% de umidade com 0,065% de acido propidnico) e T4 (10,21% de umidade
com 0,13% de &cido propidnico), totalizando seis testes com comparacao entre dois
tratamentos cada. Foram utilizados 20 caes adultos machos e fémeas, de diferentes
racas. As observagbes foram feitas durante trés dias seguidos para cada teste,
totalizando 60 observagbes para cada comparagdo. O experimento seguiu
delineamento inteiramente casualizado. Os resultados do consumo foram
comparados pelo Teste T a 5% e a primeira escolha pelo Teste Qui-quadrado a 5%.
Nos testes T1 vs T3 e T1 vs T4 os animais apresentaram preferéncia tanto para
consumo como primeira escolha para os tratamentos T3 e T4 em relagdo ao T1.
Dietas com maior umidade associadas com &cido propidnico proporcionam melhor
resposta de consumo e primeira escolha.

Palavras-chave: Acido propidnico. Alimento seco extrusado. Palatabilidade.
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EFFECT OF DIFFERENT MOISTURE LEVELS IN DOG FOOD, WITH OR
WITHOUT MOLD INHIBITOR ON FOOD PREFERENCE

ABSTRACT

The prevention of mold growth in pet food is an extreme challenge for the industry,
considering that mold are potential toxin producers, dangerous to the animal health
being potentially lethal. In this way, the use of mould inhibitors is a need once raw
materials are naturally contaminated and the final pet food could recontaminate.
Propionic acid is a potential mold controller, however its use in pet food is not well
studied yet, which was the proposal of the current study. Voluntary intake and first
choice of dry extruded dog foods for adult dogs with two moisture levels, with or
without mold inhibitor (propionic acid) have been evaluated. Four treatments were
compared: T1 (8.12% moisture without propionic acid), T2 (10.21% moisture without
propionic acid), T3 (10.21% moisture with 0.065% propionic acid) and T4 (10.21%
moisture with 0.13% propionic acid), resulting in six trials comparing two treatments
each time. Twenty adult dogs, males and females of different breeds were utilized.
Each trial was conducted during three consecutive days for each test, resulting in 60
observations for each comparison. The experiment followed a completely
randomized design. Food intake was compared by Test T at 5% significance level
and the first choice by Chi-Square Test at 5%. In trails T1 vs T3 and T1 vs T4 the
dogs presented significant preference for food intake and first choice for treatments
T3 and T4 than T1. Diets with propionic acid associated with the highest moisture
level positively influenced food intake and first choice by dogs.

Key words: Extruded dry dog food. Palatability. Propionic acid.
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1. INTRODUCAO

A ingestdo dos alimentos obedece a diversos fatores bioquimicos e
neuroendécrinos que agem sobre o sistema nervoso (hipotalamo) promovendo a
fome ou a saciedade. O hipotalamo exerce influéncia na auto-selecédo de alimentos,
nas respostas a dietas com alto conteltdo protéico, no desbalanceamento de
aminoacidos, no estresse alimentar, na textura dietética, na consisténcia e paladar,
na aprendizagem aversiva (experiéncias negativas), no olfato e nos efeitos de
manipula¢cdes hormonais (BERNARDIS e BELLINGER, 1996).

O olfato, gustacdo e visdo sao de fundamental importancia, além de
informagbes mecéanicas que podem partir do es6fago (degluticdo) ou do proprio
estbmago (plenitude ou vacuidade gastrica), também afetam a motivacdo para o
consumo de alimento pelos sons associados a alimentagdo e pela observacédo do
processo mastigatorio.

Dependendo da raca do céo, o olfato pode variar em fungdo da superficie da
mucosa olfativa, do niumero de receptores, assim como da anatomia facial, que
determina a direcao da corrente aérea (PIZZATO e DOMINGUES, 2008).

A palatabilidade é importante mensuracao da preferéncia de um alimento para
caes, sendo essencial a qualquer alimento, pois além de minimizar o impacto de
certos erros educativos de consumo, ela pode ampliar o lago afetivo entre o
proprietario e o animal (PIZZATO e DOMINGUES, 2008). O método mais comum de
avaliar a palatabilidade nos cées é o teste com dois comedouros, que envolve a
comparagao do consumo de dois alimentos diferentes (FARRELL, 1984; GRIFFIN et
al., 1984).

Os niveis de umidade em alimentos processados devem ao mesmo tempo
prevenir a acdo de microrganismos e manter a melhor forma fisica do extrusado
oferecido aos cées estimulando assim a aceitacao do alimento.

O acido propidnico € usado pelas suas propriedades fungicidas. Os danos
causados pelos fungos estao relacionados as perdas nutricionais de matérias-primas
e alimentos completos e, dependendo da espécie e condigdes favoraveis estes
produzem toxinas. KRABBE e MACIEL, 1995, observaram que o acido propidnico foi
eficiente no controle de fungos, reduzindo perdas do valor nutricional em milho.

Entretanto, o uso de antifungico a base de acido propiénico € pouco conhecido em
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alimentos para caes e nao ha informacdes disponiveis, apesar de sua inocuidade
para a saude animal e humana.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes niveis de
umidade, com e sem antifingico em alimentos secos extrusados para caes, quanto

ao consumo voluntério e primeira escolha.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das dietas

Foi avaliado o efeito de dois niveis de umidade (8,12 e 10,21%) com e sem
antifungico (0,065 e 0,13% de acido propidnico) em alimentos secos extrusados para
cdes adultos. Os alimentos foram produzidos com diferentes niveis de umidade, por
meio do ajuste do tempo de secagem apds extrusao (Tabela 1). Depois de secas as
dietas foram encaminhadas para o recobrimento em misturador tipo betoneira com
capacidade para 25 kg, sendo primeiro aplicado, por meio de pistola para pintura
com ar comprimido, o acido propioénico nos tratamentos T3 (0,065%) e T4 (0,13%),
em seguida foi aplicado 3 % de 6leo de frango e por ultimo 3% do hidrolisado de
figado de ave em todos os tratamentos. Houve um periodo de 15 dias antes da
utilizacao para estabilizacdo da dieta. Os ingredientes e a composicao quimica da

dieta estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 1 - Regulagem do secador horizontal para a obtengdo de dois niveis de
umidade em dieta para caes

Dieta referéncia (8,1 % UM*) Dieta teste (10,2% UM*)
Esteira  Tempo Tempo
_ Temperatura (°C) . Temperatura (°C)
(minutos) (minutos)
12 10,0 134 10,0 118
28 11,6 134 10,9 118
32 12,4 134 10,0 118

*UM (umidade)
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Tabela 2 — Ingredientes e composicao quimica da dieta experimental

Ingredientes a/kg
Milho 440,0
Quirera de arroz 40,0
Farelo de soja 150,0
Farinha de carne e ossos 150,0
Farinha de peixe 10,0
Farinha de visceras de frango 140,0
Gordura de frango 30,0
Palatabilizante (hidrolizado de visceras de ave) 30,0
Premix vit/min’ 5,0

Cloreto de sodio 5,0

Composicao quimica analisada (% na matéria seca)

Matéria seca (MS) % 89,36
Matéria organica (MO) 90,04
Matéria mineral (MM) 9,96
Proteina bruta (PB) 30,59
Extrato etéreo acido (EEA) 8,51

Fibra bruta (FB) 2,34
Extrativos ndo-nitrogenados (ENN)? 37,96
Energia metabolizavel (kcal/g) (EM)? 3,12

1Enriquecimento/kg de alimento: Vit. A — 20000 Ul; Vit. D — 2000 UI; Vit. E — 48 mg; Vit. K - 48 mg; Vit.
B1 - 4 mg; Vit. B2 — 32 mg; Acido Pantoténico — 16 mg; Niacina — 56 mg; Colina — 800 mg; Zinco —
150 mg; Ferro — 100 mg; Cobre — 15 mg; lodo — 1,5 mg; Manganés — 30 mg; Selenio — 0,2 mg e
antioxidante 240 mg.

®Estimado por: ENN% = MS% — (MM% + PB% + EEA% + FB%)

®Estimado por: EM (kcal/g) = (3,5xPB + 8,5XEEA + 3,5XENN)

2.2 Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 20 cdes adultos machos e fémeas, vacinados,
desverminados e avaliados clinicamente, sendo oito da raca Beagle, quatro Basset
Hound, quatro Labrador e quatro Husky Siberiano, os quais foram distribuidos
inteiramente ao acaso e receberam alimento necessario para a manutengao diaria
de energia segundo a férmula: 130 x peso corporal®’®, preconizada pelo NRC

(2006), mais 30% de cada tratamento teste. Para estes testes os animais
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selecionados foram treinados desde jovens, e nao apresentavam desvio de
comportamento.

Os céaes foram alojados em canil individual revestido de cimento liso e com
solario. Foram comparados quatro tratamentos (dois a dois) perfazendo seis testes
(comparacgodes): T1 (8,12% de umidade e 0,00% de acido propidnico); T2 (10,21% de
umidade e 0,00% de acido propibnico); T3 (10,21% de umidade com 0,065% de
acido propi6nico) e T4 (10,21% de umidade com 0,13% de &cido propiénico).

As dietas foram oferecidas em dois comedouros, uma vez ao dia, as 17:00
horas, por um periodo de 30 minutos. A posicdo dos comedouros foi alternada a
cada dia, com trés dias para cada comparacdo, gerando 60 observacoes. Foi
realizado um periodo de adaptacdo de dois dias as dietas testes. O consumo
voluntario da dieta foi avaliado pela diferenca na pesagem do oferecido e as sobras,
e adicionalmente foi observada a primeira escolha, (adaptado de Griffen, 2003). Os
resultados do consumo foram comparados pelo teste T de Student a 5% de

significancia e a primeira escolha pelo teste Qui-quadrado a 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes T1 vs T3 e T1 vs T4 os animais apresentaram preferéncia (P<0,05)
tanto para primeira escolha (Figura 1) quanto ao consumo voluntario (Figura 2) para
T3 e T4 em relacédo ao T1.

Segundo BOURGEOIS (2004), HOUPT et al. (1978) e KITCHELL (1972) os
caes preferem alimentos mais umidos e de sabor adocicado, entretanto, no presente
estudo o uso de acido propidnico néo inibiu 0 consumo, havendo preferéncia pelos
alimentos mais Umidos e com inclusdo de &cido propiénico, independente da

concentracdo empregada (0,065 e 0,13%).
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Figura 1 — Primeira escolha dos tratamentos: T1 - 8,12% de umidade sem &acido
propiénico; T2 - 10,21% de umidade sem acido propidnico; T3 - 10,21%
de umidade e 0,065% de acido propidnico € T4 - 10,21% de umidade e
0,13% de acido propidnico, por caes (n = 20)
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Figura 2 - Consumo médio dos tratamentos: T1 - 8,12% de umidade sem acido
propiénico; T2 - 10,21% de umidade sem acido propidnico; T3 - 10,21%
de umidade e 0,065% de acido propidnico € T4 - 10,21% de umidade e
0,13% de acido propidnico por caes (n = 20)
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Quando comparados os tratamentos T1 vs T2 nao houve diferenga
significativa, tanto para primeira escolha como para consumo, permitindo concluir
que o aumento de umidade isoladamente nao interferiu na primeira escolha, nem no
consumo voluntario, como proposto por KITCHELL (1972). Entretanto, considerando
que a palatabilidade de alimento € um conjunto de caracteriticas, é possivel que o
diferencial de umidade nao tenha sido suficiente para impactar significativamente a
preferéncia alimentar. Por outro lado, do ponto de vista industrial, hd um limite para a
elevacdo da umidade, uma vez que, quando muito elevado, constitui um desafio
intenso, sobrepondo o poder de controle fungico de substancias como o &cido
propidnico. KITCHELL (1972) observou maior preferéncia por alimentos umidos e
semi-umidos em relacdo aos secos pelos caes. Neste caso, os diferenciais de
umidade sdo muito superiores aos niveis testados neste trabalho.

Ha escassez de trabalhos atuais, sendo necessarios mais estudos sobre a
preferéncia alimentar, ja que o0s poucos dados disponiveis sdo gerados
principalmente pela industria de alimentos para cades e gatos, mantendo os em

carater de desenvolvimento interno e restrito.

4. CONCLUSAO

O uso de acido propidnico combinado a umidade ligeiramente mais elevada de
alimentos secos extrusados ndo afetou a palatabilidade de alimento para cées e
quando comparados com um alimento tradicional menos Umido, apresentaram

melhor resposta de consumo voluntario e primeira escolha dos alimentos pelos cées.
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CAPITULO IV - DIGESTIBILIDADE DE DIETAS CONTENDO DIFERENTES
NIiVEIS DE UMIDADE, COM OU SEM ANTIFUNMGICO EM CAES

RESUMO

A prevencao do desenvolvimento fungico em pet food tem sido um desafio para a
industria, uma vez que os fungos sao potenciais produtores de toxinas, as quais sao
prejudiciais a saude animal, podendo ser letal. Assim, a utilizagdo de antifungicos se
faz necessaria, devido a contaminagdo das matérias-primas e recontaminacao do
alimento. O &cido propidnico € potencial controlador de fungos, entretanto seu uso
em pet food é pouco estudado, constituindo o objetivo deste estudo. Foi avaliada a
digestibilidade e a producdo de aménia de alimentos secos extrusados para caes
adultos com dois niveis de umidade, com e sem &cido propiodnico. Foram
comparados quatro tratamentos: T1 (8,1% de umidade sem &cido propibnico); T2
(10,2% de umidade sem acido propidnico); T3 (10,2% de umidade com 0,065% de
acido propidnico) e T4 (10,2% de umidade com 0,13% de &cido propiénico). Foram
utilizados oito cédes adultos da raca Beagle, os quais foram distribuidos em
delineamento quadrado latino duplo (4 x 4) com quatro tratamentos e quatro
repeticdes no tempo (periodos), com duas unidades experimentais por repeticao.
Cada periodo experimental foi composto por cinco dias de adaptagédo e cinco dias
para coleta total de fezes. Nao houve diferenga na digestibilidade e
metabolizabilidade da energia das dietas e na consisténcia das fezes, porém céaes
alimentados com a dieta contendo 0,13% de &cido propiénico (T4) apresentaram
menor teor de amoénia nas fezes. A adicao de até 0,13% de acido propiénico nao
interfere na digestibilidade e consisténcia das fezes, entretanto diminui a
concentracao de aménia fecal em caes.

Palavras-chave: Acido propionico. Alimento seco extrusado. Coeficiente de
digestibilidade.
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DIGESTIBILITY OF DIETS WITH DIFFERENTS LEVELS OF MOISTURE, WITH OR
WITHOUT MOLD INHIBITOR IN DOGS

ABSTRACT

The prevention of mold growth in pet food has been a chalenge to the industry,
because fungi are potencials producers of micotoxins, that are harmful to the animal
health and may be lethal. On this way, the utilization of mold inhibitor is necessary,
due to the contamination of ingredients and recontamination of food. Propionic acid is
a potential mold inhibitor, however it use in pet food is less studied, being the
objective of the current study. It was evaluated the digestibility and ammonia
production of dry extruded adult dog foods with two moisture levels, with or without
propionic acid. They were compared four treatments: T1 (8.1% moisture without
propionic acid), T2 (10.2% moisture without propionic acid), T3 (10.2% moisture with
0.065% propionic acid) and T4 (10.2% moisture with 0.130% propionic acid). They
were utilized eight adult Beagle dogs, which were assigned in a double latin square
desing (4 x 4), with four treatments and four periods, with two experimental units per
period. Each experimental period were composed by five days adaptation and five
days total feces collection. They were no differences on digestibility and
metabolizability of energy of diets and on fecal consistency, however, dogs fed the
diet with 0.130% propionic acid (T4) presented less fecal ammonia concentration.
The addition of 0.130% propionic acid on diet did not affect digestibility and fecal
consistency, however it decrease fecal ammonia concentration of dogs.

Key words: Coefficient of digestibility. Dry extruded food. Propionic acid.
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1. INTRODUCAO

Quando se avalia um alimento para caes, os valores da composicao sao
importantes, porem nao menos importantes que os valores de digestibilidade.e
palatabilidade. A melhor digestibilidade estd associada a formulacdo de dietas
balanceadas, produzidas com ingredientes de qualidade. Além disso, pesquisas tém
demonstrado que o uso de aditivos, como probioticos, prebidticos e acidos organicos
podem ser importantes adjuvantes no aproveitamento dos nutrientes das dietas
(KIRCHGESSNER e ROTH, 1982; SWANSON et al., 2002).

A maioria dos acidos organicos possui dupla finalidade, acidulante e
conservante. O acido propidnico € usado pelas suas propriedades fungistaticas e
fungicidas, além disso, estudos com suinos demonstram sua eficiéncia na melhora
da digestibilidade (KIRCHGESSNER e ROTH, 1982). Segundo EIDELSBURGER
(2001) o efeito dos acidos organicos sobre a digestibilidade ocorrem em funcéo da
diminuigdo do pH na parte inicial do trato digestério e consequentes efeitos sobre a
producdo de pepsina, bem como pela acdo bactericida e bacteriostatica na
microbiota (bactérias, fungos e leveduras) do trato digestorio.

Nao foram encontrados trabalhos que avaliassem os efeitos do acido
propidnico em alimentos para caes, sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito de diferentes niveis de umidade, com e sem antifungico em
alimentos secos extrusados para caes, quanto a digestibilidade e concentracdo de

amonia nas fezes.

2. MATERIAL E METODOS

O ensaio de metabolismo foi conduzido no Laboratério de Estudos de
Nutricdo Canina (LENUCAN) do Departamento de Zootecnia do Setor de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Parana — Curitiba.

2.1 Animais e delineamento experimental
Foram utilizados oito cdes adultos (quatro machos e quatro fémeas), em
mantenca, da raca Beagle, em boas condi¢ées corporais e clinicamente sadios.

Todos os caes foram previamente submetidos a exame clinico, e coproparasitologico
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para atestar seu estado de saude. Estes foram alojados individualmente em gaiolas
metdlicas para estudos metabdlicos, com dimensdes de (0,7 m altura x 0,6 m
profundidade x 0,5 m largura).

Os animais foram distribuidos em delineamento quadrado latino duplo (4 x 4)
com quatro tratamentos e quatro periodos, com duas unidades experimentais por
repeticdo, totalizando oito repeticdes por tratamento. Todos os tratamentos foram
distribuidos em cada periodo, de forma que ao término das repeti¢cdes todos os caes

tivessem consumido todos os tratamentos.

2.2 Tratamentos e racao referéncia

Os tratamentos consistiram em uma racéo referéncia (Tabela 1), formulada
com niveis nutricionais acima dos recomendados pela ASSOCIATION OF
AMERICAN FEED CONTROL OFICIALS - AAFCO (2003) para caes adultos em
manutencdo. Com base na ragéo referéncia foram preparados quatro tratamentos:
T1 (8,1% de umidade sem &cido propidnico) a prépria racao referéncia; T2 (10,2%
de umidade sem acido propibénico); T3 (10,2% de umidade com 0,065% de acido

propiénico) e T4 (10,2% de umidade com 0,13% de acido propidnico).

2.3 Processamento e controle de qualidade das racoes

A dieta referéncia foi produzida em janeiro de 2007. A temperatura ambiente
estava entre 25°C e 28°C e a umidade relativa do ar em torno de 75%.

Primeiro foi produzida a dieta referéncia com 8,1% de umidade e atividade de
agua de 0,524 (26,5 °C). Apos, o secador foi regulado para aumentar a umidade
para 10,2% e atividade de &gua para 0,622 (26,7 °C) (Tabela 2). As leituras de
atividade de agua foram feitas com equipamento da Rotronic HigroPalm®.
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Ingredientes a/kg
Milho 440,0
Quirera de arroz 40,0
Farelo de soja 150,0
Farinha de carne e ossos 150,0
Farinha de peixe 10,0
Farinha de visceras de frango 140,0
Gordura de frango 30,0
Palatabilizante (hidrolizado de visceras de ave) 30,0
Premix vit/min’ 5,0
Cloreto de sodio 5,0
Composicao quimica analisada (% na matéria seca)
Matéria seca (MS) 89,36
Matéria organica (MO) 90,04
Matéria mineral (MM) 9,96
Proteina bruta (PB) 30,59
Extrato etéreo acido (EEA) 8,51
Fibra bruta (FB) 2,34
Extrativos ndo-nitrogenados (ENN)? 37,96
Energia metabolizavel (kcal/g) (EM)° 3,12

1Enriquecimento/kg de aIimen}o: Vit. A — 20000 Ul; Vit. D — 2000 Ul; Vit. E — 48 mg; Vit. K - 48 mg; Vit.
B1 - 4 mg; Vit. B2 — 32 mg; Acido Pantoténico — 16 mg; Niacina — 56 mg; Colina — 800 mg; Zinco —
150 mg; Ferro — 100 mg; Cobre — 15 mg; lodo — 1,5 mg; Manganés — 30 mg; Selenio — 0,2 mg e

antioxidante 240 mg.
®Estimado por: ENN% = MS% — (MM% + PB% + EEA% + FB%)
®Estimado por: EM (kcal/g) = (3,5xPB + 8,5XEEA + 3,5XENN)
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Tabela 2 - Regulagem do secador horizontal para a obtengdo de dois niveis de
umidade em dieta para caes

Dieta referéncia (8,1 % UM*) Dieta teste (10,2% UM?*)
Esteira Tempo Tempo
. Temperatura (°C) . Temperatura (°C)

(minutos) (minutos)

12 10 134 10 118

28 11,6 134 10,9 118

32 12,4 134 10 118

*UM (umidade)

Depois de secas todas as dietas foram encaminhadas para o recobrimento em
misturador tipo betoneira com capacidade para 25 kg, sendo primeiro aplicado por
meio de pistola para pintura com ar comprimido o acido propiénico nos tratamentos
T3 (0,065%) e T4 (0,13%), em seguida foi aplicado 3 % de 6leo de frango e por
ultimo 3% do hidrolisado de figado de ave em todos os tratamentos. Houve um

periodo de 15 dias antes da utilizacao para estabilizacao da dieta.

2.4 Fornecimento das dietas e coleta de fezes

O experimento foi composto por periodos de adaptacao a dieta e as gaiolas de
cinco dias e de cinco dias para coleta total de fezes considerando as
recomendacées da AAFCO (2003). Em todos os periodos os animais foram
alimentados as oito e dezesseis horas, em quantidade suficiente para atender sua
demanda energética, segundo recomendag¢des do NRC (2006). A agua foi fornecida
a vontade.

As fezes foram coletadas duas vezes ao dia logo apdés a alimentacdo e
acondicionadas em recipientes plasticos individuais, previamente identificados,
fechados e armazenados em freezer, para posteriores analises. Cada amostra foi
composta pelo total de fezes recolhida ao longo dos cinco dias.

2.5 Analises laboratoriais

As andlises bromatolégicas das dietas e fezes foram realizadas no
Laboratorio de Nutrigdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal do Parand, Setor de Ciéncias Agrarias, em duplicata e repetidas quando

variavam mais de 5%.
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As amostras de fezes de cada cdo foram descongeladas separadamente,
homogeneizadas, formando uma amostra composta de cada animal.
Posteriormente, foi retirada uma aliquota de cada amostra (composta fecal), a qual
foi pré-seca em estufa de ventilagédo forcada (SOC. FABBE LTDA) a 60°C, por 72
horas. Em seguida, as amostras das dietas experimentais e fezes foram moidas em
moinho de faca com peneira de 1 mm.

As dietas e fezes foram analisadas quanto a matéria seca (MS), proteina
bruta (PB), extrato etéreo acido (EEA), fibra bruta (FB), matéria mineral (MM), célcio
(Ca) e fésforo (P) segundo AOAC (1995). A energia bruta (EB) das fezes e dietas foi
determinada por meio da combustdo em bomba calorimétrica (IKA® - WERKE C
2000). A fragdo correspondente aos extrativos nao-nitrogenados (ENN) foi
determinada pela férmula: ENN% = 100 - (%UM + %PB + %FB + %EEA + %MM),
sendo UM o teor de umidade da amostra (100 -%MS). A matéria organica (MO) foi
calculada pela diferenca entre a matéria seca e a matéria mineral.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da MS, MO, PB, EEA e ENN,
segundo equacao:

CDA% = [(nutriente ingerido — nutriente excretado)/ nutriente ingerido] x 100

A energia metabolizavel aparente (EM) foi estimada segundo a AAFCO
(2003):

EM (kcal/g) = {kcal/g EB ingerida — kcal/g EB das fezes — [(g PB ingerida — g
PB das fezes) x 1,25kcal/g]}/g ragao ingerida

2.6 Caracteristicas das fezes

As caracteristicas das fezes foram avaliadas a partir da concentragdo de
amoénia (AOAC, 1995), matéria seca total e escore fecal. O escore fecal foi avaliado
sempre pelo mesmo pesquisador e seguiu as seguintes pontuacgdes: 1 = fezes
pastosas e sem forma; 2 = fezes macias, mal formadas e que assumem o formato
do recipiente de colheita; 3 = fezes macias, formadas e Umidas, que marcam o0 piso;
4 = fezes bem formadas e consistentes e que ndo aderem ao piso; 5 = fezes bem
formadas, duras e secas (SA-FORTES, 2005).
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2.7 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando o procedimento
Mixed do pacote estatistico SAS (1996). As médias obtidas foram comparadas pelo
Teste de Tukey (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi encontrada diferengca estatistica entre o0s coeficientes de
digestibilidade da MS, MO, PB, EEA, ENN dos tratamentos.

Tabela 3 - Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca (MS),
matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo hidrdlise acida
(EEA), extrativos ndo-nitrogenados (ENN) e energia metabolizavel (EM)
de dietas contendo diferentes niveis de umidade e acido propibnico
(média + erro padréo)

CDA % T1* T2* T3* T4* CV %
MS 78,7 + 0,7 78,2 + 1,1 79,4+ 16 79,7+ 0,9 3,9
MO 85,2 + 0,5 84,2 +0,8 85,1+ 1,1 85,4 + 0,7 2,6
PB 83,6 + 0,5 83,3+ 0,9 83,4 + 1,1 83,7+0,8 2,9
EEA 85,8 + 0,7 84,9+ 0,8 85,3+ 1,0 86,5 + 0,4 2,5
ENN 88,5 + 0,4 86,3 + 0,7 87,5+ 1,0 87,9+ 0,6 2,4

(kci'l\/"kg) 3350,6 + 22,5 3460,4 + 33,8 3467,9+47,5 33921+240 3,0

CV%: Coeficiente de variacdo

*Tratamentos: T1 = 8,1% de umidade sem acido propidnico; T2 = 10,2% de umidade sem acido
propidnico; T3 = 10,2% de umidade com 0,065% de &cido propiénico; T4 = 10,2% de umidade com
0,13% de acido propidnico

Com o objetivo de avaliar a digestibilidade de alimentos secos de diferentes
segmentos de mercado para caes, FELIX et al. (2007) encontraram valores médios
para os CDA da MS, MO, PB, ENN e EEA de, respectivamente 82,8; 86,1; 88,2;
86,8 e 92,6 para dieta super-prémio avaliada. Sendo estes valores préximos aos
encontrados para o alimento avaliado neste estudo (Tabela 3).

Em cées o pH gastrico € mais baixo, em relagdo ao pH géstrico dos suinos,
portanto o efeito do acido pode ser menos pronunciado no estomago dos caes. Além
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disso, a dose usada para prevenir a agao dos fungos no alimento € menor do que a
dose usada para a melhora do desempenho de animais de produgao.

Outro possivel mecanismo seria, de acordo com KIRCHGESSNER e ROTH
(1982), a reducao do pH gastrico em suinos jovens, recém desmamados, resultando
no aumento da conversao de pepsinogénio em pepsina. Sugere-se que este aspecto
retardaria o crescimento de Escherichia coli permitindo com isso, um maior
desenvolvimento de bactérias produtoras de acido lactico. Paralelamente a esta
acao sobre populagdes microbianas do trato gastrointestinal (TGl), os &cidos
organicos podem proporcionar uma melhora significativa na utilizagao dos nutrientes
da dieta. KIRCHGESSNER e ROTH (1982) verificaram aumento na retencédo de
nitrogénio, calcio e fésforo em suinos alimentados com acidos organicos.

A consisténcia das fezes ndo variou entre os tratamentos, entretanto, a
concentracdo de amoénia foi menor nas fezes dos cdes alimentados com a dieta

contendo o maior nivel de acido propidnico (0,13%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Teor de matéria seca, aménia e escorre das fezes de cées alimentados
com dietas contendo diferentes niveis de umidade e acido propidnico
(média + erro padréo)

Tratamentos Matéria seca (%) Amonia (%) Escore
T1 38,8 + 0,85 0,40 + 0,012 4,0
T2 36,9 + 0,78 0,40 + 0,012 4,0
T3 37,1+ 0,68 0,40 + 0,022 4,0
T4 38,4 + 0,55 0,38 + 0,01° 4,0
CV% 5,60 3,86 -

CV%: Coeficiente de variacdo

2P Médias na mesma coluna com letras distintas diferem pelo teste Tukey (p<0,05)

Escore: 1 = muito mole, quase liquida; 2 = mole, mal formada; 3 = normal; 4 = seca; dura; 5 =. muito
seca, quebradica

Estudo desenvolvido por ECKEL et al. (1992) demonstrou redugdo na
concentracdo de amoénia no ceco de suinos alimentados com 1,25% de acido
férmico na dieta. Segundo os autores isto pode ser explicado devido a redugdo na
desaminag&o microbiana de aminoacidos no intestino, em funcdo do aumento da
atividade enzimdtica e, por conseguinte, da maior digestibildiade da proteina
dietética e inibicdo do desenvolvimento de microrganismos proteoliticos, como
Clostridium perfringens.
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A diminuicdo da quantidade de amoénia produzida nas fezes no tratamento
quatro pode ser um fator extremamente positivo, pois poderia estar associada ao
menor odor nas fezes, e maior aproveitamento da proteina da dieta, embora este
resultado nao tenha sido observado na digestibilidade da proteina bruta.

Os valores de escore fecal variaram pouco entre as dietas, mantendo-se
dentro do ideal (3-4).

4. CONCLUSAO

A incluséo de acido propiénico associado ao aumento de umidade ndo afeta a
digestibilidade e a consisténcia das fezes, entretanto a adigdo de 0,13% de acido
propiénico diminui a concentracdo de aménia nas fezes. Ha necessidade de mais
estudos para confirmar doses ideais de acido propidnico como conservante em
alimentos para caes. Doses maiores poderiam aumentar a digestibilidade da
proteina e melhorar ainda mais as caracteristicas das fezes, desde que nao haja
efeito adverso na palatabilidade.
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