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RESUMO

A analise bacterioldgica das racdes para peixes auxilia na seguranca alimentar e a
salde dos animais, sendo possivel identificar contaminagdes bacterianas e adotar
medidas preventivas que garantam que os padrfes estejam adequados. Entre as
principais bactérias que podem ser veiculadas pela racdo destacam-se: Escherichia
coli, Salmonella, e Bacillus cereus. A presenca de bactérias patogénicas pode interferir
na digestdo de nutrientes, na sanidade, no metabolismo e na resposta imunolégica em
peixes, podendo contaminar os alimentos derivados causando doengas nos
consumidores. Para o tratamento de bacterioses, frequentemente séo adicionados
antibacterianos nas racdes de peixes. O uso indevido de antibacterianos pode ampliar
0 espectro da resisténcia bacteriana, favorecendo o desenvolvimento de bactérias
multirresistentes. Dessa forma, com esse estudo objetivou-se avaliar se a forma de
estocagem para uso diario de racdes para peixes com diferentes teores de proteinas
interfere na qualidade bacterioldgica e fisico-quimica destes produtos e o efeito
inibitério do antibidtico oxitetraciclina sobre as bactérias encontradas nas racoes.
Foram realizadas analises bacterioldgicas, fisico-quimicas, sujidades leves, e a
determinacdo da sensibilidade ao antibacteriano oxitetraciclina pelo método de difusdo
em disco. Os resultados encontrados mostram contaminacdo por bactérias
heterotrdficas mesofilas, Bacillus cereus, coliformes totais e termotolerantes dentro do
padrdo recomendado. Sendo que a forma de estocagem para uso diario influenciou na
quantidade de bactérias mesofilas heterotroficas e nos valores de umidade da ragdo em
relacdo as ragdes embaladas de fabrica. Na anélise de sujidades foram encontrados
materiais biolégicos de origem animal como asas de insetos e pelos e de origem
sintética como microplasticos O uso de oxitetraciclina possui o risco de que as cepas
desenvolvam resisténcia aos farmacos aplicados na ragdo. Esse fato é perigoso para a

salde publica devido ao aumento da probabilidade de disseminacdo dos genes de
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resisténcia, podendo estar atrelado ao déficit das boas praticas de manipulacéo das

racdes nas pisciculturas.

Palavras-chave: Bacillus cereus. Escherichia coli. Piscicultura. Resisténcia

antibacteriana. Salmonella spp.
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ABSTRACT

Bacteriological analysis of fish feed helps to ensure food safety and animal health,
making it possible to identify bacterial contamination and adopt preventive measures
to ensure that standards are adequate. The main bacteria that can be transmitted by
feed include: Escherichia coli, Salmonella, and Bacillus cereus. The presence of
pathogenic bacteria can interfere with the digestion of nutrients, health, metabolism
and the immune response in fish, and can contaminate derived food, causing illness in
consumers. Antibacterials are often added to fish feed to treat bacteriosis. The
improper use of antibacterials can broaden the spectrum of bacterial resistance,
favoring the development of multi-resistant bacteria. The aim of this study was
therefore to assess whether the way in which fish feed with different protein contents
is stored for daily use interferes with the bacteriological and physico-chemical quality
of these products and the inhibitory effect of the antibiotic oxytetracycline on the
bacteria found in the feed. Bacteriological, physicochemical and light soiling analyses
were carried out and the sensitivity to the antibacterial oxytetracycline was determined
using the disk diffusion method. The results showed contamination by mesophilic
heterotrophic bacteria, Bacillus cereus, total and thermotolerant coliforms within the
recommended standard. The storage method for daily use influenced the amount of
heterotrophic mesophilic bacteria and the moisture content of the feed compared to
factory-packaged feed. In the analysis of dirt, biological materials of animal origin
were found, such as insect wings and hair, and of synthetic origin, such as
microplastics. The use of oxytetracycline carries the risk of strains developing
resistance to the drugs applied to the feed. This is dangerous for public health due to
the increased likelihood of resistance genes spreading, and may be linked to a lack of

good feed handling practices in fish farms.
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1. INTRODUCAO

O principal desafio da piscicultura esta atrelado aos custos elevados com
alimentacdo dos peixes, que representam 60 a 80% dos custos de producgéo, além das
praticas de manejo inadequadas com as ra¢des. Os peixes precisam consumir dietas
com boa qualidade sanitaria e nutricionalmente balanceada para ter bom desempenho
zootécnico no menor tempo possivel (BHILAVE, BHOSALE e NADAF, 2012;
KALEEM E SABI, 2021; OBWANGA et al., 2018).

Devido a crescente demanda mundial da piscicultura, surge a necessidade de
aumentar producdo de racGes e alimentos que garantam melhor desempenho
zootécnico. O desafio para essa producdo é manter os padrdes de qualidades
microbioldgicos, bromatoldgicos, nutricionais e sensoriais durante todo o ciclo de
fabricacdo, transporte, armazenamento e alimentacdo dos peixes (PIVATTO,
BORNIATTI e FASSINA, 2020; SILVA et al., 2018).

O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) é responsavel pela
regulamentacdo, fiscalizacdo dos produtos designados a alimentacdo animal. Ele
estabelece que as empresas possuam manual de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e
anexado a ele estejam os Procedimentos Operacionais Padrdes (POP) com objetivo de
garantir a qualidade, conformidade e seguranca dos produtos destinados a alimentacédo
animal através da Resolu¢do n° 216, 15 de setembro de 2004 (ANVISA, 2004).

Antes da escolha da racdo para alimentacdo dos peixes € importante ainda
adotar acOes que reduzam os perigos que alteram a qualidade nutricional,
microbioldgica e fisico-quimica (BARONE, 2017). Dos problemas mais frequentes
ligado & qualidade da alimentacdo sdo o fornecimento de racfes elaboradas com
ingredientes de baixa qualidade e o armazenamento em condi¢Oes inadequadas de
umidade, expostas a insetos e demais pragas e a luz solar (DI DOMENICO, 2014). Os
componentes das ragcdes podem servir como substratos para desenvolvimento de
diversos tipos de micro-organismos adquiridos durante o processamento e
armazenamento (MACIOROWSKI et al., 2007).

Visto que os micro-organismos afetam a qualidade das rac6es faz-se necessario
analisar a presenca de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, pois
comprometem a vida de prateleira e a sanidade dos peixes, ocasionando adversidades

nos custos de producdo devido menores ganhos de peso dos animais, piora da
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conversdo alimentar, morte dos peixes e risco de transmissdo de bactérias patogénicas
(PETRESKA, ZIBEROSKI, ZEKIRI, 2013; ZMYSLOWSKA ¢ LEWANDOWSKA,
1999).

O manuseio incorreto e indevido das racGes em uso nas unidades de
piscicultura pode favorecer a presenca de bactérias que interferem na qualidade
bromatoldgica, esta que avalia se 0 alimento cumpre com 0s requisitos essenciais para
0 consumo. Esses agentes bacterianos, podem ser potencialmente prejudiciais a
sanidade dos peixes, favorecendo o desenvolvimento de enfermidades clinicas ou

subclinicas em peixes.

Baseado nestes fatos formulou-se a seguinte hipotese: a forma de estocagem
para uso diario de racdes para peixes com diferentes teores de proteinas interfere na
qualidade bacterioldgica e fisico-quimica destes produtos. Para testar a hipotese, com
esse trabalho objetivou-se: quantificar as bactérias presentes nas amostras de races
para peixes durante a estocagem, antes e ap0s a abertura das embalagens; identificar a
contaminacdo das racbes para peixes comerciais por bactérias patogénicas e
deteriorantes; analisar o efeito da oxitetraciclina frente ao Bacillus cereus; verificar se
o teor de proteina das ragdes interfere na multiplicacdo bacteriana; avaliar as alteraces
na qualidade fisico-quimica das racGes pelo manuseio; identificar a presenca de

perigos fisicos (sujidades leves).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Producéo da racao
A ragdo para a piscicultura tem forte influéncia na criacdo de peixes para
producdo em escala industrial, devido a necessidade de arragoamento pelo fato de os
animais estarem em confinamento. Ha a evidéncia de um potencial crescimento na
producdo brasileira do peixe de cultivo mesmo diante dos altos custos com
alimentacéo, na qual chegou a 860.355 toneladas de peixes produzidos no ano de 2022
(PEIXE BR, 2023; UN, 20186).

Assegurar a elaboracdo de uma ragdo com qualidade superior é essencial para
0 sucesso 0 da piscicultura, que se apresenta como uma das principais fontes de
proteina animal para alimentacdo humana (SARKER, RAHMAN e ALAM, 2015).
Diante disso, a industria aspira suprir a demanda por animais aquaticos decorrente da
crescente populacdo mundial e com a escassez de matérias primas para a alimentagédo
animal, a industria deve abordar de métodos mais avancados para otimizar a producao
com qualidade e sustentabilidade (VAN DER POEL et al., 2020).

Na piscicultura, a racdo € um dos componentes de maior custo. A producao de
racao tem como objetivo obter o alimento com o melhor custo-beneficio, a fim de obter
um produto reconhecido no mercado, gerando uma economia de lideranca na obtencgéo
de proteina animal, além de exigir uma mao de obra qualificada que supervisione as
etapas do processo para garantir a exceléncia na producdo em geral (BHUIYAN et al.,
2018; LARA, 2010; ZHOU et al., 2018).

A formulacdo das ra¢des de cultivo promove o crescimento eficiente dos peixes
desde a fase de alevinos até o tamanho do mercado, sendo que 0s alevinos necessitam
de alimentos ricos em proteina e energia, nutrientes necessarios para que apresentem
elevada taxa de crescimento. Por isso, deve ser utilizado para alevinos ragdes que
contenham altos teores de proteina, cerca de 40 % ou mais (ARECHAVALA-LOPEZ
etal., 2022; SENAR, 2019).

As ragdes buscam atender bom indice de conversdo alimentar, que é calculada
dividindo-se a quantidade de alimento fornecido pelo aumento na biomassa de peixes.
As racdes de qualidade para a piscicultura devem atender os seguintes requisitos:

favorecer o crescimento potencial, garantir a sanidade e o sucesso reprodutivo, garantir
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boas qualidades sensoriais, fisicas, quimicas e microbiologicas, além de apresentar um
baixo impacto poluente (GLADJU, KAMALAM, KANAGARAJ, 2022).

As racfes quanto a sua natureza podem ser artesanais ou industrializadas,
quanto a umidade pode ser Umida, de baixa umidade ou secas. Quanto ao
processamento, as racfes comerciais mais utilizadas na piscicultura sdo as em pd,
peletizadas e extrusadas. A escolha do tipo de ragdo pelo piscicultor dependendo do
sistema de cultivo adotado e das condicdes financeiras (ARAUJO, 2008;
RODRIGUES, BERGAMIN e SANTOS, 2013).

A alimentacdo adequada deve fornecer todos os ingredientes necessarios
(proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e minerais) para 0 bom desempenho
zootécnico e a sanidade dos peixes. A maioria dos piscicultores utiliza ragdes
industrializadas com composic¢ao padronizada dos valores de macro e micronutrientes
adequados as fases de crescimento. A composicdo pode oscilar da seguinte forma:
proteina 18 % a 50 %; lipidios 10 % a 25 %; carboidratos 15 % a 20 %; cinzas 8,5 %;
fosforo <1,5 %; umidade <10 %; tracos de vitaminas e de minerais (CRAIG et., 2017).

2.2 Processamento tecnoldgico para obten¢do da racao para peixes

O conceito de racdo é definido pelo alimento consumido com todos os
nutrientes exigidos para suprir as necessidades fisiologicas do animal em manutencgéo
e producdo. A vista disso, as fabricas de racdo animal surgiram pela necessidade de
fornecimento com eficiéncia de ragdes de acordo com as exigéncias nutricionais dos
animais de producéo e pelas grandes demandas de mercado, que sdo pressionadas a
produzir e formular produtos tecnologicamente mais avancados com maior valor
agregado (BEUS, 2017; LEITE et al., 2008).

Para a fabricacdo de racdo com qualidade e com caracteristicas fisico-quimicas
e bioldgicas garantidas, sdo necessarios 0s controles iniciais, como selecdo de
fornecedores de matéria-prima e de insumos, preparacdo da matéria-prima (pesagem,
mistura, moagem e peneiramento), pré-condicionamento, e 0S processamentos
importantes para modificacdo das estruturas das racfes, como a peletizacdo ou
extrusdo, seguidos do ensaque e expedi¢do de produtos acabados, as quais sdo todas
as etapas de fabricacdo de racdo animal (CHAABANI et al., 2022; OLIVEIRA, 2016;
RIAZ E ROKEY, 2011).


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144860922000449#bib63
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Inicialmente as racdes para peixes eram produzidas apenas na forma peletizada,
com o uso de tecnologia simples, como um moinho de pellets. O processo de
peletizacdo consiste na aglomeragdo de ingredientes ou mistura que em formato
cilindrico sdo nomeados de pellet. Para obtencdo dos pellets, os ingredientes sdo
agregados por acdo mecanica, em combina¢do com umidade, pressdo e temperatura
(MASSUQUETTO, 2014). A peletizacdo € realizada no conjunto peletizador
composto por uma rosca alimentadora, condicionador, retentor e prensa peletizadora
(MURAMATSU, 2013). A racéo peletizada apresenta a reducdo de contaminacéo de
bactérias pois sdo expostas as altas temperaturas durante o processo (CRUZ &
RUFINO, 2017). Trata-se de método estavel e baixo custo de producdo, na qual
poderia ser realizado na prdpria fazenda de cultivo de peixes. Porém, sua principal
desvantagem é que ha influéncia na qualidade fisicas dos pellets, principalmente sua
forma, densidade (LE GOUVELLO e SIMARD, 2017) e composicdo centesimal.

Com a tecnologia da extrusao das racoes foi possivel elaborar uma densidade
variada, com baixa e alta densidade para adequar aos habitos dos peixes e
granulometria conforme a fase de desenvolvimento. Além da melhor qualidade das
caracteristicas fisicas (estrutura firme, auséncia de finos, tamanho e forma ajustaveis)
e estabilidade na agua (CRAIG, 2017; CYRINO e FRACALOSSI, 2012; TERPSTRA,
2015).

Na extrusdo, os grdos moidos sdo condicionados por 30 segundos a 150,0 °C,
e na expansao a temperatura é de 90 a 120°C por dois a trés segundos, com compressao
sobre o alimento (DE CASTRO MOURAO et al, 2012). A ragio extrusada possui alta
estabilidade na superficie da agua (cerca de 12 horas) e flutuabilidade com baixas
perdas de nutrientes, sendo a mais indicada para a piscicultura com boa aceitabilidade
pelos peixes. A técnica é aplicada extensivamente com matérias-primas como milho,
trigo, arroz e a soja (SIMON, 2009).

Durante o processo de extruséo, as moléculas constituintes da mistura de ragoes
sdo submetidas a uma sucessdo de tratamentos quase instantaneos envolvendo altas
tensOes de cisalhamento, pressdes e temperaturas, todos 0s quais representam um
desafio na avaliacdo do teor de nutrientes retidos no produto tratado (PLATTNER,
2007). Utiliza-se a secagem para reduzir o teor de umidade do produto, que deixa a

extrusora com aproximadamente 14% de umidade.
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E importante manter a umidade final até 10%, a fim de evitar multiplicacdo de
micro-organismos indesejados, especialmente os fungos. Porém, deve-se manter
precaucdo quanto o excesso de secagem pode resultar em perdas de ingredientes como
antioxidantes e antifangicos (KRABBE, 2011).

2.3 Controle de qualidade, fiscaliza¢éo, comercializacéo e estocagem de ragoes
para peixes
A escolha dos fornecedores de ingredientes é fundamental na eficiéncia da
producdo da racdo a ser ofertada aos peixes, assim como o preparo das racGes deve ser
criterioso, desde a moagem e mistura dos ingredientes até as etapas finais do
processamento, para entdo garantir o bem-estar dos animais em cultivo (GRANADOS-
CHINCHILLA, 2021; RIBEIRO et al., 2012). Os peixes tendem a ser comedores
exigentes, pois exigem niveis mais altos de proteina dietética, as proprias ragdes de
origem vegetal possuem menor conteldo proteico em comparagdo com a origem
animal (CASAGRANDE et al., 2021; MARASCA et al., 2019; SARKER, RAHMAN
e ALAM, 2015).

A legislacdo referente a alimentacdo animal no Brasil é composta pela Lei
Federal n® 6.198, de 26 de dezembro de 1974, que dispde sobre a inspecdo e a
fiscalizacdo obrigatorias dos produtos destinados a alimentagdo animal,
regulamentada através do Decreto n° 6.296, de 11 de dezembro de 2007 (BRASIL,
2022; FORMIGONI et al., 2017).

No processo de fabricagdo de alimentos para animais, o controle de qualidade
inicia-se no projeto da fabrica, que envolve sua construcdo e instalacdo de
equipamentos até o produto. As empresas que adotam as BPF possuem beneficios e
evitam problemas futuros como a reducéo de custos e de contaminagéo (BEUS, 2017
FORMIGONI et al., 2017; MENESES, 2018). Dentre elas as principais sdo: a
qualificacdo de fornecedores e controle de matérias-primas e embalagens (IN
04/2007), limpeza/higienizagdo de instalagBes, equipamentos e utensilios, higiene e
satde dos manipuladores, haver padrdes aceitaveis de potabilidade da agua, prevencao
de contaminacdo cruzada, controle de pragas, residuos e efluentes, programa de
rastreabilidade e recolhimento de produtos (BRASIL, 2007).

Para valorizar ainda a eficiéncia da qualidade conta-se com o0 método Anélises
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) descrita pela Portaria n° 46, de 10


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/LEI00006198.pdf
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/LEI00006198.pdf
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/copy2_of_DEC000062962007.pdf
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de fevereiro de 1998, que tem como fundamento identificar e analisar perigos
envolvidos dentro da cadeia de producdo para garantir a seguranca do consumidor
contra perigos, seja de origem fisicos, quimicos ou biolégicos, sendo a ultima etapa
referente a seguranga do produto (DE PAULA e RAVAGNANI, 2011; MAPA, 1998).

A prevencdo da multiplicacdo microbiana nas racdes esta relacionada com o
uso de técnicas adequadas no processamento e armazenamento, juntamente com
instalacGes adequadas de armazenagem (TACON et al., 2011). O armazenamento a
longo prazo influencia a composicdo quimica dos alimentos para animais, na qual
devem ser conservadas de forma a garantir a sua inocuidade e integridade, sempre
respeitando a temperatura e umidade adequadas para conservacdo, data de validade,
tempo de armazenagem, pessoas responsaveis, organizacao, limpeza, higienizacdo do
local em que vai ser estocada (HOORNSTRA et al., 2001; MAPA, 2007).

A armazenagem pode ser definida como o espaco onde as empresas, dos mais
variados segmentos de operacdo, utilizam para armazenar seus produtos, desde a sua
distribuicdo, com um processo que deve garantir a integridade fisica e a inocuidade
dos produtos de acordo com sua finalidade. Todo alimento necessita ser armazenado
de acordo com suas caracteristicas, para garantir que o alimento tenha boa qualidade
para o consumidor final. No caso de armazenamento a seco, deve-se manter o local em
temperatura ambiente (PANDOLFI et al., 2020; PAOLESCHI, 2018).

As racOes passam por controle de qualidade durante o processo de fabricagédo
que é garantida pela embalagem adequada. Por esse motivo, apds abertura para
distribuicdo diaria nas unidades de piscicultura, as embalagens devem ser armazenadas
adequadamente para que suas caracteristicas originais sejam conservadas (LIMA,
2013; MARION, 2018).

2.4 Presenca de patdgenos bacterianos nas ragdes

A alimentacdo animal é vulneravel a introducdo de bactérias patogénicas ao
longo de toda a cadeia produtiva (ALALI e RICKE, 2012). A presenca delas podem
interferir na digestdo de nutrientes, na sanidade, no metabolismo e na resposta
imunoldgica. Também pode contaminar os alimentos derivados causando doencas nos
consumidores (SAPKOTA et al., 2007; TESSARI et al., 2014; OU et al., 2021).
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A microbiota gastrointestinal dos peixes atua na prevencdo da colonizacao de
agentes infecciosos, na homeostase energética e na manutencdo da imunidade da
integridade da mucosa. A composi¢do microbiana das ragdes favorece a manutencao
da sanidade dos peixes propiciando bom desempenho zootécnico, consequentemente
interfere economicamente na piscicultura mais sustentavel (DEEPIKA et al., 2019;
JIN et al., 2022; LIEKE et al., 2020).

Bactérias patdgenas no ambiente da piscicultura ocorrem principalmente pelas
atividades antropicas perto das fazendas, a falta de manejo adequado dos tanques e
pela utilizacdo de ingredientes de fonte duvidosa nas ragdes (ZORRIEHZAHRA et al.
2016). A presenca de coliformes termotolerantes nas ragfes e nos ingredientes esta
associada a falta de higiene geral na manipulacdo, preparo e armazenamento de
produtos (SANTOS et al., 2000). E as bactérias mesofilas sdo utilizadas para estimar
a presenca de patdgenos nos alimentos fornecidos aos peixes, assim como a possivel
vida de prateleira. As ragdes sdo armazenadas em galpdes expostas a umidade e a
temperatura ambiente (entre 20,0 °C e 45,0 °C), condi¢cdes que propiciam a
multiplicacdo de bactérias mesofilas (FAO, 2008; FERREIRA, LIMA e COELHO,
2014; JAY, JUNIOR et al., 2021; LOESSNER e GOLDEN, 2009).

Caso presentes nos alimentos, outros géneros bacterianos podem afetar a satde
do consumidor por infeccdes e intoxicacGes. A multiplicacdo desses micro-organismos
esta condicionada as condi¢cOes de armazenamento propicias ao seu desenvolvimento.
Dentre 0s géneros provaveis, o grupo dos coliformes (Escherichia, Citrobacter e
Klebsiella), pode se multiplicar entre 5,0 °C a 44,5 °C, atividade de &gua até 0,90 e
ampla faixa de pH (JAY, LOESSNER e GOLDEN, 2009; TORTORA, FUNKE e
CASE, 2012).

A presenca de Salmonella spp. em ra¢des ocorre pela utilizacdo de ingredientes
contaminados, armazenamento inadequado, falhas nas BPF durante processamento de
fabricas e dos manipuladores. Essa bactéria pode formar biofilmes e proteger-se contra
acOes desinfetantes, favorecendo sua multiplicacdo e permanéncia no interior do
sistema de producdo (MUNOZ et al., 2021; PARKER et al., 2022).

De um modo geral, os ingredientes da racdo estdo potencialmente sujeitos a
contaminacéo por Salmonella spp., nas diversas etapas, desde a obtencdo da mateéria-

prima, durante o processamento, no transporte até o armazenamento da ragéo na
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fazenda (SANTOS et al., 2000; SILVA e DUARTE, 2002; SILVA, 2011). As
Salmonella spp. presentes nas matérias-primas utilizadas para alimentacdo dos peixes
podem se instalar no microbioma intestinal, favorecendo a disseminagdo no ambiente
e contaminacdo posterior dos filés beneficiados inadequadamente (COLE et al., 2011;
FAGUNDES e FERREIRA, 2018).

Em relacdo ao Bacillus cereus, trata-se de bactéria Gram positivas, com
formato de bastonetes, formadoras de esporos elipsoidais ou cilindricos, subterminais
ou paracentrais (LOGAN e DEVOS, 2009). Essa bactéria pode ter capacidade de
producdo de toxinas gastroentéricas que causam as sindromes emética e diarreica pelo
consumo de varios tipos de alimentos contaminados, incluindo peixes (HASSANIEN
etal., 2018; MAZIERO e BERSOT, 2011).

2.5 Resisténcia bacteriana

Séo classificados como agentes profilaticos, ou terapéuticos os farmacos que
sdo utilizados para tratar de infeccbes. O controle tem sido feito com o uso de
antibacterianos adicionados na ragdo ou na agua (imersdo), porém o0s peixes nao
metabolizam alguns antibacterianos e descartam nas fezes (FIGUEIREDO e LEAL,
2008; PESSOA et al., 2020; ROMERO et al., 2012).

A oxitetraciclina € um dos principais antibacterianos utilizado para controle de
bacterioses na aquicultura (SERRANO, 2005). O MAPA pela Instru¢cdo Normativa -
IN N° 162, de 1° de julho de 2022 facilita a busca aos limites maximos de residuos
para insumos farmacéuticos ativos de medicamentos veterinarios em alimentos de
origem animal, podendo ser consultados a gestdo diaria aceitavel (IDA), a dose de
referéncia aguda (DRfA) e os limites maximos de residuos (LMR) para insumos
farmacéuticos ativos (IFA). O limite maximo de residuo de oxitetraciclina no musculo
de peixe é de 200 mcg/Kg (CODEX ALIMENTARIUS, 2023; MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

No Brasil ha dois programas que monitoram a presenca de residuos de
medicamentos nos produtos de origem animal, sdo eles: a) Programa Nacional de
Controle de Analise de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal
(PNCRC/Animal) baseado no Decreto N° 9.013, de 29 de marco de 2017 que dispde
sobre a Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (MAPA, 2017),
a Instrucdo Normativa N° 42, de 20 de dezembro de 1999 que estabelece as diretrizes
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do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em produtos de Origem
Animal (MAPA, 1999). Foi instituido o Programa Nacional de Monitoramento de
Resistencia a Antimicrobianos em recursos Pesqueiros através da Instru¢do Normativa
MAPA N° 30, de 30 de dezembro de 2014 com a finalidade de garantir a
sustentabilidade dos sistemas de producdo de animais aquaticos e a sanidade dos
recursos pesqueiros e seus derivados, obtidos a partir dos cultivos nacionais (BRASIL,
2014).

A utilizacdo de antibacterianos ndo aprovados podem ampliar o espectro de
resisténcia de bactérias (PORTELA, 2020; RIGOS e TROISI, 2005). A resisténcia aos
antibiodticos disponiveis é atualmente um desafio global, uma vez que o nimero de
cepas resistentes a varios tipos de antibioticos tem aumentado dramaticamente a cada
ano e se espalhado pelo mundo (GONZALEZ-BELLO, 2017; JORGENSEN e
HALLING-SZRENSEN, 2000).

Os piscicultores frequentemente usam antibioticos de amplo espectro como
tratamento para infec¢bes bacterianas devido a sua conveniéncia e como cobertura
geral contra uma ampla gama de doencas bacterianas (BECO et al., 2013). Os
mecanismos de resisténcia aos antibacterianos engloba a alteracdo do sitio ativo, a
diminuicdo da concentracdo celular e inativacdo do antibacteriano por sintese de
proteinas (CASTANHEIRA et al., 2013; GASTALHO et al., 2014).

As bactérias patogénicas podem alterar a salde humana e animal e adquirir
resisténcia a farmacos afetando também as comunidades de zooplancton e fitoplancton
pela selecdo de mutantes espontaneos e pela transferéncia horizontal de genes
(BURRIDGE et al., 2010). Dentre eles, a tetraciclina bloqueia a sintese de proteinas
bacteriana, inibindo sua multiplicacio (ROMERO et al., 2012). Esse farmaco é
utilizado em piscicultura para tratamento de bacterioses, porém o uso indiscriminado
pode favorecer o desenvolvimento de cepas multirresistentes que sdo lancadas nos
corpos de agua (SILVA et al., 2022).

A farmacocinética de um medicamento é realizada no animal que foi utilizado
para consumo, pois existe um tempo de eliminacao do antibidtico dos tecidos e 6rgdos
dos peixes, como Mouminta et al. (2019) detectaram residuos de antibioticos abaixo
de 0,1 ppm dentro de 21 dias ap6s a medicacao (50 mg oxitetraciclina/kg) em peixes.

A concentracdo do farmaco é significativamente reduzida com o aumento da


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/arquivos-programas-sanitarios/INMPAn30de30.12.2014InstituioPNdeMonitoramentodeResistnciaaAntimicrobianosemRecursosPesqueiros.pdf
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/arquivos-programas-sanitarios/INMPAn30de30.12.2014InstituioPNdeMonitoramentodeResistnciaaAntimicrobianosemRecursosPesqueiros.pdf
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temperatura, devido os niveis mais elevados do metabolismo, que € um ponto positivo
para os peixes cultivados no clima tropical fornecendo uma maior seguranca de peixes

para consumo humano.

Segundo trabalho O de Mannan et al. (2020) os resultados sugeriram que a
dosagem de 0,2% de oxitetraciclina usado em instala¢bes aquicolas foi eficaz contra a
maioria das bactérias, incluindo bactérias entéricas, e podendo ser usado com sucesso
na aquicultura comercial (ANADON et al., 2018).

3 METODOLOGIA

3.1 Local de coleta e amostragem da ragdo para peixes

As amostras de racdo comercial foram coletadas em uma propriedade
piscicultora localizada na cidade de Teresina, Piaui (5.2009431° O, 42.7846081° S).
Essa empresa produz e comercializa semanalmente alevinos e juvenis de tilapias
(Oreochromis sp), pirapitinga (Piaractus brachypomus) e panga (Pangasius
hypophthalmus) para outros produtores. Realizam engorda das tilapias até atingirem
aproximadamente 800g, dessa forma, a despesca de cada viveiro ocorre apds quatro
meses de povoamento conforme a demanda do mercado para comércio varejista e

atacadista.

Para atender a demanda nutritiva dos peixes, a empresa armazena em galpdes
de alvenaria as ragdes para uso diario (teor de 28% de proteinas abertas por trés dias e
racGes com teor de 45% de proteinas abertas por uma semana, aproximadamente). O
galpao utilizado ¢é arejado com teto forrado com telha metalica, paredes brancas
rebocadas com cimento e possui estrados de policloreto de vinila (PVC) para evitar o
contato dos sacos de ragdes direto com o piso de concreto. A empresa faz o controle
de pragas, porém ndo controla a umidade e a temperatura no galpao.

De fevereiro a outubro de 2023 foram coletadas mensalmente no galpéo
amostras com 200 gramas de ragédo para alevinagem (45% de proteina) da embalagem
que estava aberta para uso diario (Tratamento) e da embalagem fechada pelo fabricante

que estava no estoque (Controle). Totalizando oito amostras de racdo para alevinagem
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em uso, e oito estocadas. O mesmo procedimento foi utilizado nas amostras da racéo

de engorda (28% de proteina). No total foram coletadas 32 amostras de racéo.

No momento da coleta a temperatura e a umidade do galpdo foram aferidos
utilizando-se termo-higrémetro digital (capacidade de leitura para temperatura de 0,0
a 70 °C; e de umidade relativas 1,0 a 90,0 %).

As amostras de racGes foram acondicionadas em sacos plasticos limpos e
secos, juntamente com o termoémetro, para a afericdo diaria de temperatura e umidade
do ambiente. Para as anélises, as amostras de cada tratamento foram transportadas em

caixas isotérmicas ao laboratorio para contagem em triplicata para contagem de
bactérias heterotréficas mesofilas, coliformes totais, termotolerantes, Escherichia coli,

Bacillus cereus, pesquisa de Salmonella, e realizacdo do teste de sensibilidade ao

antibacteriano oxitetraciclina.

3.2 Processamento das amostras
Apos a coleta, as amostras foram levadas para o Laboratorio de Controle
Microbiologico de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de
Alimentos (NUEPPA), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade
Federal do Piaui (UFPI).

Para o preparo das amostras para as analises bacterioldgicas, as ragdes foram
trituradas com auxilio de um eletroportatil mixer vertical e logo apés retiradas
assepticamente 25 g da unidade analitica da amostra e transferidos para frascos
contendo 225 mL de &gua peptonada estéril e homogeneizadas, obtendo-se assim a
primeira diluicio 101, Em seguida, 1mL desta diluicdo foi transferido para um tubo
contendo 9 mL de &gua peptonada, obtendo-se a diluicdo de 102 e repetindo o
procedimento a partir desta dilui¢io para a obtencéo da dilui¢do 1073, Estas diluicdes
(10, 102 e 10®% foram utilizadas para a contagem de bactérias heterotréficas

mesofilas, Bacillus cereus, coliformes totais e termotolerantes.

3.2.1 Contagem de bactérias heterotroficas mesofilas
Para a contagem de bactérias heterotroficas mesofilas (BHM) foram
transferidas aliquotas de 1,0 mL de cada diluicdo para o fundo de placas de Petri
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estéreis em triplicatas, distribuidas e adicionados 15,0 mL de Agar Padrdo para
Contagem (PCA\) pela técnica Pour Plate, seguindo-se de incubacdo por 48 h a 35°C
(£ 0,2°C) (Figura 1). Ap6s a incubacéo, foram contadas as placas contendo entre 25 e
250 coldnias, onde a médias das contagens foram multiplicadas pelo inverso da
diluicdo, obtendo-se o numero de unidades formadoras de col6nias de bactérias
heterotroficas mesoéfilas por grama de racdo (DA SILVA et al., 2017).

Figura 1 - Esquema geral de andlise para contagem de bactérias heterotréficas

mesdfilas em placas

10" 10° 10”
Homogeneizagdo ml 1ml
— _ —_—

9ml 9mi
H,0p H,0p

259 de amostra +
225mi de Agua
Peptonada (H,0p) 1ml 1ml 1ml

o O O

PCA Agar Padrao para Contagem (PCA) PCA

|
plaqueamento em profundidade

35£1°C/48+2h

;

Contagem de BHM

FONTE: MORTON, 2001

3.2.2 Pesquisa de Salmonella spp

Para a pesquisa de Salmonella spp. foi transferida 25 g de cada amostra para
um frasco contendo 225 mL de caldo lactosado e incubado a 35°C (+0,2°C) por 24
horas, constituindo uma etapa de pré-enriquecimento da amostra. Toda a metodologia

aplicada foi preconizada por Da Silva et al. (2017) (Figura 2).

A partir da amostra da ragdo enriquecida em caldo lactosado e incubados a
35°C (£0,2°C) por 24 h, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL para 10 mL de Caldo
Rappaport-Vassilidis Soja (RVS) que foi incubado a 42°C (x1°C) por 24h.
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Posteriormente, foi efetuada a passagem para os meios seletivos de Agar Salmonella
Shigella (SS) e Agar Hektoen Enteric (HE) com periodo de incubac&o de 24 horas na
temperatura de 35°C (£2°C), ap0s o crescimento das col6nias foi observado se havia
a presenca das caracteristicas de coldnias transparentes, verde-azuladas, com ou sem
centro preto, cepas fortemente produtoras de H»S que poderiam produzir colénias com

centro preto grande e brilhante, ou mesmo inteiramente pretas com uso do Agar HE.

Figura 2 —Pesquisa de Salmonella spp.

25 g de racdo + 225 mL de Caldo
Lactosado
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| Série bioquimica para ldemiﬂn(nol

Identificacao =~

36° por 24 h - Verificar reacdes tipicas
seletiva

- k Testes sorolégicos

Fonte: AMERICANO, 2016

3.2.3 Estimativa da populacédo de Coliformes Totais e Coliformes

Termotolerantes

O método classico de contagem de coliformes totais, termotolerantes é o do

Numero Mais Provavel (NMP). A partir das diluicdes das amostras de racéo, foi
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realizado o teste presuntivo para estimar a populacdo de coliformes totais e
termotolerantes. Utilizando uma série de trés tubos contendo 10mL de Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST) e tubos de Durhan invertidos, foram transferidos 1mL de cada
diluicdo aos tubos de LST que foram incubados por 24-48h/35°C. A positividade para
o teste presuntivo foi dada pela turvacdo do meio e observacédo da producdo de gas. A
partir da prova presuntiva para coliformes fecais, foi feita a prova confirmatoria para
a presenca de coliformes termotolerantes. Dos tubos positivos de LST foi feito um
repique para tubos de ensaio contendo Caldo EC e tubos de Durhan invertidos, que
foram incubados a 45,5°C/24h. A positividade para este teste foi a presenca de turvacao
e producdo de gas (Figura 3). Os resultados foram expressos em NMP (Numero Mais
Provavel) /100 mL de amostra. Para se determinar o NMP, verificou-se a combinagdo
formada pelo nimero de tubos positivos que apresentaram as dilui¢bes 1:1; 1:10 e

1:100 no Teste Confirmativo.

Figura 3 - Esquema de anélise de coliformes totais, termotolerantes em
alimentos pelo método do NMP
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3.2.4 Meétodo de plaqueamento para contagem de Bacillus cereus em

alimentos

Foi realizado trés diluicdes adequadas da amostra e inoculadas 1 ml de cada

diluicdo em placas de Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) previamente

preparadas e secadas (plaqueamento em superficie). Foi espalhado o indculo com algas

de Drigalski, até que todo o liquido foi absorvido pelo meio de cultura. Havendo

interesse em contar exclusivamente os esporos, a amostra foi submetida a choque
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térmico por 15 minutos a 70 °C. Aguardou-se que as placas secassem completamente
e incubou-se invertidas, a 30 a 32 °C/20 + 2 horas. Selecionou-se para a contagem
placas com 10 a 100 colénias, contendo ndo mais do que 30 colbnias tipicas de B.
cereus, pois estas coldnias sdo grandes e os halos caracteristicos podem confundir-se
em placas muito cheias. O Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) é idéntico
ao Agar Kim-Goepfert (KG), mas apresenta ainda uma coloracéo rdsea leitosa ao redor

das coldnias, tipica da ndo-fermentacdo do manitol (Figura 4).

Figura 4 - Esquema de anélise para contagem de B. cereus pelo método de

plagueamento
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Desenvolvimento de colnias
(selecionar 5 colbnias tipicas)

Agar Nutriente (NA)
30°C/24h

- COLORAGAO DE
ESPOROS E LIPIDIOS
INTRACELULARES

opcao 2

| Série Bioguimica |

O O

Agar Nutriente (NA) Agar Tripticase
de Soja com
Sangue de Carneiro
(TSA-Sangue)

30°Ci24-48h 30-32°Cr24h

TESTE DE TESTE DE
GRES(_:IMENTD ATIVIDADE
RIZOIDE (-) HEMOLITICA (+)

Diferenciagio das espécias do grupo B. ceraus
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Bennett et al., 2015

3.3 Determinacéo da sensibilidade ao antibacteriano oxitetraciclina

Para o teste de antibiograma pela técnica de difusdo em disco (Bauer et al.,
1996 com modificacOes), foram selecionadas sete cepas de B. cereus isoladas a partir
das amostras de racdes analisadas. As cepas de B. cereus com crescimento de 24h
foram ressuspendidas em solucdo salina (NaCl 0,9%), para padronizacdo do inoculo
de acordo com a escala 0,5 de McFarland (1,5 x102 UFC mL-1). O indculo
padronizado foi semeado com auxilio de um swab estéril na superficie de placas
contendo agar nutriente, modificacao realizada. Em seguida foram adicionados discos
de papel filtro, previamente embebidos com o antibiético comercial oxitetraciclina nas
concentracgdes: 0,2% (concentracdo padrdo utilizada para peixes), 0,5%, 1%, e 2%. As
placas foram incubadas a 37°C por 24h. Logo apos este periodo foi verificada a
presenca ou auséncias de halos de inibi¢do e foi efetuada a medicdo dos halos. A
analise de disco difusdo foi realizada de acordo com o método descrito pelo Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2015).

3.4 Analise bromatolégica
Nas andlises bromatoldgicas foram verificados os valores de proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), cinzas, umidade, fibra bruta (FB), segundo metodologia
descrita por Silva e Queiroz (2003).

3.4.1 Teor de umidade

Foram pesadas 40 a 50 g de racdo e colocada em recipiente de secagem (tarar
o recipiente de secagem, limpo e seco). Foi mantido a 75°C em estufa com circulacao
de ar forcado por 24 horas e em seguida pesou-se 0 material seco para aplicar a

férmula;

) Peso imido — peso seco
Teor de umidade (%) = — x 100
peso imido

3.4.2 Cinzas ou matéria mineral
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Para analise do teor de cinzas, procederam-se com o preparo dos cadinhos para
pesagem da amostra. Esse preparo consistiu na queima dos cadinhos em forno Mufla
a 550°C/15min. Em seguida, os cadinhos foram transferidos para um dessecador, onde
permaneceram por 1h até esfriar. Entdo, foram pesados 3 g da amostra, que foi levada
para incineracdo em forno Mufla a 550°C/4h até obter um cinza de cor clara. A
temperatura inicial de 200°C foi adotada para evitar a queima brusca do material e,

consequentemente, as perdas.

peso (cinza)

% Cinzas: x 100

peso (amostra)

3.4.3 Extrato etéreo

A extracdo de etéreo foi feita com éter de petrdleo cujo ponto de ebulicéo estava
entre 40 e 65°C, entre 4 ¢ 6 horas em extrator tipo “Goldfisch”. Pesou-se 3 gramas de
amostra em um cadinho de porcelana para colocar em estufa a 105°C, durante 3 horas
(secagem definitiva). Apos esfriar a amostra, foi colocada em dessecador por trinta
minutos, fazendo um embrulho com papel de filtro em forma de cartucho, e pesando a
amostra contida no cadinho de porcelana. Os béquers foram tarados com cuidado para
n&o tocar neles com as méos, pois absorvem gordura, alterando o resultado da amostra.
Numerou-se o papel de filtro a lapis e registrou-se o numero do béquer onde foi
colocado cada papel de filtro. Tarou-se o baldo (recipiente apropriado do aparelho)
com o cartucho de papel de filtro e o béquer e pesou-se 1,0 grama da amostra em papel
de filtro para colocar no suporte de vidro (bal&o), fixando-o na presilha da entrada do
condensador do aparelho de extracdo. Em seguida, foi adicionado de trinta a quarenta

mililitro de éter de petroleo no béquer previamente tarado.

Peso do cadinho + gordura extraida — peso do cadinho vazio
Yogordura: peso da amostra x100

3.4.4 Fibrabruta

Inicialmente foi pesada 1 g da amostra e transferida para béquer de 600 ml para
adicionar 100 ml de Acido Sulfurico 0,255 N e colocado imediatamente no aparelho
digestor aquecido, e posteriormente foi ligada a &gua de circulagdo dos condensadores.
Apos o inicio da ebulicdo marcou-se trinta minutos. Concluida a etapa, procedeu a
filtracdo em papel de filtro fazendo-se lavagens sucessivas com agua quente sobre o

residuo. O material retido no papel foi transferido para o béquer de digestdo com 110
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ml de hidroxido de sédio 0,313N quente. Foi colocada aproximadamente quinze
pérolas de vidro, seguindo 0s mesmos principios da digestdo acida (trinta minutos).
Em seguida, foi filtrada a fracdo fibrosa em gooch de placa, lavando o béquer com
agua quente e, a seguir, lavando-o duas vezes com alcool etilico 95%. Os gooch foram
secos em estufa a 105°C durante 4 horas, esfriados em dessecador e pesados.
Posteriormente, calcinados em mufla a 550°C durante 1 hora, esfriados em dessecador

e pesados.

(Peso do cadinho + fibra bruta) — (peso do cadino + cinza)

%FB =
% peso da amostra x matérias seca(105°C)

3.45 Proteina bruta

Foram pesadas 500 mg da amostra homogeneizada, em papel manteiga (anotar
0 peso). Foi colocado no tubo de digestdo de proteina, e pesados 2,5g de sulfato de
sodio para adicionar ao tubo. Foi espalhado 12 a 14 mL de solucéo sulfo-cuprica. Em
sequida, realizou-se 0 processo de digestdo ocorrido no digestor, ligando
0 equipamento de digestdo de proteina, programado para temperatura de 420°C e
realizando a digestdo da amostra até ndo haver mais matéria a ser digerida, ficando a
solucdo limpida transparente ou esverdeada (aproximadamente 1h). Apos completar o
ciclo, retirou-se os tubos, e realizou-se a destilagdo. Para a destilagdo (realizada
no equipamento de destilacdo de proteina), foi colocado 12 mL de acido bérico 4%
em Erlenmeyer de 250mL, adicionado 40 mL de agua destilada e trés gotas de
indicador Tashiro (coloracdo devera ficar roxa). Foi colocado o Erlenmeyer (contendo
acido borico) na ponta de saida do destilador, de modo que a ponta ficou submersa no
liquido. Colocou-se o tubo com a amostra no equipamento de destilacdo de proteina
(destilador). Através do funil introdutor do aparelho, foi adicionado 55-60 mL da
solucdo de NaOH a 40% que foi aquecido a ebulicdo e destilado com a ponteira
mergulhada na solucéo indicadora até completar 125 mL recolhidos no Erlenmeyer.
Apobs isso, foi emergido a ponteira a qual recolheu mais 25 mL (completando 150 mL).
A fim solucdo deverd ficar verde. E por fim, na titulacdo, foi colocado &cido sulfarico
0,1N na bureta, titulado a solugdo destilada até a virada da cor do destilado (de verde
para roxo) e anotado o volume de &cido sulfirico gasto na titulagdo. Assim a
quantidade total de H.SO4 0,1N, consumidos pela destilagao, multiplicados por 0,0014

resultou na quantidade de nitrogénio presente na amostra.


https://lume-re-demonstracao.ufrgs.br/composicaoalimentos/proteinas/imagens/destila.jpg
https://lume-re-demonstracao.ufrgs.br/composicaoalimentos/proteinas/imagens/ponta.jpg
https://lume-re-demonstracao.ufrgs.br/composicaoalimentos/proteinas/imagens/funil.jpg
https://lume-re-demonstracao.ufrgs.br/composicaoalimentos/proteinas/imagens/ponta_mergulhada.jpg
https://lume-re-demonstracao.ufrgs.br/composicaoalimentos/proteinas/imagens/ponta_mergulhada.jpg
https://lume-re-demonstracao.ufrgs.br/composicaoalimentos/proteinas/imagens/bureta2.png
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K xV x Fator

% proteina bruta: B

Onde:

K =Fc x 0,0014 x 100

Fc = fator de correcdo da solugdo de acido sulfarico 0,1N
P = massa da amostra em grama

V = volume de &cido sulfdrico gasto na titulacao

Fator = fator de conversdo do nitrogénio em proteina (varia conforme o
alimento, na qual: 6,25 para carnes em geral e alimentos com mistura de proteina

animal e vegetal)

3.4.6 Atividade de 4gua

Colocou-se uma pequena quantidade da amostra numa cépsula circular de
polietileno, cobrindo apenas o fundo.— Em seguida, foi inserida no equipamento
PAWKIT, e a leitura foi feita automaticamente depois de alguns minutos do

rastreamento de toda a amostra.

3.4.7 Determinacao do pH

O pH foi determinado eletrometricamente em pHmetro previamente calibrado
com solucdes tampéo de pH 4,0 e 7,0. Antes e apds qualquer medi¢édo o eletrodo foi
lavado com agua destilada e secado, para que ndo houvesse erro na leitura. Para
medicao do pH, foram pesados 5 gramas da amostra em vidro de rel6gio e transferido
para o Erlenmeyer seco, com 50 mL de agua. Em seguida o contetdo do frasco foi
agitado até que as particulas ficassem uniformemente suspensas. Ocasionalmente foi
agitado por mais 30 minutos. A seguir deixado em repouso por 10 minutos. O liquido
sobrenadante foi decantado para um frasco seco e, imediatamente, determinado o pH

eletrometricamente.

3.5 Analise das sujidades leves
Foram adicionados 100 gramas da amostra a um frasco armadilha de Wildman,
acrescentado 35 mL de querosene e misturado, entdo foi adicionado agua destilada
aquecida com temperatura de 50°C e novamente foi misturado, agitando bem a
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amostra com o agitador do frasco, 0 movendo para cima e para baixo, por dois minutos.
Entdo, foi vagarosamente acrescentado mais agua destilada aquecida, deixando
escorrer pela parede do frasco, até proximo do gargalo, em seguida deixado em
repouso por 30 minutos. Apds o tempo, foi adicionado dgua aquecida vagarosamente,
elevando o querosene até o gargalo do frasco, entdo cuidadosamente levantou-se o
agitador até a camada inferior de querosene, fechando o gargalo. A fase oleosa foi
transferida para um béquer e esta foi filtrada a vacuo utilizando papel filtro. Apds a
filtragem, como o auxilio de uma pinca, o papel foi colocado numa placa de Petri e
deixado para secar em temperatura ambiente. Feito isso, o papel filtro foi observado
em microscopio estereoscopico, 0s materiais estranhos foram isolados e com eles
foram montadas I&minas utilizando glicerina e laminulas, que foram examinadas no

microscopico 6tico com lentes de 40 vezes (PIVA et al., 2013).

3.6 Andlise estatistica

Os dados foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado
com arranjo fatorial 2x2, sendo duas rac6es com niveis de proteina diferentes com
racGes de teor de proteina 45% (racOes para alevinagem) e races com teor de proteina
28% (racdo para engorda), com amostras em sacos advindos de fabrica (controle) e
amostras de sacos ja manuseados na piscicultura (uso diario), sendo 8 repeticdes cada,
totalizando 32 amostras. Foi realizada uma andlise de variancia com procedimento
PROC ANOVA do SAS, e utilizado o teste de médias Tukey utilizando o pacote

estatistico SAS versdo 9.0 com a = 0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélises microbioldgicas
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Os resultados das analises microbioldgicas nas ragcdes com teores de proteinas de 28% e 45% apresentadas nas tabelas 1 e 2, respectivamente,

evidenciaram contaminacdo por bactérias mesofilas heterotréficas, Bacillus cereus, coliformes totais e termotolerantes.

Tabela 1: Resultado da analise microbioldgica das racbes com teor de proteina de 28%

Teor de proteina

(%) Avaliacdo microbiolégica Racéo fechadas pelo fabricante
1 2 3 4 5 6 7 8
28 BHM (UFC/g) 16x104 15x10% 9,3x10? 1,4 x103 5,0 x 10? 45x103 1,3x108 9,4 x10?
28 Bacillus cereus (UFC/g) 51x108  17x10%® 12x10* 38x10% 41x10® 18x10*% 1,7x10* 1,3x10°
28 Salmonella spp. Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
28 Coliformes totais (NMP/q) 7,4 0 0 0 0 0 0 0
Coliformes termotolerantes
28 (NMP/g) 3,6 0 0 0 0 0 0 0
28 E. coli (NMP/g) 0 0 0 0 0 0 0 0
Racdo em uso
1 2 3 4 5 6 7 8
28 BHM (UFC/g) 75x100  82x10% 1,1x10* 34x102 40x10® 36x10% 3x10% 5,3x103
28 Bacillus cereus (UFC/g) 1,0x10° <1 70x102  35x10% 10x10* 21x10* 2,010 1,1 x10?
28 Salmonella spp. Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
28 Coliformes totais (NMP/g) 9,2 3,6 9,2 9,2 0 0 0 0
Coliformes termotolerantes
28 (NMP/g) 11 3,6 74 7.4 0 0 0 0
28 E. coli (NMP/qg) 0 0 0 0 0 0 0 0

UFC/g: Unidade Formadora de Coldnia por grama; NMP/g: Numero Mais Provavel por grama; BHM: Bactérias Heterotroficas Mesofilas.



Tabela 2: Resultado da anélise microbioldgica das ragdes com teor de proteina de 45%

Teor de proteina (%)

Avaliacdo microbiolégica

Racéo fechadas pelo fabricante

1 2 3 4 5 6 7 8
45 BHM (UFC/g) 42x103 3,0x10% 15x10% 24x102 85x102 3,7x10% 20x10%2 12x103
45 Bacillus cereus (UFC/g) 20x10% 15x10% 19x10% <1 3,7x10% 18x10* 1,6x10* 3,4x103
45 Salmonella spp. Ausente  Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente
45 Coliformes totais (NMP/g) 0 0 9,2 0 0 0 0 0
Coliformes termotolerantes
45 (NMP/g) 3,6 0 3,6 0 0 0 0 0
45 E. coli (NMP/g) 0 0 0 0 0 0 0 0
Racdo em uso
1 2 3 4 5 6 7 8
45 BHM (UFC/g) 1,1x104 40x10% 3,9x10® 76x102 40x10® 65x10° 40x10® 8,1x10?
45 Bacillus cereus (UFC/g) 32x10% 2,0x10%2 8,0x10° <1 43x10° 16x10* 1,7x10* 3,7x102
45 Salmonella spp. Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente
45 Coliformes totais (NMP/g) 15 3,6 3,6 3,6 0 0 0 0
Coliformes termotolerantes
45 (NMP/g) 9,2 3,6 3,6 3 0 0 0 0
45 E. coli (NMP/g) 0 0 0 0 0 0 0 0

UFC/g: Unidade Formadora de Col6nia por grama; NMP/g: Numero Mais Provavel por grama; BHM: Bactérias Heterotréficas Mesofilas.
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Os resultados microbioldgicos foram apresentados na tabela 3. Pode-se observar
que ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) entre as ragdes para engorda (proteina a
28%) e as que estavam abertas para utilizacdo diaria, quanto a quantidade de bactérias
nas embalagens estocadas. Porém nas racOes para alevinagem (45% de proteina) as
contagens de bactérias mesofilas estavam maiores nas embalagens para uso diario
(p<0,05).

As embalagens em uso nos tanques para alevinagem permaneciam abertas por
uma semana, com consequente exposicdo as condi¢cbes ambientais por maior tempo e
mais manipulacdo dos colaboradores, enquanto as embalagens das ra¢es da fase de
engorda que estavam em uso nos Vviveiros eram renovadas a cada trés dias, favorecendo

a maior contaminacdo por bactérias heterotroficas mesofilas.



Tabela 3: Resultados das analises microbiologicas das racoes de peixes com diferentes teores de proteinas e estocagem

Analises bacterioldgicas realizadas

Teor de Condigdes de ; :
o ¢ BHM (UFClg  Bacillus cereus  Coliformes totais Coliformes Escherichia coli Pesquisa de
proteina (%) embalagem (1og 10) Termotolerantes Salmonella spp.
0
Y UFC/g (log 10) (NMP/g log 10) (NMP/g (log 10) (NMP/g (log 10) 25¢
28 (engorda) Fechadas pelo
) 3,24 a 3,35a 0,10 a 0,06 a 0,00 Ausente
fabricante
Em uso 3,34 a 3,50 a 0,43 a 041a 0,00 Ausente
45 Fechadas pelo
] . 3,00b 3,16 a 0,13 a 0,13a 0,00 Ausente
(alevinagem) fabricante
Em uso 3,50 a 3,16 a 0,31a 0,31a 0,00 Ausente
Legislacdo ANFAL-PET (2019) - 1,00 a 4,00 1,00 a 3,00 1,00 a 3,00 0,00 em 25¢g Auséncia em 25¢

Letras mindsculas iguais nas mesmas colunas néo diferem entre si. (p<0,05)

UFC/g em log 10=; NMP/g em log 10
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A contagem de bactérias heterotréficas mesofilas € utilizada para se obter
informac0es gerais da qualidade do produto, e valores elevados podem indicar deficiéncia
ou falhas no processo de controle, nos ingredientes, na sanitizagéo e na manipulagéo do
produto. N&o existe legislacdo vigente que estabelece padrdes para micro-organismos em
racOes para animais (BERNARDI e NASCIMENTO, 2021). Em relacdo aos outros
micro-organismos analisados utilizou-se como comparativo a legislacdo da Associagdo
Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de Estimacdo (ANFAL-PET, 2019)
e constatou-se que os valores encontrados se adequam a quantidade maxima permitida

em relacdo a essa legislacéo.

Foi verificado que nédo houve a presenca de E.coli e Salmonella spp,, que pode ter
sido resultado da utilizacdo de diversos mecanismos para reduzir a presenca dessas
bactérias, como: controle e monitoramento dos ingredientes e dos processos envolvidos
na fabricacdo, isso € feito através da adogdo de Boas Préticas de Fabricacdo, que
envolvem procedimentos rigorosos para garantir a qualidade e seguranca dos produtos.
Além disso, sdo realizadas analises de perigo e pontos criticos de controle, conhecidas
como APPCC, que identificam os possiveis riscos a salde publica durante o processo
produtivo da ragéo e estabelecem medidas corretivas para minimizar esses riscos. Outra
estratégia importante € a aplicacdo de processamentos quimicos e térmicos adequados na
racao (Girio et al., 2010; Wales, 2010).

4.2 Andlises bromatoldgicas
Os resultados das analises bromatoldgicas descritos na tabela 4 foram semelhantes
aos valores descritos nas embalagens das ra¢fes, com excecdo da quantidade de proteina
das embalagens em uso em relacdo as fechadas pelo fabricante com teor de 45%, na qual

foi possivel identificar que houve porcentagem superior de proteina (47,19%) (tabela 4).

Os valores da umidade do ambiente variaram durante as analises (gréafico 1),
sendo que o controle da umidade é importante para gerir a qualidade em relacéo a perdas
de nutrientes, texturas, densidade das races, e presenca de invasores. Com o aumento da
umidade pode ter gerado como consequéncia a presenca de insetos que se apropriaram
das racOes devido estas ficarem expostas ao serem utilizadas na alimentagdo diaria
(GASCO, BIANCAROSA e LILAND, 2020). Essa infestacdo seria responsavel pelo
aumento no percentual de proteinas ja que a constituicdo desses insetos € predominante
proteica (MAKKAR et al., 2014).



Tabela 4: Resultados das analises bromatologicas das racfes de peixes com diferentes teores de proteinas e estocagem
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Teor de . Anélises bromatoldgicas realizadas
Condicdes de

proteina (fase

. estocagem Umidade Matéria Carboidratos Fibrabruta  Extrato etéreo : pH Atividade de
1 0, 0,
de cultivo) (%) seca (%) (%) Proteinas (%) %) %) Cinzas (%) 4gua
Declarado na
10,00 90,00 44,00 28,00 0,50 4,00 14,00 ND ND
rotulagem
28 %
Fechadas pelo
(engorda) ) 9,97 a 90,03 a 43,37 a 28,01 a 2,56 a 3,09a 13,00 a 517 a 0,53 b
fabricante
Em uso 9,53 a 90,46 a 42,00 a 29,60 a 1,66 a 4,53 a 12,68 a 530 a 0,58 a
Declarado na
10,00 90,00 17,00 45,00 6,00 10,0 12,00 ND ND
rotulagem
45 %
. Fechadas pelo
(alevinagem) _ 9,50 a 92,50 a 17,58 a 45,38 a 561a 9,11a 12,82 a 561a 057 a
fabricante
Em uso 11,00 b 92,96 a 17,99 a 47,19b 5,38 a 8,44 a 12,00 a 5,67a 0,58 a

Letras minusculas iguais nas mesmas colunas ndo diferem entre si. (p<0,05)
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Gréfico 1: Valores de umidade relativa e temperatura do ar da piscicultura onde
as amostras de racGes foram coletadas
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o o

o

o

Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Os microrganismos possuem uma ampla tolerancia em relacdo ao pH devido a sua
capacidade de manter o pH interno préximo da neutralidade. Quando o pH interno cai
abaixo de 5,0-5,5 0s microrganismos morrem, enquanto os extremos de pH externo
afetam os microrganismos causando a desintegracdo da membrana plasmatica, inibicdo
da atividade de enzimas e transportadores de membrana, desnaturacdo proteica e
alteragBes no estado de dissociagdo e solubilidade de muitas moléculas, como nutrientes,
CO2 que indiretamente influenciam no metabolismo dos microrganismos (BOOTH, 1985;
NICOLAU, 2014). Porém no teste de pH analisado, observou-se que mesmo nos

diferentes teores de proteina e estocagem o pH da racdo manteve-se similar.

Segundo Fonseca e Cantarelli (1984), é fundamental destacar que o0s
microrganismos dependem da presenca de agua disponivel, expressa através da atividade
de agua, para o seu desenvolvimento. Analisando o grafico 1, de um modo geral, a
atividade de 4gua aumentou no decorrer do periodo de armazenamento com 0 aumento
da temperatura, mas em nenhum dos casos estudados atingiu os valores das atividades

minimas de agua (aw) para o desenvolvimento de bactérias (0,90) (WIJTES et al., 1993).

A partir das comparacdes realizadas, é possivel concluir que, nas amostras

analisadas, as atividades de agua aumentaram conforme a temperatura foi elevada. Esse
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aumento pode ser explicado pela solubilizacdo de substancias facilitada pelo aumento da

temperatura, como mencionado por Gioielli e Pitombo (1998).

As condicBes de estocagem influenciam nos aspectos fisico-quimicos das ragdes
comerciais como descrito por Piccinin, Cypriano, Gabbi (2011) sendo que na fazenda
onde foram realizadas as anélises a estocagem era aceitavel, as races eram estocadas em
ambiente limpo, seco, em temperatura ambiente, ndo havia contato direto dos sacos com
o chao e com empilhamento dentro do recomendado pelo fabricante (pilha de 15 sacos),
como pode ser visualizado na figura 5, com o adendo que seria necessario, manter
afastamento dos sacos das racGes da parede devido a umidade que pode estar presente nas

paredes.

Figura 5: Estocagem das ra¢es comerciais destinada a alimentacéo de peixes na fazenda

P

Fonte: elaborado pelo autor (2024)

4.3 Resisténcia da bactéria Bacillus cereus a oxitetraciclina
A inibigdo do crescimento bacteriano € mensurada pelo didmetro em milimetros
(mm) do halo de inibicdo formado ao redor do disco, como esta apresentada na tabela 5.
Quanto maior o halo, maior grau de inibicao bacteriana. Foi constatado que pelo uso de
oxitetraciclina na racdo ha o risco de que as cepas desenvolvam resisténcia aos farmacos

aplicados na racdo.

Tabela 5: Resultados dos valores das medi¢des dos halos (mm)
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N° de halos Concentragoes
isolados
0,2% 0,5% 1,0% 2,0%
TH (mm) TH (mm) TH (mm) TH (mm)
1 20 13 18 20
2 14 13 24 22
3 10 15 24 18
4 12 18 23 20
5 13 20 13 21
6 15 13 20 25
7 15 13 20 22

TH: tamanho do halo em milimetros. Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Em razdo dos antibidticos ndo serem completamente metabolizados pelos animais
aquaticos, sendo que entre 70% e 80% deles sdo excretados na agua e eventualmente
liberados no sistema de esgoto e outras fontes hidricas, resultando na ocorréncia do
acumulo de antibidticos no ambiente aquéatico, promovendo a selecdo de microrganismos
resistentes, podendo se espalhar de animais para pessoas (BISSO-ANDRADE, 2018;
HOLLIS e AHMED, 2014; VERRAES et al., 2014).

A resisténcia antibacteriana também estd atrelada ao fato que os antibioticos
costumam serem administrados em dosagens maiores devido a dificuldade de controlar a
dose exata de consumo dos medicamentos nos peixes, e por serem administrados para
toda a populagdo em cultivo, ndo necessariamente apenas nos peixes doentes (ROMERO,
FEIJOO e NAVARRETE, 2012).

Os resultados descritos por Garcia-Pérez, Ulloa-Rojas, Mendoza-Elvira, 2021
demonstraram resisténcia a oxitetraciclina para diversas bactérias presentes em patdgenos
bacterianos de peixes corroborando com os resultados do presente trabalho. Ademais, 0
uso indiscriminado desse farmaco tem se tornado uma ameaca grave na aquicultura

devido a ocorréncia de resisténcia bacteriana.
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4.4 Analise de sujidade

Dentre as amostras analisadas algumas apresentaram matérias estranhas a nivel
macroscopico como pedagos de insetos, pelo, fragmentos de microplasticos e material
vegetal, sendo este Ultimo fazer parte da composicdo da racdo. Em relagdo aos
microplasticos encontrados, foi possivel identificar os fragmentos em racfes manuseadas,
quanto na racdo controle, afinal o microplastico tem estado presente em todos 0s
ambientes causando um problema de satde publica (CELI-SIMBANA, 2023) (Figura 6,
7e8a,Dh).

Figura 6: Material vegetal na ragdo controle com teor de proteina 28%

o, . s A \
Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Figura 7: Antena de inseto e pelo na ragdo manuseada com teor de proteina 28%

oy iy L .
> .-.: -‘4 Pt + o

Fonte: elaborado pelo autor (2024)
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Figura 8 a, b: Microplasticos na cor azul na ragdo controle com teor de proteina 28 e 45%,

respectivamente

. Fonte: elaborado pelo autor (2024)

A presenca de sujidades em alimentos foi observada por varios autores, dentre
eles Dinelli et al., (2020), Graciano, Atui e Dimov (2006), Rodrigues et al., (2005)
detectaram a presenca de acaro, pelos, insetos considerados imprdprios para consumo,
alertando a necessidade de que as industrias de alimentos sejam mais rigidas nas BPF e
consequentemente controle de pragas, a fim de evitar sujidades que podem apresentar
risco a saude (ALENCAR, 2022).

As sujidades possuem influéncias negativas na qualidade bromatoldgica de um
dos componentes presentes nas ragdes, o milho. Existe uma tendéncia linear decrescente
na porcentagem de proteina bruta, e extrato etéreo e uma tendéncia linear crescente da
materia seca, matéria mineral e fibra com aumento do nivel de sujidade presente no milho
(FIGUEIREDO, DA MATA e BOTELHO, 2023).

E de fundamental importancia o conhecimento do valor nutricional dos
componentes da ragédo, pois é possivel otimizar o aproveitamento dos nutrientes pelos
animais, diminuicdo dos custos, com a finalidade de evitar a caréncia ou excesso
nutricional (ROSTAGNO et al., 2017).
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5. CONCLUSOES
Pode-se concluir que houve contaminacao bacterioldgica nas ragdes, sendo que a
forma de estocagem para uso diario influenciou na quantidade de bactérias mesofilas
heterotréficas em relagdo as racbes embaladas de fabrica. Também apresentaram
contaminacdo por Bacillus cereus, coliformes totais e termotolerantes, porém, o0s

resultados obtidos se revelaram dentro do padrdo recomendado.

Verificou-se ainda um aumento da umidade que pode ter gerado como
consequéncia a presenca de insetos que se apropriaram das ragdes devido estas ficarem
expostas ao serem utilizadas na alimentacdo diaria, sendo que essa infestacdo pode ter
sido responsavel pelo aumento no percentual de proteinas ja que a constituicdo desses

insetos é predominante proteica.

O uso de oxitetraciclina ha o risco de que as cepas desenvolvam resisténcia aos
farmacos aplicados na racdo. Esse fato € um perigo para a salde publica devido ao
aumento da probabilidade de disseminagé@o desses genes de resisténcia, evidenciando o
cuidado que deve ser mantido ao realizar manipulacdo de antibidticos na alimentacéo de

peixes para tratar bacterioses.

A presenca de sujidades pode comprometer negativamente a qualidade
bromatoldgica dos componentes das racGes. Os achados compreendem materiais
bioldgicos de origem animal como asas de insetos e pelos e de origem sintética como
microplasticos. Isto pode estar atrelado ao déficit das boas praticas de manipulacdo das

racdes nas pisciculturas.
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