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RESUMO

Com a proposta de avaliar os efeitos de produtos quimicos sobre a inibi¢éo
de Clostridium perfringens inoculado experimentalmente em ingredientes de
racdo, conduziu-se trés experimentos. No primeiro experimento objetivou-se
verificar a presenca de C. perfringens em amostras de quatro ingredientes de
racdo. No segundo, o objetivo foi analisar a eficiéncia do Salmex® (uma mistura de
formaldeido e &cidos organicos), em seis concentracdes diferentes, utilizando dois
ingredientes de racdo em dois periodos apds inoculacdo experimental de C.
perfringens, ja no terceiro avaliou-se o efeito de produtos a base de formaldeido e
de &cidos orgéanicos frente ao desafio experimental de C. perfringens em
ingredientes de racdo. Para a realizacdo da verificacdo da presenca de C.
perfringens em farinha de carne/ossos, farinha de sangue/penas, farinha de
visceras e a mistura vegetal (60% de quirera de milho e 40% de farelo de soja), foi
utilizado 4gar DRCM incubados a 37°C por 48h em anaerobiose. Para os outros
experimentos foram realizados a contagem de C. perfringens em dois periodos de
acdo, 24h e 5 dias, porém para o experimento com diferentes concentracdes do
Salmex® foram usados apenas dois ingredientes: a mistura vegetal e a farinha de
carne/ossos, as concentragbes desse produto variaram de 1,0g/kg a 6,0g/kg. Ja
para o experimento envolvendo trés produtos: formaldeido, acidos organicos e
Salmex®, foram utilizados quatro ingredientes: mistura vegetal, farinha de
carne/ossos, farinha de sangue/penas e farinha de visceras. Para ambas as
contagens, foi usado agar SPS a 37°C por 48h em anaerobiose. Foi isolado C.
perfringens em 60% das amostras. O Salmex® diminuiu a contagem da populacao
de C. perfringens nas amostras que receberam doses acima de 3g/kg, sendo mais
eficiente no periodo de cinco dias. Houve diferencas significativas entre os
produtos e o tempo de a¢éo (p<0,0001), porém néo foi encontrada diferenca entre
os ingredientes (p=0,0580). Os tratamentos com formaldeido e Salmex® foram

mais eficientes quando comparados com o0s acidos organicos.

Palavras-chave: avicultura, contaminag&o, esporos, nutricdo, patogeno



ABSTRACT

This experiment had the purpose of evaluating the effects of chemicals on
the inhibition of Clostridium perfringens in food ingredients, we conducted three
experiments. In the first experiment aimed to verify the presence of C. perfringens
in four samples of feed ingredients. In the second, the goal was to analyze the
efficiency of Salmex® (a mixture of formaldehyde and organic acids) in six different
concentrations using two feed ingredients in two periods after experimental
inoculation of C. perfringens, since the third evaluated the effect of formaldehyde-
based products and organic acids compared to the experimental challenge of
C. perfringens in feed ingredients. To perform the verification of the presence of
C. perfringens were used meat meal / bone meal, blood / feathers, poultry meal
and vegetable mix (60% of corn grits and 40% soybean meal), was used for this
DRCM agar incubated at 37°C for 48h under anaerobic conditions. For other
experiments were performed to count C. perfringens in two periods of action, 24
hours and 5 days, but to experiment with different concentrations of Salmex® were
used only two ingredients: the flour mixture and vegetable meat / bone, the
concentrations of the product ranged from 1,0g/kg to 6,0g/kg. For the experiment
involving three products: formaldehyde, organic acids and Salmex®, we use four
ingredients: vegetable mix, meat / bone meal, blood / feathers and poultry
meal. On both counts, was used SPS agar at 37°C for 48h under anaerobic
conditions. The Salmex® reduced the population counts of C. perfringens in
samples that received doses of above 3,0g/kg, being most effective in the period of
five days. There were significant differences between products and time of action
(p<0,0001), but no difference was found among the ingredients
(p=0,0580).Treatment with formaldehyde and Salmex® were more effective when

compared with the organic acids.

Key-words: poultry, contamination, spores, nutrition, pathogen.



1. INTRODUCAO

Atualmente, a avicultura € um dos setores da agroindustria mais importantes
economicamente no Brasil e no mundo, principalmente pelo fornecimento de proteina
de origem animal de baixo custo (FIGUEIREDO, 2001). Em 2010, o Brasil ocupou o
primeiro lugar em exportacdo de carne de frango no a&mbito mundial, contando com 3,82
milhdes de toneladas, e como produtor foi o terceiro no ranking com 12,23 milhGes de
toneladas (ABEF, 2011). Segundo CUSTODIO et al. (2005) a nutricdo animal € um dos
pontos essenciais para se obter um elevado desempenho na pecuéria. E diante da
necessidade de aprimoramento, varias pesquisas, na area de nutricdo, vém sendo
realizadas a fim de buscar alternativas que permitam o desenvolvimento de racdes mais
eficientes e econdmicas para o produtor, ja que este € o maior gasto durante a
producéo de frangos de corte (STRADA et al., 2005).

Uma alternativa para a fabricacdo de uma racdo mais econdémica € a utilizacao de
farinhas de origem animal, jA que séo elaboradas a partir de residuos de abatedouros,
tais como visceras ndo comestiveis, penas, sangue e gorduras, além de baratear os
custos da producédo de racdo, tem papel importante na preservacdo ambiental e na
reciclagem de nutrientes (NUNES et al., 2006). Esses residuos sao gerados durante o
processo de abate e transformados em subprodutos nas graxarias de frigorificos
(PADILHA et al., 2005).

Segundo MAZUTTI et al. (2008), as farinhas de origem animal constituem um
ambiente propicio ao desenvolvimento de microrganismos, principalmente o0s
patogénicos como Clostridium perfringens e Salmonella spp., durante todo o processo
de fabricacdo e, também, no armazenamento. Um modo mais seguro de utilizar esses
ingredientes é submeté-los a altas temperaturas de modo que estes microrganismos
sejam destruidos (SILVA, 2009). Cabe ressaltar que o C. perfringens é encontrado com
frequéncia na forma esporulada, sendo resistente aos tratamentos térmicos usuais.
Este agente encontra-se largamente distribuido no meio ambiente, em gréos e no trato
alimentar de animais (GOMES, 2007). PRIO et al. (2006) encontraram C. perfringens



em farelo de trigo, cevada, milho, soja e girassol. Por outro lado, em estudos de
ANNETT et al. (2002) comparando a proliferacdo de C. perfringens tipo A in vitro em
dietas a base de trigo, cevada e milho, provaram que este apresentou um menor risco
de causar enterite necrética em comparacdo aos outros cereais, como o trigo e a
cevada. Ja& que, no experimento 0 mesmo apresentou menor crescimento deste
microrganismo.

Em aves, o C. perfringens € o agente responsavel pela doenca denominada
enterite necrética que causa grandes perdas econO6micas devido a diminuicdo na
absorcdo de nutrientes e, com isso, ocorre um menor ganho de peso e conversao
alimentar (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2009).

Por causa dessa contaminagdo microbiana, as industrias de alimentos para animal
vém procurando diminuir a quantidade dessa populacdo microbiana utilizando algumas
estratégias para controle, incluindo tratamentos com produtos quimicos, tais como
acidos organicos, formaldeido, terpenos e extratos de 6leo vegetal (GONZALES, 2004,
WALES et. al, 2010).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Avicultura

A partir da metade do século XX, a avicultura brasileira passou por uma série de
modernizagdes, principalmente nos setores de genética, manejo, nutricdo, instalacdes e
sanidade, transformando-se em uma atividade altamente produtiva (TINOCO, 2001).

Atualmente, o setor avicola brasileiro € um dos principais exportadores mundiais
de carne de frango (TAVARES et al., 2007). Segundo dados de 2010 da ABEF, o Brasil
€ 0 primeiro exportador mundial com 3,819 milhdes de toneladas, apresentando um
aumento do consumo médio per capita/ano de carne de frango no Brasil, passando de
29,91kg, em 2000, para 44,09kg em 2010.

Uma das melhorias no quesito nutricdo foi 0 aumento na conversao alimentar de
frangos, que entre 1930 e 1996, aumentou 65% e a diminuicdo da quantidade de racao
consumida em 50%. Outra melhoria foi na idade ao abate das aves que passou de 105
dias, em 1930, para 45 dias, em 1996 (ALVES FILHO e ARAUJO, 1999).

Existem diversas pesquisas sendo desenvolvidas no campo da nutricdo, em
busca de uma racdo mais eficiente e econdémica, ja que o gasto com alimentacao eleva
0s custos da producéo animal (STRADA, 2005).

Para que o desempenho das aves seja alto, € necessario fornecer uma dieta com
ingredientes de alta qualidade desde os primeiros dias de vida das aves, principalmente

porque é nesse periodo que a ave comeca a se desenvolver (OLIVEIRA et al., 2009).

2.2. Ingredientes para Racdo Animal
Os ingredientes para racdo de origem animal, os quais resultam do
processamento de residuos ndo consumidos pelo homem, sao ricos em nutrientes, sais
minerais e vitaminas, sendo considerados importantes para a fabricacdo de ragédo para
animais domesticos, movimentando um mercado em expansao (COSTA et al., 2008).
No Brasil, segundo dados da SINDERACOES (2010), a producéo na industria

de alimentacdo animal, em 2010, apresentou crescimento de 4% comparado a 2009,



produzindo cerca de 61 milhdes de toneladas de ragdes, sendo que o consumo dessa
racao pela avicultura de corte brasileira foi de 29 milhdes de toneladas, representando o
setor de maior demanda no pais.

Para que os alimentos para animais sejam produzidos com qualidade e em larga
escala é necessario que o controle da qualidade comece com a aquisicdo de boas
matérias primas, ou seja, € preciso adquirir produtos com qualidade, para assim,
elaborar uma ragdo com qualidade fisica, sanitéria e nutricional, auxiliando desse modo
na melhoraria do potencial genético, da eficiéncia produtiva, reprodutiva e alimentar dos
animais (CUSTODIO et al., 2005).

A transformacédo dos residuos de abatedouros, como € o exemplo das farinhas
de origem animal (FOA), em produtos aproveitaveis para a nutricdo animal é importante
tanto para ajudar a diminuir os custos da ragdo quanto para evitar a poluicdo ambiental
por meio desses residuos, reduzindo os gastos com o seu tratamento (PRICE e
SCHWEIGERT, 1994). Segundo PADILHA et al. (2005), os principais residuos de
abatedouros sdo visceras ndo comestiveis, cabeca, peles, 0ssos, penas, sangue,
gordura e carcagas nao classificadas.

O processamento das FOAs consiste em retirar a agua em excesso, triturar os
residuos de abatedouros e cozinhar no digestor, com temperatura e tempo variaveis.
Logo apo6s o cozimento é feita a separacdo do contetdo sélido e da parte liquida, uma
mistura de agua e gordura. A parte solida é resfriada a temperatura ambiente e moida.
Ja a parte liquida ocorre a separagdo da agua e da gordura, esta € novamente
processada no digestor (BELLAVER, 2001; SILVA et al., 2009). O processo basico da

producdo de FOAs pode ser visualizado no fluxograma mostrado na Figura 1.



Figura 1. Fluxograma industrial de subprodutos, segundo MAFFI (1994) citado por
BELLAVER (2001).

Durante o processamento das FOAs, pode haver algumas variacdes que alteram
a qualidade final deste produto, tais como umidade, textura, contaminacbes com
materiais estranhos e com microrganismo tanto no abate como durante o
processamento (BELLAVER, 2002).

Por causa da ocorréncia de doencas como a Encefalopatia Espongiforme Bovina

na Europa, alguns mercados internacionais vem buscando consumir frangos que sejam



estritamente alimentados com dietas vegetarianas, tais como o milho e o farelo de soja
sem a adicdo de FOAs. Porém o uso dessas dietas vegetarianas tem diminuido o
desempenho de frangos, mesmo essas dietas tendo o mesmo nivel de nutrientes de
uma racdo composta de ingredientes de origem animal (BELLAVER et al., 2005).

Os alimentos basicos, em todas as racfes de criagdo, sdo o milho e o farelo de
soja jA que sdo ricos em energia e em aminoacidos essenciais, respectivamente
(SHUTTE et al., 1990). Porém, o farelo de soja apresenta fatores anti-nutricionais, tais
como a presenca de oligossacarideos (PARSONS et al., 2000).

A mé& qualidade dos graos afeta diretamente o valor nutritivo do ingrediente, pois
altera a composigdo quimica, diminui a biodisponibilidade dos nutrientes, presenca de
fatores anti-nutricionais e proliferacao de microrganismos (ROSTAGNO et al., 1993).

BELLAVER (2004) relata que a qualidade das ra¢cdes e dos ingredientes visa a
seguranca alimentar tendo em base a auséncia de substancias e microrganismos que
prejudiqguem a saude dos animais, ambiente e dos seus consumidores. Esse mesmo
autor ressalta que as ragOes tém uma relacdo direta com a seguranca alimentar do
homem e que a legislacdo ndo permite que os produtos para animais sejam maléficos a
saude dos cidadaos e, portanto devem oferecer garantia de utilizag&o.

De acordo com MAPA (2008), para que um ingrediente de racdo esteja nos
padrdes higiénicos sanitarios, este deve apresentar, auséncia de bactérias patogénicas
e esporos, sendo a auséncia de Salmonella sp. em 25 g e a auséncia de Clostridium

perfringens em 1 g de produto, apds o processo de esterilizagdo.

2.3. Contaminagéao dos Ingredientes de Ragéo

A presenca de microrganismos, tais como Salmonella sp e C. perfringens, em
ingredientes de racdes constitui em um problema, pois podem provocar doencas tanto
em animais como em humanos (SANTOS et al., 2000).

Segundo LONGO et al. (2010), diversos autores relatam a presenca de
Salmonella sp. em ingredientes de ra¢des. Porém, de acordo com PRIO et al. (2006),

ndo so a Salmonella sp. foi encontrada em ingredientes de racdo, mas também outras



bactérias foram encontradas, como o caso da E. coli e do C. perfringens, em
ingredientes tanto de origem vegetal, como milho, cevada, trigo e girassol, quanto de
origem animal, como na farinha de carne e de peixe.

E bom lembrar que as farinhas de origem animal (FOAs) sdo um ambiente
propicio para a proliferacdo de microrganismos principalmente os patogénicos, sendo
que a contaminagdo pode ocorrer tanto durante o processamento quanto no
armazenamento (MAZUTTI et al., 2008).

Deste modo, é de suma importancia realizar adequadamente o controle
microbiologico tanto nas matérias-primas de racdo como no produto final que sera
consumido pelos animais, isso ajuda na redugdo da contaminacdo (LONGO et al.,
2010).

2.4. Clostridium perfringens

O Clostridium perfringens € uma bactéria Gram positiva, anaerdbia e esporulada
capaz de produzir toxinas tais como A, B, C, D e E (TORTORA, 2005), podendo ser
encontrada no solo, em graos e no trato gastrointestinal dos animais e do homem
(GOMES, 2007).

Esta bactéria € causadora de varias doencgas, tais como a gangrena gasosa e a
intoxicacdo alimentar no homem e a enterite necrotica em aves (NILLO, 1980). De
acordo com SCHOCKEN-ITURRINO et al., (2009) a enterite necrotica € causada pelo
C. perfringens tipo A e C, causando enormes perdas econémicas na avicultura.

Alguns fatores ajudam na multiplicacéo deste patdégeno, tais como qualidade da
cama, densidade populacional e local de criacdo, sendo considerados fatores de risco

para o desenvolvimento da enterite necrética aviaria (SANTOS et al., 2008).

2.5. Enterite Necrotica Aviéaria

A Enterite necrética € uma enterotoxemia aguda, ndo contagiosa, encontrada
principalmente em animais jovens e causada pela rapida multiplicacdo do Clostridium
perfringens no intestino das aves (SANTOS et al., 2008).



Varios surtos dessa doenca tém sido associados com a contaminacdo de C.
perfringens em ingredientes de ragdo e nas camas (SCHOCKEN-ITURRINO et al.,
2009). H4 varios fatores que aumentam a incidéncia de enterite necroética aviéria, sendo
eles fatores nutricionais, fisicos, doengas intestinais e imunossupressdo. Porém o0s
fatores mais comuns para o desenvolvimento do C. perfringens no trato intestinal, sao
0s danos ocasionados por patdégenos coccidianos, tais como a Eimeria spp., ja que as
lesbes facilitam a entrada de C. perfringens, fazendo-o se desenvolver com maior
rapidez (VAN IMMERSEEL et al., 2004). Na figura 2, pode-se observar os principais

fatores causadores da Enterite Necroética.

Figura 2. Fatores predisponentes para enterite necrdtica. Fonte: BERCHIERI JUNIOR,
20009.

Os principais sinais clinicos desta doenca sdo sonoléncia, depressado, penas
ericadas, desidratacdo, diarréia e diminuicdo do apetite, podendo causar a morte, sendo
gue na forma aguda da enterite necrotica as taxas de mortalidade podem alcancar 50%
(RIDDELL & KONG, 1992; GADZINSKI & JULIAN, 1992).



O diagnadstico pode ser feito através das lesbes macroscopicas e microscopicas,
pelo isolamento do C. perfringens, ELISA e PCR. (SANTOS et al., 2008). J& o controle
e a prevencao podem ser feitos com a vacinagédo contra C. perfringens, controle das
coccidioses, antibidticos promotores de crescimento, o uso de probioticos e prebidticos,
e da nutricdo adequada (VAN IMMERSEEL et al., 2004). Para o tratamento é utilizado
antibioticos de amplo espectro, tais como, lincomicina, bacitracina de zinco,
oxitetraciclinas e tartarato de tilosina (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2009).

2.6. Controle Microbioldgico em Ingredientes de Racéo

Para reduzir a contaminagdo microbiana em ragfes, as principais medidas séo
monitorar e controlar a contaminacdo bacteriana nos ingredientes e nas ferramentas
utilizadas no processamento de fabricacdo dos ingredientes. O controle dos
microrganismos pode ser realizado tanto com tratamento térmico durante a producédo
como através de tratamentos quimicos aplicados em diferentes etapas da producao e
da armazenagem (WALES et al, 2010).

O tratamento térmico ocorre em todas as farinhas de origem animal (FOAS), que
segundo o MAPA (2008), pode ser realizado antes do processo de coccdo dos
subprodutos ou na prépria farinha, desde que seja empregado vapor saturado direto a
uma temperatura minima de 133°C por um tempo minimo de 20 minutos, objetivando a
eliminacdo de possiveis patdogenos. No entanto, durante o tratamento térmico pode
ocorrer a degradacdo de proteinas e outros componentes, perdendo, assim, a
gualidade nutricional do produto (MAZUTTI et al., 2008).

A partir da década de 1990, vem crescendo a preocupagdo com 0 Uso excessivo de
antibioticos como promotores de crescimento em aves, jA que seu uso pode
selecionar microrganicos patogénicos mais resistentes ao determinado antibiético,
gerando uma dificuldade de destruir esses patdégenos tanto no plantel como em
humanos. Essa resisténcia depende do tipo de microrganismo, se € ou néo
esporulado (HEINZEL,1998 citado por RICKE, 2001). Cada vez mais tem-se buscado
alternativas para eliminar microrganismos sem o uso de quaisquer tipo de
antibioticos. Os principais produtos utilizados para esse fim sdo produtos a base de
acidos organicos, formaldeido entre outros produtos quimicos (RICKE, 2001).
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O controle microbiolégico em racdes, também pode ser feito com a adicdo de
produtos quimicos, visando melhorar o desempenho das aves (DIBNER e BUTTIN,
2002). Esses produtos quimicos que auxiliam no controle da proliferacao bacteriana séao
os &cidos organicos (acido acético, acido propidnico e seus sais, acido citrico e acido
formico), etanol, formaldeido, &lcool, acetato de zinco e propionato de zinco, porém a
eficiéncia desses compostos sofre variacdo. Os aditivos bactericidas considerados bons
devem ser estaveis até o momento do consumo pelo animal (LONGO et al., 2010).

Os acidos organicos alteram o pH da racdo, atuando como bactericida
(OSTERMANN et al., 2005). Além dessa acédo, os acidos organicos podem manter a
saude do trato intestinal das aves, aumentando o rendimento zootécnico, sem deixar
residuos na carne (PARTANEN e MROZ, 1999).

Segundo LAMBERT & STRATFORD (1999) citado por BASSAN et al. (2008), os
acidos orgéanicos ao entrarem em contato com o acido estomacal das aves se
dissociam, ndo conseguindo chegar até o intestino onde é necessario sua atuacao,
contudo ha uma forma de se evitar essa dissociacdo antes de chegar ao intestino das
aves, sendo que o procedimento € proteger esses acidos com uma matriz que seja
resistente a acidez estomacal.

Existem produtos comerciais que misturam acidos organicos com outras
substancias, tais como o formaldeido. Esta combinacdo tem mostrado resultados
satisfatérios na eliminacdo de microrganismos em racdes para animais
(ALBUQUERQUE et al., 1998; CARRISQUE-MAS et al., 2007). Porém um dos
impecilios no uso de produtos a base de formaldeido € a volatilizacdo desse produto
apos a aplicacéo na racgéo, ja que ele se caracteriza por ser um elemento quimico volatil
(KHAN et al., 2003).

De acordo com LONGO et al. (2010), o controle da qualidade microbiolégica em
racbes tem se tornado cada vez mais importante devido a seguranca alimentar e ao
aumento da importancia da reducdo ou da restricdo do uso antibiéticos promotores de

crescimento para aves.



11

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Tendo em vista 0 exposto, idealizou-se o presente trabalho que teve por objetivo
a avaliacdo de produtos quimicos na inibicdo de Clostridium perfringens em

ingredientes utilizados como racao para aves.

3.2. Objetivos Especificos

Demonstrar a presenca de C. perfringens em farinhas de origem animal e
vegetal,

Verificar o efeito de diferentes dosagens (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 g/kg) de
uma mistura de formaldeido e &cidos organicos, o Salmex®, no controle de C.
perfringens, apés o desafio experimental, em dois ingredientes destinados a fabricacao
de racado para aves, farinha de carne/osso e a mistura vegetal, nos periodos de 24h e
cinco dias;

Avaliar a eficiéncia de diferentes produtos a base de formaldeido e acidos
organicos em dois periodos de acdo (24 horas e cinco dias) apos o desafio
experimental de C. perfringens em ingredientes usados em racdo para aves, como a
farinha de carne/ossos, a farinha de visceras, a farinha de sangue/penas e a mistura

vegetal.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratorio de
Anaerobios, do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — FCAV- UNESP, Campus de Jaboticabal, no periodo de Julho
de 2010 a Janeiro de 2011.

4.1. Identificacdo de Clostridium perfringens em farinhas

4.1.1 Origem das amostras

Foram analisadas amostras in natura de farinhas de origem animal (farinha de
sangue e penas, farinha de visceras e farinha de carne e 0sso0), e uma mistura vegetal
com 40% de farelo de soja e 60% de quirera de milho, em um total de 80 amostras,
sendo 20 de cada ingrediente. Os ingredientes foram coletados em frigorificos e em
fabricas de racdo para frangos, nas regides de Campinas e de Votuporanga, no interior

do estado de Sao Paulo.

4.1.2. Andlise microbioldgica

Para a analise das amostras in natura foram pesados 25g, sendo primeiramente,
diluidas em 225 mL de agua peptonada a 1% (previamente esterilizadas) e feitas
diluicdes seriadas até 10°, que posteriormente foram submetidas a choque térmico,
para eliminar possiveis contaminantes. Em seguida, foram semeadas pelo método
“pour plate”, em placas de Petri contendo 4gar DRCM (Diferential Reinforced Clostridial
Medium da Merck®) e incubadas a 37°C por 48h em anaerobiose com o sistema
GasPack® (APHA, 2001).

As colbnias com caracteristicas morfolégicas semelhantes a do C. perfringens
foram recolhidas e coradas pelo método de Gram para observacdo microscépica. Apos
este procedimento, as colbnias que se apresentaram como bastonetes Gram positivos,

esporulados e catalase negativas, foram repicadas em tubos contendo BHI (Brain-Heart



13

Infusion - Oxo0id®), e novamente incubadas, em anaerobiose, a 37°C por 24 horas
(SCHOCKEN-ITURRINO et al., 1988). Ap6s o crescimento em caldo BHI, as culturas
puras foram submetidas aos seguintes testes bioquimicos: prova de gelatinase,
motilidade, fermentacdo de lactose, sacarose, rafinose, producgéo de indol, de lecitinase
e de H,S (CARTER et al., 1995).

4.2. Inoculagao Experimental de Clostridium perfringens

4.2.1. Preparacao do inoculo de Clostridium perfringens para o desafio

Para a realizac&o do desafio experimental, foram preparados dois inoculos, sendo
um para cada desafio proposto, utilizando-se a cepa padrao de C. perfringens ATCC
13124 (produtor de a-toxina).

Esta amostra foi multiplicada em varios vidros com caldo BHI a 37°C por 48h em
anaerobiose e apos este procedimento, foram centrifugadas e o sedimento reunido até
atingir a concentracdo para 10° UFC/mL. Estas foram mantidas sob refrigeracdo até o
momento de seu uso no desafio.

Para a contagem do namero de células bacterianas no inéculo, foi realizada uma
diluicdo seriada e para tal, 1,0 mL deste foi diluido até 10 em tubos contendo 9,0 mL
de agua peptonada 0,1% previamente esterilizados. Logo apés as diluicdes, 1,0 mL de
cada diluicdo foi semeado pelo método “pour plate” em placas de agar SPS (Sulfito-
Polimixina-Sulfodiazina - Oxoid®) previamente esterilizadas, incubadas em jarras
anaerdbicas com o sistema Gas-Pack®, a 37°C por 24h e, logo apds foram realizadas a

contagens do numero de UFC/g.

4.2.2. Preparo das amostras

As amostras das diferentes farinhas de origem animal e vegetal chegaram ao
laboratdrio, em sacos contendo 12,0 kg cada um. Cada um destes sacos foi dividido em
quatro porcoes de 3,0 kg, com o intuito de facilitar a manipulacdo e homogeneizacao
com os produtos quimicos avaliados nesse experimento. Em seguida, as porc¢des de
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3,0 kg foram autoclavadas a 121°C por 15 min e logo ap0s este processo, as amostras
foram homogeneizadas para evitar a compactacdo. Apoés o resfriamento, foi adicionada
uma quantidade suficiente de inéculo para obter uma concentracao final de 10* UFC/g.
Estes receberam os tratamentos com produtos quimicos em diferentes doses e em dois
periodos.

A contaminacao experimental foi feita, manualmente, adicionando-se 20,0 mL do
in6culo de C. perfringens para 1,0 kg dos ingredientes. De cada porc¢dao inicial, foram
retiradas, aleatoriamente, quatro sub-amostras de 25,0 g para contagens de C.
perfringens. Apos a inoculacdo dos tratamentos, foram determinados os periodos de
acao 24h e 5 dias para cada teste, sendo estes armazenados em temperatura ambiente
dentro do laboratério. Para controle positivo, uma amostra de cada matéria-prima de
racdo foi apenas inoculada experimentalmente com C. perfringens e processada sem
nenhum tratamento quimico.

O processo de mistura de racdo com o produto a ser testado foi realizado em um
misturador experimental, o Labmixer, que €& especifico para dosagem e
homogeneizag¢éo de liquidos. Este equipamento foi previamente limpo e desinfetado
com alcool 70%. O processo de limpeza foi realizado repetidamente a cada aplicacdo
dos produtos e a cada ingrediente.

Todas as amostras foram inoculadas experimentalmente com C. perfringens 24h
antes da aplicacdo dos produtos quimicos e mantidos em condi¢cdes laboratoriais.
Lembrando que as amostras foram armazenadas em sacos autoclavaveis,

hermeticamente fechados.

4.2.3. Dosagem de produto a base de formaldeido e acidos organicos

Para a realizacéo dessa etapa, foram utilizados dois ingredientes, um de origem
animal (farinha de carne e 0ssos) e outro de uma mistura vegetal (60% de quirera de
milho e 40% de farelo de soja), obtendo-se um total de 32 amostras analisadas para

cada periodo de acdo analisado.
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Apés a inoculacdo experimental de C. perfringens, os ingredientes foram
submetidos ao tratamento com um produto denominado Salmex®, que é constituido de
uma mistura liquida de 21,43% de acido propidnico e 78,57% de formaldeido, em dois
periodos de acgédo, 24h e 5 dias.

Para esta etapa, avaliaram-se seis diferentes dosagens nos ingredientes de
racdo. As dosagens de 1,0; 2,0 e 3,0 g/kg foram utilizadas para a mistura vegetal, ja na

farinha de carne e 0ssos, as dosagens foram de 4,0; 5,0 e 6,0g/kg.

4.2.3.1. Contagem de C. perfringens

Apo6s os diferentes periodos de acdo foram realizadas as contagens de C.
perfringens e para tal foram pesados 25,0g de cada amostra, sendo diluidas em 225 mL
de 4gua peptonada a 1% previamente esterilizadas e feitas diluicbes seriadas até 10°®.
Estas diluicbes foram submetidas a um choque térmico.

Posteriormente, aliquotas de 1,0 mL das diluicdes foram semeadas em placas,
em duplicata, com meio SPS, pelo método “pour plate”. Apos a semeadura, as placas
foram incubadas em anaerobiose em jarras com sistema Gas-Pack®, a 37°C por 48
horas (APHA, 2001).

4.2.3.2. Andlise Estatistica

Os dados obtidos com a contagem das UFC/g foram analisados estatisticamente
pelos procedimentos da analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
ensaio fatorial 8x2, com 2 fatores de variacdo, por meio do teste F, no nivel de
significancia de 5%. Os resultados obtidos foram transformados na base Log(x+5), para
gue os dados ficassem mais homogéneos. As analises estatisticas foram efetuadas
empregando-se o programa AgroEstat - Sistema para Andlises Estatisticas de Ensaios
Agrondmicos, Verséo 1.0, 2010 (BARBOSA e MALDONADO JR, 2010).
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4.2.4. Avaliacao de diferentes produtos quimicos na eliminacéo de C. perfringens

Quatro ingredientes que sao utilizados para a fabricacéo de racdo animal foram
analisados, sendo trés farinhas de origem animal (farinha de sangue e penas, farinha
de visceras e farinha de carne e 0ss0), e uma mistura vegetal com 40% de farelo de
soja e 60% de quirera de milho, totalizando 128 amostras para o teste com produtos
guimicos em ambos os periodos (24h e 5 dias).

As amostras inoculadas experimentalmente receberam trés tratamentos com
diferentes produtos quimicos, sendo eles o formaldeido, &cidos organicos e Salmex®,
além destes tratamentos utilizou-se um controle positivo para comparagéo. A mistura de
acidos organicos utilizados foram o acido formico na concentragdo de 43% de, 10% de
acido propibnico, 15% de lignosulfato de sodio e 32% de agua, em dois periodos de
acdo, que foram 24h e cinco dias, sendo adicionados diferentes proporcdes de cada
produto para cada 3,0 kg das diferentes farinhas. As concentracdes do Salmex® e do
formaldeido foram de 3,0 g/kg para a mistura de farelo de milho e soja e de 6,0 g/kg
para as farinhas de origem animal (farinha de carne e 0ssos, farinha de sangue e penas
e farinhas de visceras). Ja para os acidos organicos, as concentracdes usadas para a
mistura vegetal e para as de origem animal foram de 4,0 g/kg e 8,0 g/kg,

respectivamente.

4.2.4.1. Contagem de C. perfringens

Os procedimentos de preparacdo das culturas e de contagem seguiram as

mesmas recomendacgdes contidas no item 4.2.3.1 (APHA, 2001).

4.2.4.2. Andlise Estatistica

Os dados obtidos das contagens das UFC/g foram analisados estatisticamente
pela andlise de variancia e as meédias comparadas pelo ensaio fatorial 4x4, por meio do
teste F, aos niveis de significancia de 1% e 5%. Os resultados obtidos foram
transformados na base Log(x+5), para que os dados ficassem mais homogéneos.. As

analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa AgroEstat - Sistema
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para Andlises Estatisticas de Ensaios Agrondémicos, Versdo 1.0, 2010 (BARBOSA e
MALDONADO JR, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Clostridium perfringens em amostras in natura

Das 80 amostras in natura, o Clostridium perfringens foi isolado em 17,5%
amostras da Farinha de Carne e Ossos (FCO), 20% da Farinha de Sangue e Penas
(FSP), 10% da Farinha de Visceras (FV) e 12,5% das amostras de mistura vegetal
(MV), confirmando os achados de ANNETT et al.(2002) que mostraram a proliferacéo
de C. perfringens, inoculado experimentalmente, em amostras de ingredientes de
origem vegetal. J& PRIO et al. (2006), verificaram a presenca de C. perfringens,
Salmonella spp. e E. coli em matérias primas que sdo usadas na producdo de racao

animal.

5.2. Avaliacado de produto a base de formaldeido e 4cidos orgéanicos em farinha de
carne e 0Ssos e mistura vegetal

A média da populacédo de C. perfringens no Controle Positivo (sem tratamento
quimico), para a mistura vegetal foi de 1,9x10* UFC/g, no primeiro periodo, e de 4,4x10*
UFC/g, em 5 dias. Ja para a farinha de carne e 0ssos, a contagem foi de 2,9x10* UFC/g
e de 2,8x10* UFC/g, nos periodos de 24h e 5 dias, respectivamente. Conforme

mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Controle Positivo da mistura vegetal e da farinha de carne e ossos que foram
inoculadas experimentalmente com Clostridium perfringens apés 24h e 5 dias, em
UFCl/qg.

Ingrediente  Repeticio Periodo de Acdo Periodo de Agéo

(24h) (5 dias)

Mv® 1 1,5 x 10* 3,2 x 10*
MV 2 1,2 x 10* 2,1x10*
MV 3 3,0 x 10* 5,0 x 10°
MV 4 2,0 x 10* 1,2 x 10°
MEDIA - 1,9 x 10* 4.4 x 10*
FCO 1 4,5 x 10* 1,2 x 10*
FCO 2 3,2 x 10* 4,0 x 10*
FCO 3 9,0 x 10° 2,6 x 10*
FCO 4 3,0 x 10* 3,5 x 10*
MEDIA - 2,9 x 10* 2,8 x 10*

Y Mv= Mistura Vegetal; FCO= Farinha de Carne e Ossos.

Os resultados da contagem das col6nias de C. perfringens nas amostras tratadas
com varias dosagens do Salmex®, em dois periodos de ac&o, demonstraram que
guanto maior a dosagem e o tempo de acdo do produto, mais eficiente foi essa acdo do
produto. As dosagens de 1,0g/kg; 2,0g/kg e 3,0g/kg apresentaram populacdes de
1,85x10° UFC/g, de 3,9x10° UFC/g e de 1,1x10* UFC/g, respectivamente, em 24h de
acdo do Salmex® na mistura vegetal. JA no periodo de acdo de 5 dias, a média da
populacdo foi de 1,3x10* UFC/g para a dosagem de 1,0g/kg, de 2,7x10° UFC/g para
2,0g/kg, e de 3,75x10% UFC/g para 3,0 g/kg de Salmex®.

O ingrediente de origem animal foi tratado com trés dosagens diferentes: 4,09/kg;
5,09/kg e 6,0g/kg. Esses valores foram maiores, pois as farinhas de origem animal séao
um ambiente propicio para o desenvolvimento de microrganismos patogénicos
(MAZUTTI et al., 2008). Em 24h de a¢édo do produto avaliado, as populacdes para as
diferentes dosagens foram de 1,25x10? UFC/g para 4,0g/kg, 3,0x10° UFC/g para a dose
de 5,0g/kg e 1,4x10* UFC/g para 6,0g/kg. No quinto dia de acdo do Salmex® a
dosagem de 4,0g/kg inibiu o desenvolvimento de C. perfringens, ja as doses de 5,0g/kg
e de 6,0g/kg apresentaram os valores de 7,5x10° UFC/g e de 6,25x10%° UFC/g,

respectivamente. Este fato pode ter ocorrido devido ao efeito de uma deficiente
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homogeneizacdo na aplicacdo manual da cultura usada como desafio C. perfringens
nos ingredientes, a qual pode ter permitido a formagdo de grumulos facilitando a
sobrevivéncia do agente.

Um estudo realizado por ALBUQUERQUE et al. (1998) teve como um dos
objetivos comparar produtos comerciais compostos por acidos organicos, com
diferentes dosagens, em racdes, sob a inoculacdo experimental de Salmonella spp.
Esses autores concluiram que os acidos organicos apresentaram comportamentos
diferentes para a acéo bactericida, pois dependeram do produto e da concentracao que

foram utilizados.
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Tabela 2. Populagéo de Clostridium perfringens (UFC/g) em Farinha de Carne e Ossos
e Mistura Vegetal nos periodos de 24h e 5 dias, apds a acéo do produto Salmex® em

dosagens pré-estabelecidas.

Ingredientes Repeticio Dose (g/kg) Periodo de Acéo Periodo de Acéo

(24h) (5 dias)
Mv® 1 1 1,0 x 10° 0
MV 2 1 4.4 x10° 0
MV 3 1 3,0 x 102 3,2 x 10*
MV 4 1 1,7 x 10° 2,1x10*
MEDIA - - 1,85 x 10° 1,3 x 10*
MV 1 2 2,7x10° 4,0 x 102
MV 2 2 0 7,5x 10°
MV 3 2 1,2 x 10* 0
MV 4 2 7,5 x 10? 3,0x 10°
MEDIA - - 3,9x 10° 2,7 x 10°
MV 1 3 0 1,5 x 10°
MV 2 3 3,1x10* 0
MV 3 3 1,1 x 10* 0
MV 4 3 3,5x 10° 0
MEDIA - - 1,1 x 10* 3,75 x 102
FCO 1 4 0 0
FCO 2 4 0 0
FCO 3 4 0 0
FCO 4 4 5,0 x 102 0
MEDIA - - 1,25 x 10? 0
FCO 1 5 0 0
FCO 2 5 0 0
FCO 3 5 4,0x 10° 1,0 x 10°
FCO 4 5 8,0 x 10° 2,0x 10°
MEDIA - - 3,0x 10° 7,5 x 10°
FCO 1 6 8,5 x 10° 2,5 x 10°
FCO 2 6 2,2 x 10* 0
FCO 3 6 2,3x10* 0
FCO 4 6 2,2x10° 0
MEDIA - - 1,4 x 10* 6,25 x 10°

WMV= Mistura Vegetal; FCO= Farinha de Carne e Ossos.
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Tabela 3 demonstra o resumo da analise estatistica realizada neste experimento.
Entre os fatores de variagédo avaliados, foi apenas encontrada diferenca significativa, ao
nivel de 1%, somente entre os tratamentos. O efeito do dia ndo interferiu no resultado
final j& que apresentou p=0,0548. A interagdo entre tratamento versus dia n&o foi
significante (p=0,1285), demonstrando assim, que estes fatores sdo independentes

entre si.

Tabela 3. Analise de variancia para os fatores de varia¢do do tratamento e periodo de

acao e o efeito entre a interacao tratamento versus periodo de acéo.

FV GL SQ QM F P
Tratamento (A) 7 82254 11,751 7,91 <0,0001
Periododeacdo (B) 1 5,759 5,759 3,88  0,0548
Interacio AxB 7 17,812 2545 1,71%  0,1285
Média Geral = 2,844
D.P.=1,219
E.P.M. =0,610
C.V. = 42,865

** significativo a 1 % de probabilidade; * significativo a 5 % de probabilidade; ns = ndo significativo.

A Tabela 4 mostra as medias estatisticas com relagdo aos diferentes
tratamentos, tais como mistura vegetal com Salmex® nas dosagens de 1,0g/kg; 2,0g/kg
e 3,0g/kg e farinha de carne e osso com o mesmo produto, porém em dosagens
diferentes (4,0g9/kg; 5,0g/kg e 6,0g/kg) e o controle positivo de ambos os ingredientes
(mistura vegetal e farinha de carne e 0sso0s), em relacdo aos dois periodos de acdo do
produto (24h e 5 dias).
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Tabela 4. Comparacbes de médias do controle positivo e dos tratamentos com as

diferentes dosagens.

Tratamento® Média em log1o(x+5)
1 2,824 abc®
2 2,722 bc
3 2,259 ¢
4 0,949 c
5 2,201 c
6 2,688 bc
7 4,705 a
8 4,404 ab
teste F 7,91 (p<0,0001)
DMS (5%) 1,931
Periodo de acéo Média em logo(X+5)
24h 3,144 a
5 dias 2,544 a
teste F 3,88 (p=0,0548)
DMS (5%) 0,613

WMédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (teste f, sendo = 5%).
@DSM= Diferenca minima significativa para comparagso das médias.
@)1= Mistura Vegetal com Salmex®1.0g/kg; 2= Mistura Vegetal com Salmex®2.0 g/kg; 3= Mistura Vegetal com
Salmex®3.0g/kg; 4= Farinha de Carne e Osso com Salmex®4.09/kg; 5= Farinha de Carne e Osso com Salmex®5.0
g/kg; 6= Farinha de Carne e Osso com Salmex®6.0g/kg; 7= Controle Positivo Mistura Vegetal ; 8= Controle Positivo
Farinha de Carne e Osso.

Valor do teste F para cada interacdo analisadas

Tratamento x Periodo de acédo 1,71 (p=0,1285)

Como nao houve significancia na interagéo estatistica, os dados ndo necessitaram ser submetidos ao
desdobramento estatistico.

Os tratamentos 2 e 6 apresentaram igualdade estatistica, ja os tratamentos 3, 4
e 5 obtiveram um resultado satisfatorio sendo estes semelhantes entre si. Os controles
positivos tanto da mistura vegetal como da farinha de origem animal (7 e 8)
apresentaram as médias de contagem superior aos demais tratamentos sendo iguais
estatisticamente. Em peculiaridade, o tratamento 1 apresentou resultados semelhantes
a todos os outros. E com relacdo a acao do produto, observou-se que nao houve

diferencas significativas entre 24h e 5 dias de acao dos produtos (Tabela 4).
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O produto Salmex® quando utilizados para o controle de Salmonella spp.
apresentou acao eficaz, impedindo o crescimento deste microrganismo, quando em
dosagens variando de 1,0l/ton a 6,0l/ton (ALBUQUERQUE et al.,, 1998). Porém no
presente experimento, o Salmex® obteve uma menor contagem da populacdo de C.

perfringens nas dosagens de 3,0g/kg; 4,0g/kg; 5,0g/kg e 6,0g/kg.

5.3. Avaliacéo da eficiéncia de produtos quimicos em ingredientes de racao

Os resultados do Controle Positivo (sem tratamento quimico), e dos tratamentos
com formaldeido, &cidos organicos e Salmex®, nos periodos de 24h e 5 dias,
mostraram que o tratamento com formaldeido foi o mais eficiente, diminuindo a
populacédo inicial, em relacdo ao controle positivo, de 24h em, aproximadamente,
99,27% e no periodo de 5 dias de acdo essa porcentagem subiu para 99,91%. Ja o
tratamento com acidos orgéanicos obteve um resultado menos eficiente demonstrando
gue houve um ligeiro aumento na contagem de 2,78% no periodo de 24h, tendo uma
reducdo na contagem de 70,72% em 5 dias em, relagdo ao controle positivo. A
eficiencia do Salmex® foi de 98,81% em 24 horas e de 99,97%, aproximadamente, com
o periodo de acdo de 5 dias. O controle positivo teve um leve aumento no nimero em
24h, talvez devido a permanéncia de umidade por causa da mistura do inoculo. Ja em 5
dias, essa populagdo sofreu uma leve redugéo, provavelmente devido a baixa atividade
de agua.

Vale salientar que o formaldeido quando utilizado de forma isolada, & altamente
volatil, podendo ser perdido por evaporagcdo ap0s a aplicacdo na racdo (KHAN et al,
2003), e assim perdendo possivelmente um pouco de sua ag¢do bactericida quando
utilizado na pratica. Em contrapartida, alguns produtos provindos da combinagcédo de
formaldeido, acidos organicos (acido propidnico) e outros compostos antimicrobianos
como os terpenos (CARRIQUE-MAS et al, 2007) possuem um efeito sinérgico,
permitindo que baixas doses de formaldeido e acidos sejam aplicados, minimizando
assim problemas de fumigacdo no ar ambiente e riscos de intoxicacdo do operador e
corroséo dos equipamentos.

Os resultados detalhados de cada tratamento estdo expressos nas Tabelas 5 e

6, respectivamente.
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Tabela 5. Contagem de coldnias de Clostridium perfringens no Controle Positivo e nos

tratamentos com Formaldeido, Acidos Organicos e Salmex® nas Farinhas de Carne e

Ossos, Sangue e Penas e Visceras e Mistura Vegetal, inoculadas experimentalmente

com este agente apos o periodo de acéo de 24h, em UFC/g.

Periodo de Agao — 24h

Tratamento

Inaredientes  Repeticio Controle Tratamento Acidos Tratamento
9 petc Positivo  Formaldeido . Salmex®
Organicos
VAVAR) 1 4,0 x 10° 0 1,7 x 108 0
MV 2 9,0 x 10° 0 2,4 x10° 0
MV 3 4,0x10° 0 4,4 x 10° 7,0 x 10°
MV 4 5,1 x 10° 2,5x 10° 3,8x 10° 2,5x 10°
MEDIA - 5,5 x 10° 6,2 x 102 6,9 x 10° 2,4 x 10°
FCO 1 5,1 x 10° 0 1,8 x 10° 1,4 x 10°
FCO 2 3,8 x 10° 0 2,1x10° 4,5 x 10°
FCO 3 2,3x10° 5,0 x 10* 4,5 x 10° 3,9 x 10*
FCO 4 3,7x10° 1,75x10* 7,1 x10* 1,2 x 10*
MEDIA - 3,7x 10° 4,4x 10° 1,64 x 10° 1,3 x 10*
FSP 1 2,3x10° 5,0 x 10* 8,3x10° 4,5x 10*
FSP 2 3,6 x 10° 0 7,1x 10* 1,0 x 10°
FSP 3 9,0x10°  5,0x10° 7,1x 10° 3,0x 10*
FSP 4 2,2 x10° 4,8 x10* 3,9 x 10° 0
MEDIA - 2.2 x 10° 1,2 x 10* 5,0x 10° 1,9 x 10*
FV 1 3,3x 10° 0 1,6 x 10° 3,0 x 10?
FV 2 3,1x10° 0 3,2x10° 0
FV 3 5,4 x 10° 5,5 x 102 1,3 x 10° 3,3 x 10*
FV 4 8,2 x 10° 3,7 x 10* 2,8x10° 0
MEDIA - 5,0 x 10° 9,4 x 10° 8,7 x 10° 8,6 x 10°
#"(ETDA'ﬁ ; 90x10° 66x10° 925x10° 1,07 x 10°

OMV= Mistura Vegetal; FCO= Farinha de Carne e Ossos; FSP=Farinha de Sangue e Penas; FV=Farinha de

Visceras.
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Tabela 6. Contagem de coldnias de Clostridium perfringens no Controle Positivo e nos
tratamentos com Formaldeido, Acidos Organicos e Salmex® nas Farinhas de Carne e
Ossos, Sangue e Penas e Visceras e Mistura Vegetal, inoculadas experimentalmente

com este agente apos o periodo de agéo de 5 dias, em UFC/g.

Periodo de Agao - 5 dias

Tratamento

ngredenies  Repeticao QOIS TR0 Acios | TN
organicos
Mv® 1 1,0 x 10* 5,0 x 10° 5,5 x 10° 0
MV 2 3,0x 10* 0 8,6 x 10* 0
MV 3 2,4 x 10° 0 3,8 x 10° 0
MV 4 1,9 x 10* 0 1,3 x 10° 0
MEDIA - 7,5 x 10* 1,2 x 10° 2,9x 10° 0
FCO 1 7,0 x 10* 0 2,7x10° 5,5 x 102
FCO 2 1,2 x 10* 0 1,6 x 10° 0
FCO 3 5,0 x 10* 0 2,5 x 10* 0
FCO 4 5,2 x 10* 0 0 0
MEDIA - 4,6 x 10 0 1,1 x 10° 1,4 x 102
ESP 1 6,0 x 10° 1,5x 10° 1,7 x 10* 0
EFSP 2 1,5 x 10° 0 1,1 x 10° 0
FSP 3 9,0 x 10° 0 2,4 x 10° 0
FSP 4 6,2 x 10° 2,1x10° 1,0 x 10° 0
MEDIA - 2,3x 10° 9,0 x 10° 1,5 x 10° 0
FV 1 8,0 x 10* 0 7,1x 10° 2,5 x 102
FV 2 2,1x10° 0 9,5 x 10* 0
FV 3 4,3x10° 0 1,2 x 10° 0
FV 4 5,1 x 10° 1,55 x 10° 9,0 x 10* 0
MEDIA - 3,1x 10° 3,9 x 10° 2,5x 10° 6,2 x 10*
#"g%ﬁ 683x 10° 6,2 x 102 2.0 x 10° 2.0x 102
% MV= Mistura Vegetal; FCO= Farinha de Carne e Ossos; FSP=Farinha de Sangue e Penas; FV=Farinha de

Visceras.

A avaliacdo da estatistica neste experimento demonstrou que houve diferenca
estatistica entre os tratamentos e os periodos de a¢édo dos produtos (p<0,0001), j& os
diferentes ingredientes foram semelhantes estatisticamente entre si (p=0,0580). No
nivel de 5% de significancia, foi encontrada uma diferenca somente entre a interacédo

produto versus dia (p=0,0378). As demais interacdes foram estatisticamente
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semelhantes, ou seja, sdo independentes umas das outras. A andlise de variancia da
estatistica apresentou a média geral de 3,585, o desvio padrédo foi igual a 1,044, o
coeficiente de variagao foi de 29,111.

A Tabela 7 mostra as medias estatisticas com relacédo aos ingredientes (Mistura
Vegetal; Farinha de Carne e Osso; Farinha de Sangue e Penas; Farinha de Visceras),
aos produtos (Formaldeido; Acidos organicos; Salmex®:; Controle Positivo) e com

relacéo aos dois periodos de acao dos produtos (24h e 5 dias).
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Tabela 7. Comparacfes das médias em relacdo aos produtos, ingredientes e periodos.

Tratamento® Médias em logo(x+5)®
1 5,491 a
2 1,662 b
3 5,284 a
4 1,905 b
teste F 127,66 (p<0,0001)
DMS (5%)? 0,6822
Ingrediente® Médias em logio(x+5)
1 3,398 a
2 3,381l a
3 4,015a
4 3,547 a
teste F 2,58 (p=0,058)
DMS (5%) 0,6822
Periodo Médias em logio(X+5)
24h 4,091 a
5 dias 3,079 b
teste F 30,06 (p<0,0001)
DMS (5%) 0,3662

WMeédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (teste f, sendo = 5%).
@DSM= Diferenca minima significativa para comparacso das médias.
@)1= Controle Positivo; 2= Formaldeido; 3=Acidos organicos; 4= Salmex®.
@)1= Mistura Vegetal; 2= Farinha de Carne e Osso; 3= Farinha de Sangue e Penas; 4= Farinha de Visceras.

Valor do teste F para cada interacdo analisadas

Produto x Ingrediente 1,19 (p=0,3108) "™
Produto x Periodo 2,92 (p=0,0378)*
Ingrediente x Periodo 1,36 (p=0,2597) "™

Produto x Ingrediente x Periodo 0,99 (p=0,4531) "™
* Interac&o significativa ao nivel de 5% e "= nao significativo.

Entre os produtos analisados, houve uma diferenca estatistica significativa no
nivel de 1%. O formaldeido e o Salmex® obtiveram um comportamento estatisticamente
semelhante entre si, porém os mesmos diferiram dos &cidos organicos e do controle
positivo. Os tratamentos a base de formaldeido e Salmex® tiveram uma média de
contagem de colonias inferior aos demais tratamentos, demonstrando uma maior

eficacia desses produtos.
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Os ingredientes de origem animal e vegetal ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles (p=0,0580).

Entre os dois periodos avaliados, houve uma diferenca significativa (p<0,0001),
sendo que no segundo periodo (5 dias) observou-se uma menor média das contagens
comparada com o primeiro (24h), isso mostra que o tempo de incubacgéo é importante
para a acdo. Conforme WALES et al. (2010), o tempo de acdo do produto afeta
diretamente a eficiéncia, além de que sdo necessarios altos niveis de acidos organicos
nos ingredientes de ragdes, para alcancar reducdes significativas de contaminacéo. IBA
e BERCHIERI (1995) trabalhando com &cidos organicos demonstraram que para
reduzir a populacdo microbiana na racao foi necessario um longo periodo de contato
para inibir qualquer tipo de bactéria.

Como houve significancia somente entre a interacdo produto versus dia
(p=0,0378) foi realizado um desdobramento estatistico para analise desses dados,

conforme é observado na Tabela 8.

Tabela 8. Comparac¢fes de médias do desdobramento da interacao significativa

produto versus periodo de acéo.

, Tratamento®
Periodo de ag&o® Teste F
1 2 3 4

] 56,79
24h 5810AaY  1963Ab  5716Aa  2,875Ab ’
(p<0,0001)* ¥

_ 73,80

5 dias 5,171 Aa 1,361 Ab 4,851 Ba 0,934 Bb
(p<0,0001)*
2,99 2,66 5,49 27,70
Teste F
(p=0,0869)"™ (p=0,1061)" (p=0,0212)* (p<0,0001)*

M 'Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si (teste f, sendo 2= 5%).
@ 1= Controle Positivo; 2= Formaldeido; 3= Acidos organicos; 4= Salmex®.
® 1= 1 dia de incubagao; 2= 5 dias de incubacéo.
@ « = significativo pelo teste F a 5% e "= n&o significativo.

Apesar de haver uma ligeira reducédo das médias no tratamento 2 (formaldeido),

ndo houve diferenca estatistica quando comparamos dentro dos diferentes tempos de
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acdo do formaldeido. No tratamento 1 (controle positivo), as médias obtiveram uma
pequena reducdo porém nao foram diferentes estatisticamente.

Ja os produtos 3 (Acidos organicos) e 4 (Salmex®) apresentaram uma notavel
diminuicdo de meédias demonstrando que, no decorrer do tempo de incubacéo, foram
diferentes no nivel de 5% e de 1% de significancia, respectivamente, indicando que 0s
dois produtos estéo fortemente correlacionados com o efeito do tempo de acgéo.

A acao dos acidos organicos na eliminacédo de bactérias ocorre pela penetracéo
nas células bacterianas pela dissociacdo em cétions (+) e anions (-). Os ions catiénicos
sdo responsaveis por reduzir o pH interno das bactérias, consumindo, assim, sua
energia, e, consequentemente, levando estas células a morte. Ja a forma anibénica se
difunde livremente por meio da parede celular, tornando-se téxico em sua forma
dissociada (LAMBERT e STRATFORD, 1999 citado por BASSAN et al., 2008).

Num estudo realizado por DIEBOLD e EIDELSBURGER (2006) citado por
WALES et al. (2010), foi demonstrada a eficacia dos &cidos organicos, através da
concentragao inibitéria minima, sobre a Salmonella Typhimurium, sendo mais eficaz o
acido férmico, seguido pelo &cido propidnico e finalmente o latico. A acgdo
antimicrobiana, especificamente, dos acidos organicos, esta associada a concentracao,
ao pH do ambiente e ao tipo de microrganismo (DIBNER e BUTTIN, 2002; WALES et
al., 2010).

A sensibilidade bacteriana aos agentes antimicrobianos, acidos organicos, é
determinada pelo tipo de microrganismo, pela variacdo da tenséo e pela formacéo de
esporos (HEINZEL, 1998 citado por RICKE, 2003). Enquanto que o modo de acao do
formaldeido ocorre devido a capacidade de inativar constituintes celulares como
proteina e acidos nucléicos (PELCZAR, et al., 1997).

No presente estudo a bactéria utilizada foi o C. perfringens, que € uma espécie
Gram positiva e esporulada (TORTORA et al., 2005), sendo assim mais resistente a
acao inibitoria.

Neste estudo, os acidos organicos em associacao com o formaldeido mostraram-
se mais eficiente quando comparados com a utilizacdo somente de acidos organicos.

CARRISQUE-MAS et al. (2007) obtiveram a eliminagao da contaminacéo de Salmonella



31

sp, em racdes inoculadas com 10% e 10* UFC/g, quando foi aplicada uma associacdo de
acidos propibnico e formaldeido, durante o periodo de 24h.

KHAN et al. (2003) compararam os efeitos de formalina, em frangos com 10
semanas de idade, administrada de duas maneiras: uma misturando o formalina na
racdo nas concentracdes de 2,5; 5,0 e 10 mL/kg e outra administrando, por via oral,
uma solucdo contendo 3 % de formalina, em diferentes dosagens (5, 10 15 e 20
ml/ave/dia). Ambas as maneiras foram realizadas simultaneamente durante 8 semanas.
Apés este periodo foram verificadas alteracdes corporais e comportamentais em
tratamentos com alta dosagem de formalina, demonstrando assim que a toxicidade do

formaldeido, para aves, depende da dosagem e da maneira como € administrada.
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6. CONCLUSAO

Das 80 amostras de ingredientes in natura destinados a fabricacdo de racéo
analisadas, 60% foram positivas para Clostridium perfringens, demonstrando a
importancia de se estudar a contaminagéo deste agente em ingredientes visando evitar
perdas econbmicas causadas pela doenca provocada por este agente.

O Salmex® diminuiu a contagem da populacdo de C. perfringens nas amostras
que receberam doses acima de 3,0g/kg. Em 24h de acéo deste produto houve a
auséncia de contagem em 29% das amostras, jA no periodo de cinco dias esta
porcentagem foi de 63%, demonstrando que o tempo € um fator importante para a agao
do Salmex®.

Entre os tratamentos com os diferentes produtos quimicos, formaldeido, acidos
organicos e Salmex®, as amostras tratadas com formaldeido e com Salmex® obtiveram
uma melhor eficiéncia na inibicdo do C. perfringens em ambos os periodos avaliados,
24h e cinco dias, quando comparados com a mistura de acidos organicos.
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