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RESUMO

A avicultura de corte e de postura comercial no Brasil estd entre as atividades que mais se
desenvolveram dentro do setor agropecudrio brasileiro, onde as aves possuem 90 anos de
melhoramento genético. Novas tecnologias na producdo de carne in natura, alimentos
processados e ovos, faz do pais o segundo maior produtor de carne de frango e ficar entre os
cinco dos maiores produtores de ovos do mundo. Durante a criacdo das aves, a maravalha
utilizada como cama de frango ou ninho, em a fungdo de evitar o contato das aves com o solo
e para o que os ovos nao sofram danos durante o0 momento da postura. Deve estar livre de
bactérias, fungos, insetos e matérias estranhas que interfiram no desenvolvimento das aves. A
busca por estratégias para o controle de artropodes e descontamina¢do microbiologica que
utilizam métodos brandos sem deixar residuos toxicos, estdo pouco associadas ao campo, o que
nos incentiva a pesquisa, e também reflete a preocupacgdo das entidades governamentais sobre
a pesquisa, desenvolvimento e inovagao, associadas a producao de alimentos. Como a industria
avicola depende constantemente do uso de agroquimicos, ha necessidade de buscar novas
tecnologias limpas e seguras frente a diversos contaminantes alimentares. Sanitizantes quimicos
utilizados na producdo avicola tém em sua formulagdo, acido peracético (APA) em vérias
concentragdes, o que pode eliminar microrganismos patogénicos resistentes a outros tipos de
desinfetantes. O gas 0z6nio (O3) ¢ usado como um agente oxidante e pode ser aplicado como
um desinfetante para controlar microrganismos e degradar compostos toxicos, como pesticidas
e micotoxinas, nas industrias de alimentos. Os trabalhos realizados nesta tese com 0 Oz ¢ APA
sdo promissores quanto sua agdo contra insetos como Alphitobius diaperinus e descontaminante
fingico em ovos. Sdo capazes de degradar estruturas reprodutivas e reduzir o desenvolvimento
de fungos filamentosos. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para estabelecer
tratamentos ideais com APA e O3 para a descontaminagdo fingica e avaliar sua agdo negativa
em desencadear novas microfissuras e microfragmentos sobre a cuticula da casca dos ovos de
galinha.

Palavras-chave: Acido peracético. Cama de frango. Descontaminacio. Fungos filamentosos.

Ovos. Ozonio.



ABSTRACT

Broiler poultry farming and commercial laying in Brazil is among the activities that have
developed the most within the Brazilian agricultural sector, where birds have had 90 years of
genetic improvement. New technologies in the production of “in natura”, processed foods and
eggs make the country the second largest producer of chicken meat and rank among the five
largest egg producers in the world. During poultry rearing period, the wood shavings used as
poultry litter or nest, has the function of avoiding the contact of the birds with the ground and
so that the eggs do not suffer damage during the moment of laying. It must be free of bacteria,
fungi, insects and foreign matter that interfere with the birds development. The search for
strategies for the control of arthropods and microbiological decontamination that use mild
methods without leaving toxic residues are little associated with the field, which encourages us
to research, and also reflects the concern of government entities about research, development
and innovation, associated with food production. As the poultry industry constantly depends on
the use of agrochemicals, there is a need to seek new clean and safe technologies against various
food contaminants. Chemical sanitizers used in poultry production have peracetic acid (PAA)
in their formulation in various concentrations, which can eliminate pathogenic microorganisms
resistant to other types of disinfectants. Ozone gas (O3) is used as an oxidizing agent and can
be applied as a disinfectant to control microorganisms and degrade toxic compounds such as
pesticides and mycotoxins in food industries. The works carried out in this thesis with PAA and
Os are promising regarding their action against insects such as Alphitobius diaperinus and
fungal decontaminant in eggs, degrading reproductive structures and reducing the development
of filamentous fungi. However, further research is needed to establish optimal treatments with
PAA and Os for fungal decontamination and to evaluate their negative action in triggering new
microfissures and microfragments on the cuticle of the hen's eggshell.

Keywords: Decontamination. Eggs. Filamentous fungi. Ozone. Peracetic acid. Poultry litter.
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FDA Administragdo de Alimentos e Medicamentos, do inglés Food and Drug
Administration

GRAS Geralmente reconhecido como seguro do inglés Generally recognized as safe
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PDA Agar Batata Dextrose, do inglés Potato Agar Dextrose

PVC Policloreto de Vinila
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uv Ultra violeta

USDA Departamento de agricultura dos Estados Unidos, do inglés United States
Departament of Agriculture

APA Acido peracético

PAA Acido peracético, do inglés Peracetic acid

PH Peroxido de hidrogénio

SM microscopia estereoscopica do inglés Stereoscopic microscopy

MEV Microscopia eletronica de varredura

SEM Microscopia eletronica de varredura, do inglés Scanning electron microscopy

ABPA Associagao Brasileira de Proteina Animal
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1 INTRODUCAO

A avicultura comercial no Brasil se destaca entre as atividades que mais se
desenvolveram dentro do setor agropecudrio brasileiro. Novas tecnologias na producgdo
de carne in natura, alimentos processados e ovos, fazem do pais, o segundo maior
produtor de carne de frango e esta entre um dos maiores produtores de ovos no mundo.
A produgdo de carne de frango alcancou 13,8 milhdes de toneladas de carne de frango e
53 bilhdes de unidades ovos em 2021 (ABPA, 2021).

Todo este volume de produgao, exige um substrato denominado cama de frango.
A cama de frango ou de aviario, tem como func¢do absorver a umidade, proteger as aves
do contato direto com o solo e controlar a oscilagao de temperatura no interior do galpao.
Em ninhos, a maravalha ¢ utilizada para que os ovos ndo sofram danos durante 0 momento
da postura. Deve estar livre de bactérias, fungos, insetos e matérias estranhas.

Durante o periodo de criagdo das aves no aviario, a temperatura, umidade, penas,
restos de ragdo e dejecdes, tornam o ambiente ideal para o desenvolvimento de insetos e
acaros vetores de doengas, o que leva a necessidade da aplicagdo de pesticidas. Para
manter a qualidade na producdo, sdo necessarias estratégias de controle de ectoparasitas
presentes nas instalacdes (insetos) e tegumento das aves (&caros), os quais causam
prejuizos econdmicos e de saude nas aves. Sua infestagdo, devido a seu rapido ciclo de
vida e sua resisténcia a varios tipos de agrotoxicos, causam transtornos na produgdao
avicola (SOARES et al., 2019; MARANGI et al., 2012).

O uso indiscriminado desses produtos na avicultura, incluindo os pesticidas,
podem deixar residuos toxicos, tanto nas instalagcdes quanto nas proximidades do solo,
agua, fauna e flora (FENOLL et al., 2011; HILDMANN et al., 2015; JABBAR et al.,
1993; PALM, 2007; PARENTE et al., 2017). Regides com grande concentracdo de
granjas avicolas, geram um volume enorme de cama de aviario, e quando o destino ¢ a
lavoura (fertilizante) leva a um excesso de residuos contaminantes no solo. A industria
avicola enfrenta sérios problemas com a qualidade de seus produtos, e o mercado
consumidor cada vez mais exigente, busca alimentos seguros. Normas técnicas adotadas
pelas empresas avicolas recomendam a aplicagdo de inseticidas do grupo dos piretroides
para a higienizacdo de seus galpdes de criagdo com objetivo de controlar insetos

indesejaveis (principalmente Alphitobius diaperinus L. - cascudinho) e &caros
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(Dermanyssus gallinae). Diversos sanitizantes deixam residuo toxicos, e eles sao
utilizados para o controle de microrganismos patogénicos como bactérias, virus e fungos.

Fungos de armazenagem como dos géneros Aspergillus, Penicillium e de campo
como o Fusarium sdo relatados em diversos tipos de matrizes alimenticias e ambientes
avicolas. O Aspergillus fumigatus, pode contaminar a cama de aviario, produzir
micotoxinas e causar prejuizos com enfermidades conhecidas por aspergilose e
aflatoxicose, principalmente em animais mais jovens. A presenga de fungos, micotoxinas
e residuos de agrotdxicos em produtos de origem animal, tanto em carnes quanto em ovos,
esta relatado em diversos estudos.

A busca por estratégias para o controle e descontaminacdo estdo pouco
associadas ao campo, o que nos incentiva a pesquisa, e também reflete a preocupacao das
entidades governamentais sobre a pesquisa, desenvolvimento e inovagao, associadas a
producdo de alimentos (MCTIC, 2016-2022). Como a industria avicola depende
constantemente do uso de agroquimicos, hd necessidade de buscar novas tecnologias
limpas e seguras frente a diversos contaminantes alimentares.

O gés ozonio, reconhecido como seguro por ndo deixar residuos toxicos,
demostra ter potencial para controle de fungos, insetos, degradagdo das micotoxinas e
residuos de agrotoxicos. Com relagdo aos insetos, principalmente presentes em unidades
armazenadores de graos, alguns trabalhos relataram a aplicagdo de O3 para o controle
destas pragas como estratégia eficaz que substitui outros compostos toéxicos que deixam
residuos (ROZADO et al., 2008). O 4cido peracético ¢ um forte desinfetante com um
amplo espectro de atividade antimicrobiana devido sua acdo bactericida e fungicida,
demonstrado em diversos trabalhos de pesquisa na area (MENEGARO et al., 2016).

Cabe salientar que as condi¢des de temperatura e umidade, dentro dos avidrios e
ninhos, podem favorecer o desenvolvimento fungico. Portanto ha necessidade de
investigar a presenga destes contaminantes, ou seja, insetos e acaros, fungos
(deteriorantes e toxigénicos) e pesticidas no ambiente, tanto na de criacdo de frango de
corte quanto em ovos comerciais € buscar métodos seguros e limpos para de controle e/ou

descontaminagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar possiveis contaminantes na produgao avicola e reduzir sua incidéncia
utilizando métodos seguros como o gas ozdnio e acido peracético para o controle de
insetos e descontaminacao de microrganismos presentes na cama de frango e ovos (Gallus

gallus domesticus).

2.2 ESPECIFICOS

e Verificar a seguranca da cama de aviario por meio de ensaios para deteccdo de
fungos (carga fungica e género) durante o periodo de desenvolvimento das aves;

e Avaliar a presenga de insetos e acaros vetores de doengas no ambiente de criagao
de frango de corte (cama de aviario);

e Avaliar o efeito do gas 0z6nio no controle de besouros vetores de doengas e fungos
durante a criagdo de frangos;

o Registrar a acdo de contaminacdo de fungos filamentosos na casca de ovos
comerciais por estereoscopia € microscopia eletronica de varredura;

e Avaliar o efeito do gas 0zonio no controle de fungos e seu efeito sobre a casca do
ovo utilizando a microscopia eletronica de varredura;

o Investigar a agdo do 4cido peracético na inibi¢do do desenvolvimento de fungos
filamentosos e seus efeitos sobre a casca de ovos comerciais;
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3.1 CARNE DE FRANGO

A carne de frango ¢ obtida de aves hibridas oriundas de cruzamentos de 3 a 4
linhagens puras, que muitas vezes quadruplicam seu peso inicial em apenas 7 dias. A
pressao de selegdo alterou o sistema nervoso e digestivo dando origem a aves com um
apetite voraz e grande aumento na estrutura muscular. Sdo mais de 90 anos de
melhoramento genético para alcangar os resultados obtidos atualmente, onde a criagdo de
frangos e galinhas teve seu iniciou no periodo de 1870 a 1930 (MENDES, 2004
STRINGHINI et al., 2006; SCHIMIDT et al., 2009; BIRGES, 2010).

3.1.1 Consumo de Carne de Frango

O consumo de carne de frango apresentou valores crescentes per capita neste
ano, comparado ao ano anterior. No ano de 2011 o consumo per capita do brasileiro foi
de 47,38 kg de carne de frango, caindo drasticamente nestes tltimos anos. Para o ano de
2020 o consumo no mercado interno de carne de frango foi de 45,27 kg. A Figura 1
apresenta 0 consumo per capita por ano e mostra uma elevagao no consumo neste ano de

2020 (ABPA, 2021).

Figura 1 - Consumo per capita de carne de frango (Gallus gallus domesticus) no
Brasil por ano (kg/hab).
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A maior parte produgdo de carne de frango do pais, de acordo com a associagao
brasileira de proteina animal (2020) est4 destinado ao mercado interno ¢ de 69%. Para as
exportagdes os principais produtos sdo os cortes (66,99%), frango inteiro (25,26%),
industrializados (2,16%), embutidos (2,45%) e salgados (3,14%). Comparando com
dados de (2019), houve um aumento nas exportagdes de produtos industrializados e

salgados, e uma queda nos embutidos (Figura 2).

Figura 2 - Destino das exportagdes e principais produtos de carne de frango exportados
(inteiro, cortes, processados).
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3.1.2 Criacao de Frango de Corte

As aves sdo criadas em sua grande maioria, por produtores integrados as
empresas do setor avicola. As instalagdes (aviarios) com infraestrutura adequada,
proporcionam um ambiente em que as aves possam expressar seus comportamentos
naturais, além de conforto térmico (Figura 3). O frango de corte € criado no aviario por
um periodo médio de 45 dias, dependendo da exigéncia do mercado consumidor. Periodo
¢ dividido em 4 estadios de crescimento com pré—inicial (1 a 7), inicial (8 a 21 dias),

crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 45 dias) (MENDES, 2004; STRINGHINI, 2006).
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Figura 3 - Aviarios com estruturas adequadas para a criagao de aves (a) climatizados (b)
sem climatizados.

(b)

Fonte: Autor

Novas tecnologias produzidas em outros paises e transferidas para nossas
condi¢des climaticas e estruturais como (comedouros, bebedouros e cortinas
automatizadas) principalmente para aviarios climatizados, reduziram as limitacdes de
produtividade das aves (SOUZA, 2003). J& a cadeia produtiva de ovos apresentou
também, modificacdes tecnologicas em seus processos de producgdo, na selegdo de
linhagens hibridas mais produtivas e em seus sistemas de criagdo (BASHIR, et al., 2015;

BUSSE et al., 2019).

3.2 CONTAMINACAO DA CAMA DE FRANGO
3.2.1 Cama de Frango

A cama de frango no sul do pais, consiste basicamente em, (a) maravalha
(fragmentos de madeira) ou (b) casca de arroz. Que sdo materiais residuais de industrias
de beneficiamento de madeira e arroz (Figura 4). Tem a fun¢do de absorver a umidade
do ambiente, promover conforto térmico para as aves, prote¢do direta com o solo do
aviario e evitar oscilacdo de temperatura dentro do galpao (AVILA et al., 2007). No
entanto, ¢ esperado que a cama de frango contenha organismos vivos (insetos e acaros),
microrganismos patogénicos (bactérias, fungos e virus), residuos de medicamentos e
pesticidas que podem prejudicar o desenvolvimento das aves (CUNNINGHAM; RITZ;
MERKA, 2009; MUSA et al., 2011).
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Figura 4 - Material utilizado para acomodacao das aves (a) maravalha e (b) casca de arroz.

4

Fonte: Autor

Em todas as etapas de criacdo, os frangos de corte estdo em contato com a cama,
e sua qualidade possui um efeito primordial sobre a satide ¢ o desempenho das aves. Sua
baixa qualidade propicia proliferacdo de insetos e acaros que podem levar a problemas de
saude (cutaneos e respiratorios) para os animais e avicultores. Além disso, residuos de
alimentos acumulados na cama de frango junto com a alta umidade, tornam-se substrato
ideal para o crescimento de fungos toxigénicos (SOARES et al., 2019b).

De acordo com a Instrugdo normativa n°® 56/2007 publicada Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece que apds a identificacdo de problemas
sanitarios, a cama apos sua utilizagdo, devera sofrer processo de fermentacao (Figura 5)
por no minimo 10 (dez) dias antes de sua retirada do galpdo, apds o enleiramento

(formagdo em leira) (BRASIL, 2007).

Figura 5 — Etapa de enleiramento da cam go para o processo de fermentagao.

Fonte: SOARES et al. 2018

3.2.2 Insetos na cama de frango

Os insetos, principalmente os cascudinhos - Alphitobius diaperinus sdo

agentes causadores de doengas em aves (Figura 6). Os besouros e as larvas (Figuras 8a,b)
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provocam problemas sanitarios nas granjas avicolas, prejudicam o desempenho
zootécnico de frangos e causam sérios prejuizos financeiros (CHAUVE, 1998: DIAS;

VARGAS; ALMEIDA, 2013).

Figura 6- Infestagdo de (a) besouros e (b) larvas da espécie Alphitobius
diaperinus em comedouros infantis de frangos.
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Fonte: SILVA et al. (2007).

Em sistemas intensivos de criacdo de aves, o besouro A. diaperinus, afeta a satde
das aves e dos avicultores, pois o coledptero, transmite infecgdes virais (bouba aviaria),
fangicas (Aspergillus sp) e bacterianas (Sa/monella sp) (SESTI, 2005; DE LAS CASAS,
1972; HILBERT, 2012). No caso dos ovos, muitas vezes, os problemas sdo causados por
acaros que infestam as aves, o que implica no uso de pesticidas do grupo piretrdide para
controlar a infestagdo, o que causa o acumulo de residuos tanto no produto quanto no
organismo das aves (REICH; TRIACCHINI, 2018).

Regides com grande concentracao de produtores, geram um grande volume de cama
de aviario, e quando a destinagdo da cama de aviario ¢ a agricultura, fertilizante, pode-se
levar a um excesso de residuos e contaminar o solo ¢ rios (DASGUPTA et al., 2007;
HOAI et al., 2011).

A infestacdo destes agentes contaminantes, devido a seu rapido ciclo de vida e sua
resisténcia a varios tipos de agrotoxicos, causam transtornos economicos na produ¢ao
avicola (MARANGI et al., 2012b). O uso indiscriminado de pesticidas e fungicidas na
avicultura, pode deixar residuos nas instalacdes, ambiente (solo, agua, fauna e flora) e
possivelmente contaminar alimentos destinados a dieta humana (carne, ovos e vegetais)
(COSTA etal.,2015a; FENOLL et al., 2011; HILDMANN et al., 2015; PARENTE et al.,
2017b).
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3.2.3 Fungos

Os Fungos toxigénicos dos géneros Aspergillus e Penicillium foram detectados
em besouros da espécie A. diaperinus mortos. Estes insetos, devem ser removidos do
aviario para reduzir a contaminagdo. Eles representam substratos ricos para o
desenvolvimento de fungos com possibilidade de formacao de toxinas, além da exposi¢ao
a doengas de galinhas devido aos habitos alimentares dos insetos (SOARES et al. 2018).

Os esporos sdo responsaveis pela propagacdo dos fungos de armazenagem dos
géneros Aspergillus e Penicillium, que em condi¢des favoraveis, desenvolvem-se com
rapidez durante o processo produgdo, colheita, transporte e armazenamento de graos
(SCUSSEL, 1998).

Durante o armazenamento, os fungos xerofilos dos géneros Aspergillus e
Penicillium, progridem e substituem os fungos de campo que sdo impedidos de se
desenvolver, pois suportam métodos de secagem com atividades de agua (0,75 ¢ 0,85)
(SCUSSEL, 2002). E importante mencionar que, condigdes favoraveis de temperatura
(25-35°C), contetido de umidade (13-16%) e atividade de 4gua (0,70 - 0,90), propiciam
a producdo de micotoxinas pelos fungos toxigénicos. E as essas caracteristicas fisicas, se
assemelham as encontradas na cama de frango (SCUSSEL, 2002 ;SOARES et al., 2019b).

Oportunistas, os fungos toxigénicos se alojam em sitios anatdmicos da regido
ventral (partes da boca, prosterno e cavidades dos membros) e dorsal (sutura elitral) de
besouros mortos isolados em cama de avidrio, possivelmente encontram umidade e
substrato para seu desenvolvimento (SOARES; WEBER; SCUSSEL, 2018). A Figura 7,
mostra através da microscopia eletronica de varredura (MEV), as estruturas reprodutivas
do Aspergillus e Penicillium aderidas aos sitios anatdmicos do corpo do besouro adulto,
tornando importante a remoc¢ao dos insetos mortos apds a aplicagdo de pesticidas. O uso
do (MEV) como ferramenta de identificacdo e investigacdo das estruturas reprodutivas

de fungos filamentosos € expressiva em trabalhos de pesquisa (CHOI et al., 2010).



Figura 7 - Presenca de fungos toxigénicos como e Aspergillus na regiao
ventral e Penicillium na regido dorsal do A. diaperinus adulto. 27
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Fungos toxigénicos sdo contaminantes microbianos relativamente pouco
associados as cascas de ovos, por outro lado, ¢ necessdria uma investigagdo mais
aprofundada, pois ha poucas informag¢des descritas sobre o desenvolvimento de fungos
sobre a superficies do ovo (GOODENOUGH; STALLWOOD, 2012; MANDEEL;
NARDONI; MANCIANTI, 2011;BAHOBAIL; HASSAN; EL-DEEB, 2012).

3.3 0VOS

Os ovos constituem uma parte importante da dieta humana devido seu contetido
proteico ser de alta qualidade. Também ¢ rico em aminoacidos, gorduras, minerais e
vitaminas (ANTON, 2007). Para a nutricdo humana, o alto teor de colesterol presentes
nos ovos fez com que milhares de consumidores restringissem seu consumo devido as
consequéncias do alto consumo de colesterol. Estudos indicam que o colesterol presente
nos ovos ndo afeta negativamente os niveis séricos de colesterol (HU; MANSON;
WILLETT, 2001).

Sdo um dos poucos alimentos que podem passar da propriedade rural para o
consumidor com tratamento minimo de higienizacdo. A capacidade da galinha de
produzir um alimento que pode ser armazenado por até trés semanas sem efeitos adversos
a sua qualidade ¢ uma indicacdo que complexos sistemas antimicrobianos, juntamente

com a casca, evoluiram para proteger o ovo (SPARKS, 2014).
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3.3.1 Producio e consumo de ovos

O Brasil produziu aproximadamente quarenta bilhdes de unidades no segundo
semestre de 2017 (Figura 8), ja no acumulado de nestes ultimos 12 meses, os valores
histéricos alcangaram aproximadamente 54 bilhdes de unidades (ABPA, 2021; IBGE,
2021). Neste mesmo periodo, o consumo de ovos também progrediu, elevando o consumo
per capita para 251 ovos (ABPA, 2021).

De acordo com os dados do IBGE (2020) grande parte do destino da produgdo

de ovos ¢ o consumo, quanto que o restante para producdo de pintainhos. Apenas 0,31%

deste volume ¢ destinado a exportacao (APBA, 2021).

Figura 8 — Crescente produgdo de ovos na tltima década no

AAAARAAAAAA

Fonte: ABPA, 2021
O consumo de ovos no Brasil € bastante dinamico, devido seu perfil econdomico,
social e cultural. E estes diversos fatores, faz com que o pais apresente um baixo consumo
de ovos, quando comparado a outros paises. No entanto, no ano de 2020, houve um
aumento significativo no consumo de ovos durante este periodo de pandemia (ABPA,
2021). A Figura 9 apresenta (a) valores de exportagdes e o que foi consumido pelo
mercado interno e (b) o consumo per capita de ovos durante os ultimos 10 anos. Isto

corrobora com a necessidade de novas pesquisas envolvendo contaminantes alimentares
em ovos.
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Figura 9 - Apresentacdo do (a) volume de produgdo de ovos para o mercado interno e
externo e (b) consumo per captita de ovos durante a tltima década no Brasil.

99,69% 0,31%
(a) (b)
Fonte: ABPA, 2021

3.3.2 Sistema de criacio para producio de ovos

AAAAAARAAAAAN

Em nosso pais ainda prevalece o sistema intensivo de producdo utilizando
gaiolas convencionais. No entanto, sistemas alternativos de produ¢do, como o “caipira”
ou a produg¢do avicola orgéanica ganha espaco e aten¢do dos consumidores (AMARAL et
al, 2015). Esta mudanca conceitual fez com que as principais companhias de material
genético passassem a desenvolver linhas genéticas especificas para a produgdo de aves
de postura para o modelo free-range com 6timos niveis de produtividade e rusticidade as
condi¢des do ambiente.

Em sistemas de criagdo free-range, entretanto, as galinhas estdo expostas a uma
série de endo e ectoparasitas presentes no ambiente onde estdo alojadas, ndo raramente,
abrigam inimeros tipos de fungos que podem provocar contamina¢do dos ovos ou até

mesmo queda na produ¢do com consequéncia na rentabilidade (LOZANE et al., 2017).

3.4 CONTAMINACAO EM OVOS

Na produgdo de ovos, o material de nidificagdo (palha seca, casca de arroz entre
outros) também precisa ser avaliado sempre, mesmo que esteja limpo, seco, sem a
presenca de bolores. Isso evita que ovos rachados e sujos, aumente ainda mais a
possibilidade de contaminag¢ao (EFUNTOYE; FASHANU, 2002).

Ovos frescos sdao geralmente livres de organismos patogénicos, raramente tocam

a parede cloacal contaminada durante a oviposi¢do. O problema estd na contaminagao
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cloacal, causar a contaminagdo vaginal da galinha. (MIYAMOTO-T; et al., 1997;
OKAMURA et al., 2007). Contudo, apos a postura (exposicdo ao ambiente), 0s ovos
podem ser contaminados por diferentes tipos de fontes, incluindo solo, poeira e materiais
de nidificacdo mal higienizados (GOODENOUGH e STALLWOOD, 2012). A Figura
10 apresenta ovos contaminados apos a postura dos ovos (a) na cama e (b) com fezes

sobre a casca.

Figura 10 - Postura de ovos (a) na cama e (b) com sujidades (fezes) sobre a casca.

Fonte: Autor, 2021

3.4.1 Higienizacio de ovos frescos

Na produgdo avicola, a higienizacdo de equipamentos e instalagdes sdo realizadas
utilizando compostos como, glutaraldeido, amonia quaternaria e hipoclorito de sodio,
porém sdo potencialmente prejudiciais a0 meio ambiente e a saude do avicultor
(GRASTEAU; PATRICK DANIEL; VALERIE CHESNEAU, 2015). A contaminagdo
por fungos em ovos, ocorre quando as hifas passam pelos poros e atingem a membrana
interna da casca. Outra caracteristica da contaminagdo fungica ¢ o aumento do didmetro
dos poros, o que facilita ainda mais a contaminag¢ao interna do ovo dependendo do periodo
de exposi¢do aos fungos (SOARES et al., 2020).

A serapilheira, camada depositada na superficie do solo (folhas/ramos) em plantios
de Pinus ou Eucalyptus, que sdo as matérias primas para a produ¢do de maravalha para
os ninhos, contém quantidades significativas de nutrientes, portanto os fungos podem
estar presentes nestes substratos (AUER; GHIZELINI; PIMENTEL, 2007).

As forragens utilizadas como ninhos, podem ser contaminadas em campo ou no

momento do armazenamento por varias espécies de fungos micotoxigénicos, o que pode
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aumentar e diversificar o risco de exposi¢do as micotoxinas. As micotoxinas mais
estudadas sdo as aflatoxinas (AFLs), deoxinivalenol (DON), fumonisinas (FBs),
ocratoxina A (OTA), e zearalenona (ZON) (GALLO, 2015).

O ovo ¢ composto de uma gema em seu centro, envolta pelo albumen (clara de
ovo), membranas de casca de ovo, casca de ovo calcificada e cuticula (HINCKE et al.,
2007). A propagacao por hifas de Fusarium na casca do ovo ¢ relevante, pois aumenta a
preocupagdo com a possivel formagdo de seus metabolitos no interior dos ovos, tanto na
regido externa quanto interna do ovo. Estudos sugerem que pode haver bioacumulagao de
micotoxinas de Fusarium beauvericina e enniatinas na gema de ovo (JESTOI et al.,
2009). A Figura 11 apresenta a se¢do longitudinal de contetido externo e interno do ovo

de galinha.

Figura 11- Representacdo do exterior ¢ interior do ovo de galinha a partir
de uma sec¢do longitudinal.

casca

membrana externa da casca \ membrana vitelina

camara de ar

gema
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albumina grossa e fina

Fonte: Adaptado de HINCKE et al., 2012

3.4.2 Fontes de contaminacio e higienizacao dos ovos

Pesquisas comprovaram que ¢ imprescindivel a conservagdo em um ambiente
adequado para a qualidade do ovo, desde o inicio da producdo até o consumo. Sem
desconsiderar o processo de lavagem, tempo e temperatura de armazenamento, o que

minimiza o nivel de contamina¢ao do ovo (AKTER et al., 2014; LUO et al., 2020).
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A fonte de contaminagao pode ser primaria (transovariana) ou secundaria (através
da casca ou manejo inadequado), principalmente na manipulagao e acondicionamento dos
ovos. Galinhas alimentadas com dietas contaminadas com altos niveis (4 mg/kg) ou
baixos (0,02 mg/kg) de aflatoxina B1, produziram pintainhos com lesdes histopatoldgicas
no figado (necrose individual de hepatocitos, espacos sinusoidais obliterados e
proliferagdo leve de ductos biliares) ocasionados por aflatoxina Bl (MARIA DE
LOURDES PEREZ-AREVALO, JORGE SOTO-BRACHO; ARRIETA-MENDOZA,
2012).

A legislacao brasileira recomenda a lavagem e secagem dos ovos (MAPA, 2017).
Contudo, alguns trabalhos de pesquisa ndo recomendam esta etapa antes de serem
armazenados, quando o destino € o consumo doméstico. Durante a higienizac¢do dos ovos,
dependendo do tipo de detergente, pode ocorrer a remocgao cuticula, o que facilita a
contaminagao interna e acelera o processo de decomposi¢ao, corroborando para a possivel
entrada de microrganismos patogénicos no interior do produto (MESSENS et al., 2011;

SPARKS, 2014).

3.4.3 Regulamentacio
De acordo com o0 MAPA (1990), os ovos sao definidos pela sua condi¢do (com

ou sem casca) e conservagao (por tratamentos térmicos) conforme (Tabela 1). Os ovos
também sao classificados de acordo com sua coloragao (branco ou de cor) qualidade
(ovoscopia) e peso (60-45g). Através RDC n® 35 a ANVISA (2009) estabelece a
obrigatoriedade de apresentar nos rotulos das embalagens instrugdes para a conservagao
de ovos, no enfoque sobre casos de contaminagao por bactérias do género Salmonella. J&
o Decreto n° 9013/2017 estabelece as caracteristicas qualitativas que os ovos devem

apresentar, como por exemplo, integridade da casca e condigdes indcuas.
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Tabela 1- Denominacao de cada tipo de ovo comercializado, sua forma de

armazenagem e tratamentos.
Ovo Pela designagdo "ovo" entende-se o ovo de galinha em casca, sendo os demais
acompanhados da indicacdo da espécie de que procedem (Art.709).
Entende-se 0 ovo em casca que ndo foi conservado por qualquer processo e se
enquadre na classificagdo estabelecida (Art. 707). Este ovo perdera sua denominagéo
Ovo Fresco e fresco se for submetido intencionalmente a temperaturas inferiores a 8°C, visto que
a temperatura recomendada para armazenamento do ovo fresco esta entre 8°C e 15°C
com uma umidade relativa do ar entre 70% - 90%.
Ovo Entende-se o ovo em casca conservado pelo frio industrial nas especificagdes do Art.
Frigorificado 725 da RIISPOA.
Produto resultante do tratamento do ovo sem casca ou partes do ovo que tenham sido
congelados, salgados, pasteurizados, desidratados ou qualquer outro processo
devidamente aprovado pela SIPA
Ovo em natureza desprovido de casca e que conserva as propor¢des naturais da gema
e clara. Quando misturados, resultam em uma substancia homogénea.

Fonte : MAPA, 2019

Conserva de
Ovos

Ovo Integral

Ovos considerados imprdoprios para o consumo, sao aqueles que apresentam
diversas alteragdes como danos na casca, gema e clara com manchas escuras, presenca de
sangue também na clara, presen¢a de embrido com mancha orbitaria ou em adiantado
estado de desenvolvimento e também a presenca de fungos (interna ou externa) (Art. 733

RIISPOA).

3.4.4 Estrutura da casca do ovo
A casca do ovo de galinha ¢ uma bioceramica complexa responsavel por regular

a troca de gases metabolicos e dgua, além de resistir ao peso da galinha, fornece protecao
contra danos fisicos. A permeabilidade da casca depende das caracteristicas de seus poros
- nimero, densidade e calibre (HINCKE et al., 2011).

Durante o desenvolvimento do ovo, uma fina pelicula protetora de material
transparente chamado cuticula € aplicada a superficie da casca. A cuticula ¢ composta por
quase 90% de proteina, com alguns carboidratos e uma pequena quantidade de lipidios
(SOLOMON et al., 1994).

A casca de ovo tem uma estrutura bem definida, descrita a seguir, como do
interior (lado do albumem do ovo) para o exterior (superficie externa): (I) camada
mamilar (IT) camada de paligada compreendendo a camada mais espessa da casca e (III)
a camada de cristal vertical de transi¢ao. A fina camada conhecida como cuticula (ndo
calcificada) reveste a casca do ovo (Figura 12). (HAMILTON, 1986 ;CHIEN; HINCKE;
MCKEE, 2008).
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Figura 12 - Micrografias por meio de MEV das camadas da casca do ovo (a)
mamilar, paligada e membranas da casca (b) Camada de cristal vertical e cuticula em
aumento de 200 e 2000x, respectivamente.

CUTICULA

CAMADA
MAMILAR

MEMBRANAS

Fonte: BARBOSA et al., (2012)

3.4.5 Contaminacio no ambiente avicola, carne de frango e ovos

A contaminagdo durante a criagdo das aves e ovos pode ocorrer tanto (a) no
ambiente de criagdo quanto (b) pela exposicdo (ingestdo / absor¢do) das proprias aves no
proprio ambiente, podendo assim atingir o produto (carne/visceras comestiveis/ovos).
Essa contaminagdo pode ser ocasionada por organismos vivos (insetos e fungos)
(SOARES et al., 2019).

A contaminac¢do no ambiente de criagdo de frangos e produ¢do de ovos, podem
ocorrer pela produgdo de micotoxinas (cama de avidrio e ragdo armazenada), e através
aplicacdo de pesticidas para prevengado e controle de insetos e acaros (GIRGIS; SMITH,
2010b; HILDMANN et al., 2015). Esta aplicagdo, acontece antes e durante o periodo de
infestacdo dos artropodes nocivos a producao avicola (SOARES; WEBER; SCUSSEL,
2019).

3.5 AGROTOXICOS - INSETICIDAS DO GRUPO PIRETROIDES

Agrotdxicos (praguicidas / pesticidas) sdo substancias utilizadas para controle de

pragas, para prevenir, repelir, atacar, destruir, plantas ou animais inoportunos durante a
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producao, transporte, armazenamento e processamento de alimentos (racdes e cereais)
(CODEX, 2002). A palavra pesticida ¢ empregada de forma impropria, devido sua
pronuncia e grafia em inglés pesticide, j4 o termo praguicida (do latim plaga) que
significa tudo que ataca, danifica e mata e (do latim cida que significa matar), refere-se a
substancias quimicas utilizadas para mitigar, repelir e até matar as pragas (SPINOSA,
2010).

Na legislacdo brasileira, inseticidas sdo mencionados como agrotoxicos, sendo
conceituados como agentes de processos fisicos, quimicos e bioldgicos para uso no
cultivo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas (BRASIL, 1989).

A classe toxicologica quanto ao potencial de periculosidade ambiental de um
agrotoxico, tera que obedecer a seguinte graduagdo e cor Classe I — Produto Altamente
Perigoso (vermelha), Classe II — Produto Muito Perigoso (amarela), Classe III (azul) —
Produto Perigoso Classe IV (verde) — Produto Pouco Perigoso (IBAMA, 2016).

O grupo de inseticidas mais utilizados atualmente para o controle de vetores de
doengas em climas tropicais sao os piretréides (NEAL et al., 2010). Sao eles, acrinatrina
(classe II), bifentrina (classe II), cipermetrina (classe II), aletrina (classe III), cialotrina
(classe III), deltametrina (classe III), permetrina (classe III), de acordo com a Anvisa

(2003).

3.2.7 Cipermetrina

A cipermetrina ¢ um inseticida sintético do grupo quimico Piretréide, utilizado na
avicultura para o controle de ectoparasitas como moscas, besouros, pulgas e acaros
(SOARES et al. 2018a). Em grau técnico, ¢ um cristal inodoro, altamente estavel a luz,
resistente a hidrolise 4cida, baixa solubilidade em 4gua, viscoso, de cor castanha
amarelada, semi-solido a temperatura ambiente e estrutura quimica derivada da piretrina
(Figura 13). E um dos pesticidas piretréides recomendados pela Organizagio Mundial de
Satde (OMS, 1998), mesmo apresentando toxicidade aguda moderada para saude
publica. Utilizado em uso doméstico para o controle de insetos domésticos e na

agricultura para o controle de pragas em frutas e hortalicas (HEBEISH, 2010).
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Figura 13- Estrutura quimica da cipermetrina.

A Oxigénio
Nitrogénio £

Fonte: PUBCHEM, 2021

3.5.1 Exposicdes aos agrotoxicos

A exposicao aos piretrdides acontece de forma direta e indireta. A maneira direta,
ocorre durante a manipulacdo do produto (atomizador, pulverizador ou a lango) em
atividades ocupacionais e quando sdo utilizados de forma incorreta (sobredose). A forma
indireta (dérmica, olhos, ingestdo), ¢ através da contaminacdo do meio ambiente e
alimentos com residuos dos compostos (SPINOSA, 2010). Alguns compostos do grupo
dos piretroide tém sido encontrados na superficie de aguas em escala mundial e até
mesmo em aguas pluviais (LAABS, 2002).

A auséncia de equipamentos de protecdo individual, diluigdes equivocadas e
sobredosagem, tem como resultado, intoxicacdes de forma ocupacional e acidental em
animais e seres humanos (ARAUJO, 2007). O uso intensivo dos pesticidas piretroides
sintéticos, consequentemente, expdem os trabalhadores rurais e ecossistema aos dos
efeitos toxicos do produto (POLAT et al., 2002; BASER et al., 2003; VIRAN et al., 2003;
BORGES, 2005; PIMPAO, 2006, EL-SAYED; SAAD, 2007; OSTI et al., 2007;
VELISEK et al., 2007).

A cama de frango tem sido utilizada para acomodar as aves, proporcionando
conforto. No entanto, fornece abrigo, esconderijo e alimentos para alguns insetos e 4caros,

especialmente ectoparasitas, as principais pragas presentes no galinheiro, e a principal
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razdo para aplicagdes de pesticidas (SOARES et al.2019a). Os pesticidas e repelentes
mais utilizados em todo o mundo para controlar a proliferagao de artrépodes em camas e
instalacdes de aves pertencem ao piretroide. Sua aplicacdo faz parte da rotina de varios
avicultores desde o alojamento dos pintos até a fase final da producao avicola (SOARES,
SCUSSEL, DAHLKE, 2021).

Atualmente, ¢ necessario discutir a bioacumulagdo e a biotransformacdo de
inseticidas em animais, uma vez que os residuos sdo encontrados em varios tecidos e
produtos de origem animail, incluindo ovos. Em niveis superiores ao recomendado, a
cipermetrina apresentou concentragdes 66 vezes mais elevadas do que os limites méximos
de residuos (LMR) em ovos frescos quando o pesticida comercial foi aplicado para
controlar ectoparasitas. Residuos de ingredientes ativos estavam presentes em um tergo
das amostras coletadas (PARENTE et al., 2017b).

Por outro lado, os baixos niveis de residuos de pesticidas em ovos, declarados em
alguns estudos, podem mascarar um risco para a saide humana e animal, uma vez que os
estudos mostram a bioacumulacdo de pesticidas piretroéides lipofilicos em aves

(ALONSO et al., 2012; DALLEGRAVE et al., 2018).

3.6 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DE ECTOPARASITAS E
DESCONTAMINACAO

Algumas estratégias quimicas de descontaminacao e higienizagdo que podem deixar
residuos toxicos, sdo aplicadas para controlar endo e ectoparasitas no ambiente avicola
(CHRIST; SAVI; SCUSSEL, 2017; SAVI; PIACENTINI; SCUSSEL, 2014). Métodos
quimicos sd3o envolvem reagdes quimicas ou processos quimicos para a inativacdo ou
eliminagdo de insetos e fungos, micotoxinas e agrotoxicos. Estes métodos sao utilizados
na industria de alimentos por serem rapidos e com baixos custos. Sendo realizados por
tratamento com atmosfera modificada (0z6nio-O3) ou por meio de produtos quimicos

(acidos peracético) (CHRIST; SAVI; SCUSSEL, 2016; LEGGETT et al., 2016).

3.6.1 Ozo6nio

O 0z06nio (O3) € formado quando as moléculas de oxigénio sdo divididas em atomos

de oxigénio individuais, que se combinam com outros para formar o 0zénio. O gas pode
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ser produzido, principalmente, pelo processo de descarga elétrica (descarga corona),
através do espacgo do tinel entre 2 eletrodos exposto a uma alta diferenga de potencial
com cerca de 1000 v. O ozodnio ¢ gerado pela passagem do ar ou oxigénio puro entre
ambos eletrodos. As moléculas de O», colidem-se, causando a dissociagdao do oxigénio, e
em seguida formando moléculas triatdmicas, dando origem ao 0zénio (RUANGWONG
et al., 2021; CHRIST; SAVI; SCUSSEL, 2017).

O gas tem sido empregado na medicina humana e veterinaria para inativar
bactérias, virus, fungos, estimular o metabolismo do oxigénio e tratamento de lesdes. Em
saneamento basico remove agentes contaminantes encontrados em aguas subterraneas e
superficiais (CHEN et al., 2012;DURICIC; VALPOTIC; SAMARDZIJA, 2015). Nas
industrias de beneficiamento de graos ¢ utilizado como ferramenta eficaz no controle de
insetos como (7ribolium confusum e Oryzaephilus surinamensis), géneros de fungos
(Aspergillus, Fusarium e Penicillium) suas toxinas e na degradagdo de residuos de
pesticidas (BEBER et al. 2015; HELENO et al. 2014; MASON et al. 1997; SAVI et al.
2014).

A degradagdo do Os se caracteriza por uma rapida redug@o da concentracio inicial,
continuada de uma segunda fase, em que a concentracao de 0zonio diminui como cinética
de primeira ordem (ALMEIDA et al., 2004). O tempo de meia-vida pode variar de
segundos a horas. Fatores como pH (O3 aquoso) e temperatura (gasoso O3), sdo
responsaveis por sua estabilidade. A semi-vida do O3 em condigdes atmosféricas sdo de
aproximadamente 30 minutos. (MENNAD et al., 2010; KIM; YOUSEF, 2000).

O Holandés, Van Marum em 1783, observou que o ar, em torno de uma maquina
eletrostatica (durante aplicacdes de faiscas elétricas), adquiriu um odor forte e
caracterizante (RIDEAL, 1920). Nos anos 80, os primeiros experimentos com a
tecnologia do géas o0zonio no Brasil, comegaram em estagdes de tratamento de agua no
intuito de buscar formas alternativas para o tratamento, substituindo métodos
convencionais. Manaus e Sao Paulo foram as primeiras cidades a realizarem testes de pré-
ozonizagdao em unidades de tratamento de agua (DALSASSO et al., 1999).

Atualmente o ozonio ¢ utilizado como agente oxidante e aplicados como
descontaminante para eliminar organismos vivos (bactérias, fungos, leveduras, virus,
protozoarios, insetos e acaros) e /ou degradar compostos toxicos (pesticidas, micotoxinas)

em industrias de alimentos (AFSAH-HEJRI; HAJEB; EHSANI, 2020; VARGA;
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SZIGETI, 2016; XINYL; SUBRAMANYAM; LI, 2017; YUCEER; ADAY; CANER,
2016).

3.6.2 Aplicacdes do Ozonio em diversas areas

Neste contexto, o (O3) que € considerado um gas GRAS (generally recognized as
safe - FDA) e com semi-vida em condigdes atmosféricas de aproximadamente 30 min,
pode certamente, ser utilizado no controle de insetos (FDA, 2001; SOARES et al., 2018c).
Importante destacar a necessidade de estudos sobre a sua aplicacdo do O3 em grandes
instalagoes.

O gas ozonio tem sido empregado na medicina humana e veterinaria para inativar
bactérias, virus, fungos, estimular o metabolismo do oxigénio e tratamento de lesdes. Em
saneamento basico remove agentes contaminantes encontrados em aguas subterraneas e

superficiais (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001 ; CHEN et al. 2012).

3.6.3 Ozonio x insetos

Pesquisadores como Mason, Woloshuk e Maier (1997), Kells, Mason, et al.,
(2001) e McDonough, Campabadal, et al., (2011) utilizaram altas concentracdes de O3
em curtos periodos para eliminar larvas e adultos de diversas espécies de besouros
responsaveis por grandes prejuizos para a agricultura.

Outras espécies de Alphitobius como A. laevigatus (Fabricius), A. stephens e A.
piceus (Oliver) também foram isoladas, no entanto, em grdos e farinhas armazenados
(HAGSTRUM et al., 2013). Estes organismos vivos considerados pragas secundarias na
armazenagem de graos, sdo encontrados nas instalacdes da avicolas, onde encontram
nutrientes (restos de ragdo e a cama de frango) para o seu desenvolvimento (SOARES et
al., 2019b).

Diversos trabalhos de pesquisa relataram a aplicagdo O3 para eliminar besouros
Tribolium castaneum, Sitophilus zeamais, Rhyzopertha dominica ¢ Necrobia rufipes e
avaliar o comportamento destes insetos apos o tratamento com o gas (HASAN et al.,
2016; ROZADO et al., 2008). A Figura 14 mostra a aplicagdo do gés ozonio em silos de
armazenagem de graos. O procedimento inicia-se com o (1) caminhdo com um gerador
de ozonio acoplado, injetando do gas O3z, (2) no interior dos silos (3) expostos ao gas por

24 horas (RAMIREZ, 2019).
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Figura 14- Estrutura para aplicacdo do gés ozonio em silos de armazenagem
de graos.

Gerador de
oxigénio

gerador de
ozono

Fonte: REVISTA GRAOS BRASIL, 2019

Destacando que a avicultura brasileira esta exposta a perdas quantitativas e
qualitativas em sua produgao, e , que a constante presenca de besouros 4. diaperinus e a
contaminagdo por fungos ¢ inerente. Investigar a eficiéncia e o mecanismo de agdo de
tratamentos utilizando o gas 0zdnio, incentiva a reducao do uso de pesticidas aplicados
muitas vezes de forma sistematica durante o desenvolvimento das aves nas granjas. E
neste contexto, aumenta a qualidade e seguranca, tanto dos alimentos para consumo

quanto a saude dos trabalhadores avicolas (SOARES et al., 2018).

3.6.4 Susceptibilidade ao O3

A presenca de besouros na cama de frango, significa problemas de satide no
frango, alteracdes de desempenho e sérias perdas financeiras (HUBERT et al., 2018;
MULLENS; MURILLO, 2018). Seu controle depende principalmente das aplicagdes de
pesticidas do grupo piretroide (MARANGI et al, 2012). Contudo, as larvas sdo mais
susceptiveis ao uso do gas (SOARES et al. 2019b).

HOLMSTRUP et al. (2011) relataram testes de laboratdrio que expuseram adultos
e larvas de Tribolium castaneum com 40 ppm por 6 h, o suficiente para eliminar 25%,
dos insetos e a exposi¢do foi necessaria por 24 horas para atingir 100% de mortalidade.

O uso do O3 para erradicar as pragas em armazéns de graos sem deixar residuos

quimicos, foi avaliada por Ramirez (2018), utilizando um sistema para produzir gas
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ozonio “in situ”. Este sistema, gera o 0zonio, e pode ser transportado e acoplado ao silo
por um periodo de 11 horas, com um custo de 20% a menos que a utiliza¢do de agentes

quimicos tradicionais (RAMIREZ, 2019).

3.6.5 Ozonio x Ovos

A desinfec¢ao da superficie da casca do ovo ¢ uma ferramenta importante para
prevenir a deterioragdo do ovo e doengas relacionadas ao consumo de ovos. Os
microrganismos penetram no interior ovo através do canal do poro e por microfissuras na
casca, alterando a qualidade do ovo (FUHRMANN et al., 2010; SOARES et al., 2020).
Um sistema de higienizagdo eficaz, compromete tratar os ovos assim que sao coletados
no ninho e antes que os microrganismos possam penetrar na casca (CLIMACO et al.,
2018; FUHRMANN et al., 2010; MATTIOLI et al., 2020).

Métodos utilizando Os, ndo influenciaram os pardmetros fisico-quimicos de
qualidade interna dos ovos como: perda de peso dos ovos, indice de gema e unidade
Haugh. No entanto, a temperatura de armazenamento dos ovos é um parametro
determinante para a mantenca dessas variaveis (FILHO, 2019).

Um estudo preliminar para avaliar a acdo do ozonio sobre a casa de ovo e fungos
filamentosos, mostrou o efeito do O3z sobre a cuticula da casca do ovo e a agao deletéria
sobre estruturas dos fungos filamentosos. As micrografias obtidas por microscopia
eletronica de varredura, mostraram que as cascas de ovos expostas ao O3 por 120 min,
danificou as hifas dos fungos que aderiram a cuticula, sem comprometer seriamente a
estrutura externa da casca do ovo. Mais estudos sdo necessarios para estabelecer um
tratamento ideal com 0zonio para a descontaminagdo fuingica e sua agao sobre a casca de

ovos de galinha (SOARES et al. 2021).

3.6.6 Acido peracético

O 4cido peracético (APA) ¢ o peroxido de acido acético (AA) com um forte
poder de oxidagdo. Seu potencial de oxidacdo e desinfetante ¢ maior que o do cloro. O
APA esta disponivel comercialmente em forma de solugdes de equilibrio quaternério
contendo AA, perdéxido de hidrogénio (PH), APA e agua (GEHAN et al., 2009;
WEAVER, 2002).
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O APA ¢ utilizado amplamente como desinfetante e esterilizante em industrias
de processamento de alimentos, bebidas, farmac€utica e médica. A poderosa agao
antimicrobiana do APA em baixas concentragdes, aumentou sua aplicacdo em
processamento de alimentos, incluindo fabricas de processamento de carne (BLOCK,
1991; DYCHDALA, 1988).

A lavagem dos ovos pode ter deteriorar a cuticula da casca, resultando em menor
protecdo e maior suscetibilidade a contaminac¢do (LIU et al., 2016). No entanto, a sele¢ao
genética de galinhas de postura com intuito de aumentar a deposi¢ao de cuticula na casca
de ovos, pode reduzir a transmissao de microrganismos € previne comprimentos de onda
potencialmente prejudiciais ao embrido quando submetidos a luz ultra violeta (BAIN et

al., 2013; LILIANA D’ALBA; et al., 2017).

3.6.7 Acido peracético x ovos

Como antifungico, o acido peracético ¢ um sanitizante eficaz, podendo reduzir
entre 2 e 4 logs de géneros fungicos como Penicillium e Aspergillus sp (BERNARDI et
al., 2019a). O tempo recomendado para consumir os ovos € cerca de duas semanas ou
refrigerado por 2 meses, ap0s este periodo, os ovos reduzem seus parametros de qualidade
(FEDDERN et al., 2017).

Ovos armazenados por 40 dias em condi¢des ambientais e umidas, apresentaram
contaminacdo interna por fungos (coloragdo escura na membrana externa da casca), além
da identificagdo de duas espécies de fungos Cladosporium macrocarpum e Botrytis
cinéerea (CUMERAS et al., 2016).

O APA pode interromper o desenvolvimento fingico e impedir que as hifas se
ramifiquem pela superficie da casca do ovo. De acordo com LIU et al., (2016) a
temperatura de armazenamento influencia criticamente a qualidade do ovo, e, a lavagem
dos ovos, reduzem cobertura da cuticula, comprometendo ainda mais sua qualidade.

A microscopia eletronica nos permite avaliar com precisdo, a acao sanitizante do
APA na casca do ovo e em alguns géneros de fungos testados. No entanto, hd alguns
entraves que devem ser levados em consideragdo, pois a idade avangada das galinhas
resultada em muitos poros e microfissuras, o que corrobora para a busca de novas
pesquisas sobre a acdo do &cido peracético em diferentes estagios de postura (SOARES

etal., 2021a).
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4 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DO BESOURO (Alphitobius
diaperinus) EM CRIACAO DE AVES - UM VETOR DE FUNGOS TOXIGENICOS
FILAMENTOSOS: POR MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA E DE
ELETRONICA DE VARREDURA

Informacdes contidas neste capitulo estido publicadas no artigo:

SOARES, Carlos Eduardo; WEBER, André; SCUSSEL, Vildes Maria. Stereo
and Scanning Electron Microscopy characteristics of poultry breeding beetle (A/phitobius
diaperinus)-a filamentous toxigenic fungi carrier. Emirates Journal of Food &

Agriculture (EJFA), v. 30, n. 2, 2018.
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RESUMO

O isolamento de besouros Alphitobius diaperinus (vivos € mortos) capturados no interior do
aviario (cama de frango) para investigar a distribuicdo de esporos de fungos e suas
caracteristicas de locais de acumulo (dorsal e ventral) por diferentes microscopias (estéreo e
eletronica de varredura) corroborou para produzir diversos artigos sobre o assunto. Apesar de
os besouros vivos serem descritos como o0s principais portadores de esporos de fungos, os
mortos, tinham muito mais esporos aderidos ao exoesqueleto, tornando-o um foco de infecgao.
Isso deve-se aos sitios anatdmicos, que favoreciam o efeito de captura de esporos, juntamente
com o diferente teor de umidade dos besouros. As estruturas anatdmicas microscopicas ventrais
do besouro abrigavam a maior concentracdo de esporos de fungos e formacdo de colonias. Os
fungos filamentosos mais detectados foram dos géneros Aspergillus e Penicillium. Concluindo
que, os besouros mortos devem ser removidos do avidrio para reduzir a contaminagdo. Eles
servem como rico substratos para o desenvolvimento de fungos, com possibilidade de formagao

de toxinas, além da exposi¢do a doencas nas galinhas.

Palavras-chave: Aspergillus, cama de frango, fungos, vetores, contaminagao
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ABSTRACT

The isolation of beetles Alphitobius diaperinus (live and dead) inside the aviary to investigate
the distribution of fungal spores and their characteristics of sites of accumulation (dorsal and
ventral) by different microscopes (stereo and scanning electronic) corroborated to produce
several articles on the subject. Although living beetles were described as the main carriers of
fungal spores, the dead, had many more spores attached to the exoskeleton, making it a focus
of infection. This was due to the anatomical sites that favored the spore capture effect, along
with the different moisture content of the beetles. The ventral microscopic anatomical structures
of the beetle housed the highest concentration of fungal spores and colony formation. The
filamentous fungi most detected were of the genera Aspergillus and Penicillium. In conclusion,
dead beetles must be removed from the aviary to reduce contamination. They represent rich
substrates for the development of fungi with the possibility of toxin formation, in addition to

exposure to chicken diseases.

Keywords: Aspergillus, chicken bed, fungus, vectors, contamination



47

4.1 INTRODUCAO

Diferentes géneros e espécies de artropodes infestam o galpdo avicola durante o
desenvolvimento das aves e podem distribuir esporos de fungos toxigé€nicos em todas as
instalacdes do avidrio (SOARES et al., 2019). Transportam esporos de fungos mecanicamente
em seus corpos, aumentando significativamente a taxa de infeccdes (POPOWSKA-NOWAK;
TUMIALIS; PEZOWICZ, 2017). As condi¢des de temperatura e umidade dos aviarios
produzem condigdes ideais para a infestacdo de insetos, contaminagdes fungicas, incluindo
outros organismos vivos (dcaros, bactérias e virus), afetando a satde das aves (SOARES et al.,
2017; 2019c).

O Alphitobius diaperinus (Coleoptera, Tenebrionidae), comumente chamado de
cascudinho, ¢ responséavel por grandes perdas na avicultura (SKOV et al., 2004). Além dos
fungos, bactérias como Campylobacter jejuni e Salmonella sp, também sdo responsaveis por
contaminar avidrios, aves adultas e pintinhos (HAZELEGER et al., 2018). Quando ha escassez
de alimentos durante a cria¢do, os pintainhos / adultas comegcam a comer esses insetos
(organismos vivos contaminados) podendo levar ao desenvolvimento de doencas. Isso também
resulta em diminui¢do da conversdo alimentar das aves, diarreia, estresse e reducdo do peso
corporal (ZAHOOR-UL-HASSAN et al., 2010).

O constante movimento de insetos dentro de um ecossistema, contribui para dispersao
de esporos dos géneros Fusarium (fungos de campo) e Aspergillus, Penicillium, Mucor e
Rhinopus (fungos de armazenagem) (VIEGAS et al.,, 2012). Esses esporos podem ser
transportados por adesdo na superficie cerosa do exoesqueleto do inseto (NOH et al., 2016;
LAWRENCE; BRITTON, 2019). Com relacao ao efeito da presenga de fungos no ambiente de
criagdo de aves, eles podem levar ao desenvolvimento de doengas como em pintainhos
(aspergilose) e embrides (suscetibilidade a efeitos fingicos durante a contaminacdo no
momento da posutra) incluindo inalacdo de esporos (micose pulmonar) (GIRGIS; SMITH,
2010a; M. YEGANI, T. K. SMITH, S. LEESON, 2008).

Considerando as atividades de cria¢do extensiva de frango, problemas com infestagao
de insetos, o nimero consecutivo de ciclos de criagdo de frangos e o desenvolvimento de
infec¢oes fingicas que reduzem as condigdes sanitarias do ambiente, consequentemente, havera

alteracdo na qualidade da carne.
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Uma investigacdo por microscopias estereoscopicas (ME) e eletronica de varredura
(MEV) foi realizada no coleoptero A. diaperinus (estagios adulto e larval) para investigar os
principais sitios anatdmicos capazes de abrigar e disseminar esporos fungicos. Este € o primeiro
trabalho investigando caracteristicas anatomicas detalhadas do A. diaperinus e locais de

acumulo de fungos relatados por ME e MEV.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1 Material

(a) Amostras: Insetos (4. diaperinus), extraidos da cama de aviario (no 45° dia de
cria¢do das frangos, sem aplicagdo de inseticida), vivos e mortos (estagios: adultos e larvas). (b)
Equipamentos: pingas, Prolab (Sao Paulo, SP, Brasil); sistema de peneira, 9-16 mesh (2,00-1,00
mm / pm apert., 10-18 USM / ASTM) Beffer (Caieiras, SP, Brasil); aw meter, modelo Aqua-
Lab4TE, Decagon (Sao José¢ dos Campos, SP, Brasil); forno de secagem, Olidef-cz (Ribeirdo
Preto, SP, Brasil); estereomicroscépio (ME), modelo Opzt (x180), acoplado a uma camera de
captura de imagens coloridas, modelo OPT14 MP, Opticam (Doral, Florida,
EUA); microscopio eletronico de varredura (MEV) (x5000), modelo JSM- 6390LV, Jeol
(Peabody, Mass., EUA) e maquina de revestimento de ouro, modelo EM-Scd500, Leica (Leider,

I11., EUA). Outros materiais: stubs (pequenos blocos de metal, 9 de didmetro e 10 mm de altura).

4.2.2 Métodos

(a) Cama de avidrio e coleta de insetos: Antes do procedimento de isolamento do
inseto, uma amostra de cama de aviario infestada (conteudo de umidade: 40,6%, atividade de
agua: 0,98) foi coletada como segue (a.1) cama de aviario - uma porcao (100 g) foi obtida do
chao do galpao (10 cm de profundidade) apos 45 dias do estagio de crescimento completo dos
frangos, conforme relatado por Soares et al. (2018) e procedeu ao (a.2) isolamento de insetos -
amostras de besouro separadas (ambos os estagios de crescimento: adulta e larval) foram
coletadas (vivas e mortas) da cama de avidrio como em (a.1), por meio de peneiramento (9 -16
mesh), escolhendo-os com uma pinga para a preparacao da analise de microscopia. - Morto pela

aplica¢do de uma solugdo de inseticida (cipermetrina) em acetonitrila.

(b) Preparacao de insetos para microscopia: Os insetos (ambos os estagios de
crescimento) foram preparados para ME e MEV, como segue (b.1) ME — microscopia
estereoscopica - (isolado vivo e morto) e as diferentes partes dos insetos (dorsal e ventral) foram

separados em placas de petri (e assim as larvas e retiradas diretamente para observacao de ME;
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para (b.2) MEV - as amostras de (b.1) foram preparadas por montagem em sfubs e suas
superficies revestidas de ouro, conforme relatado por Scussel et al. (2014a). Resumidamente,
os insetos foram fixados nos stubs (contendo fita dupla-face de carbono) e, em seguida,
revestimento de ouro, aplicado a vacuo e revestido com uma camada de ouro de 40 nm). (c)
observagdo microscopica: amostras inteiras e de partes de insetos preparadas em (b) foram
coletadas para observagdo microscopica, (c.1) ME - foram retiradas diretamente (de b.1) para
identificacdo de caracteristicas de cabeca, torax, abdomen, pernas e, as partes anatdmicas
especiais que abrigam conidios de fungos e / ou colonias em crescimento; para (¢.2) MEV - os
stubs com as partes dos insetos, foram levados para a MEV para investigar a presenga /
distribuicdo / proliferagdo / identificacdo de géneros (micélios, hifas, conidios) dos fungos nas
partes dos insetos. Também foram investigados os principais locais onde os conidios estdo

aderidos ao corpo do inseto (25 a x 1.100).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas microscopicas do 4. diaperinus por (ME & MEV) foram observadas
e identificadas com relacdo as partes anatdmicas que abrigam esporos de fungos em alta
concentracdo (MARTINS; ALVES; MAMPRIM, 2016). A distribuicdo de esporos de fungos,
seja em besouros capturados vivos ou encontrados mortos na cama de frango, foram registrados,
incluindo suas diferencas. As Fig. 15 e 16 apresentam as caracteristicas dos besouros (estagios
adulto e larval) e as partes principais que mais acumulam conidios fungicos (tanto na regiao

dorsal quanto na ventral).

4.3.1 Caracteristicas microscopicas de Alphitobius diaperinus.

Para compreender o transporte de esporos de fungos pelo inseto A. diaperinus no
ambiente de criacdo de aves e seus efeitos sobre a seguranga das aves, foi necessario
inicialmente, identificar suas caracteristicas micro-morfoldgicas (estagios adulto e larval)
(POVALUK, 2017). As principais caracteristicas dos besouros observadas por ME e MEV
(ambos os estagios) em diferentes partes do corpo (cabeca / torax / abdomen) sdo mostradas no

artigo completo.

4.3.2 Alphitobius diaperinus: Acaimulo de esporos de fungos e proliferacao de colonias
nos sitios anatomicos.
Com ambas as técnicas de microscopia utilizadas, foi possivel identificar claramente os

sitios anatomicos do besouro e os sitios especiais em que os fungos se alojavam, principalmente
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por MEV. Alguns locais fornecem condigdes para permitir a ocorréncia de infec¢ao por fungos
(alta umidade e rico substrato) (BUTT et al., 1992). Todos eles, tanto a larva quanto o besouro

adulto, contribuem para a transferéncia de esporos em todo o ambiente avicola, mostrados nas
Figura 15 e 16.

Figura 15- Coldnias fungicas em sitios anatdmicos (sutura elitral)
do A. diaperinus adulto isolados na cama de frango [300x].
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Fonte: Autor, 2021

MEYV: Os besouros foram investigados quanto ao acimulo de fungos em seus sitios anatdmicos
e sua distribuicdo detalhada com precisdo. E importante enfatizar, que no estagio larval (mortas)

os sitios de acaimulo de fungos foram, nas estruturas da cabeca, partes bucais e antena (Figura
16).
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Figura 16- Conidios aderidos a cabeca da larva do A.diaperinus

isoladas da cama de frango [300x].
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4.3.3 Proliferacio de A. diaperinus em instalacoes de criacio de aves versus saude das
aves e producio segura da carne.

A presenca de esporos ¢ proliferacao de fungos detectados no 4. diaperinus no presente
estudo e sua evidente dispersdo pelos aviarios, pode-se concluir que também disseminam
doengas e afetam o bem-estar dos frangos durante o seu crescimento, interferindo na produgao

de carne e qualidade de carcaga (tamanho padrao) (JAPP; BICHO; SILVA, 2010).

Ha registros que besouros 4. diaperinus foram ingeridos por frangos e foram detectados
em pro-ventriculos e moelas de aves post-mortem. Isso gera certa preocupacao, visto que aquele
besouro € portador de microrganismos vivos patogénicos, aumentando assim a sobrevivéncia
dos fungos em seus corpos e ambiente, consequentemente transmissao e reproducao (DA

SILVA et al., 2001;MOSER et al., 2010).

Com relagdo a seguranga do frango, além de interferir no seu bem-estar (pela ingestao
de insetos e/ou desconforto pelo contato), doencas como aspergilose em pintainhos, inalagao

de esporos (micose pulmonar) e alta suscetibilidade dos embrides a infecg¢des, € necessario de
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aplicar procedimentos de controle e prevengdo seguros ¢ que ndo deixem residuos toxicos

(LAMBKIN et al., 2007).

4.4 CONCLUSAO

Os principais sitios anatomicos de A. diaperinus que mais concentram conidios de
fungos em besouros vivos foram: os ventritos abdominais e as pernas. Nos besouros mortos,
os principais locais foram: a sutura elitral, aparelho bucal, pernas e prosterno. O que aumenta a
disseminagdo da contaminagdo pelo desenvolvimento das colonias. Quanto as larvas, estas

apresentavam conidios aderidos por todo o corpo, sendo a principal contaminacdo, a cabeca.

Os géneros flngicos mais isolados foram: Aspergillus e Penicillium. No que diz respeito
ao bem-estar das aves, a presen¢a de besouros na cama do avidrio e a ingestdo destes insetos,
estd associada a infec¢des fungicas em pintainhos e animais adultos, essa ingestdo pode ser

mais intensa se o fornecimento de rag¢ao for reduzido ou interrompido.
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5 MICRO E MACROFAUNA ISOLADAS DA CAMA DE FRANGO SEM
TRATAMENTO COM PESTICIDAS: POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Informacdes contidas neste capitulo estio publicadas no artigo:

SOARES, C. E. S. et al. Scanning electron microscopy of macrofauna isolated from

poultry litter: No pesticide treated. Scanning Electron Microscopy, v. 9, n. 9, 2019.

SOARES, C. E. et al. Living Organisms and Biodegradation Changes of Poultry Litter
During Breeding and Their Relation to Chicken Health and Poultry Products Safety.

International Journal of Engineering and Technical Research, v. 9, n. 11, 2019.
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RESUMO

As normas técnicas seguidas por empresas avicolas utilizam pesticidas do Grupo Piretroides
para controlar insetos e ectoparasitas em ambiente aviario. O seguinte trabalho, apresenta uma
investigacdo através de microscopia eletronica de varredura na identificagdo macrofauna que
se desenvolve no interior do aviario. Embora esses organismos vivos ndo sejam prejudiciais as
aves, alguns atuam como vetores esporos de fungos e suas carcagas mortas como substrato para
o crescimento de colonias de fungos. Quanto aos fungos, foram isolados na cama os seguintes
géneros, Trichoderma sp. Aspergillus, Fusarium e Penicillium. No entanto, o fungo do género
Trichoderma sp estava presente em todas amostras coletadas e com maior nimero de carga total
fungica. Os Besouros isolados eram do género Alphitobius e Carcinops. Os géneros Liposcelis
eram numerosos ¢ acaros (7richouropoda sp. e Acarus sp.) eram mais numerosos que o restante
dos artropodes isolados. Alguns desses insetos (parte da cadeia trofica atual), sdo considerados
predadores de outras larvas de insetos. O uso de inseticidas antes e durante o ciclo de criacao
das aves reduz os insetos ndo prejudiciais e altera o equilibrio da microflora, levando a

resisténcia e a proliferagdo de organismos vivos.

Palavras-chave: Acaros, Aves domésticas, Insetos, Microscopia, Piretroides
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ABSTRACT

The technical standards followed by poultry companies, use pesticides from the Pyrethroid
Group to control insects and ectoparasites in an avian environment. The following work
presents an investigation through scanning electron microscopy in the macrofauna
identification that develops inside the aviary. Although these living organisms are not harmful
to birds, some act as fungal spore vectors and their dead carcasses as substrates for the growth
of fungal colonies. As for fungi, the following genera, Trichoderma, Aspergillus, Fusarium,
and Penicillium, were isolated in poultry litter. However, the fungus of the genus Trichoderma
sp was present in all samples collected and with greater total fungal load.The isolated beetles
were of the genus Alphitobius and Carcinops. The psychoid genera of Liposcelis were
numerous, along with the mites (7richouropoda sp. and Acarus sp.). Some of these insects (part
of the current trophic chain) are considered predators of other insect larvae. The use of
insecticides before and during the poultry rearing reduces non-injurious insects and change the

balance of microflora, leading to the resistance and proliferation of living organisms.

Keywords: Insects, Mites, Microscopy, Poultry, Pyrethroids
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5.1 INTRODUCAO

Durante o ciclo de 45 dias, a cama de frango recebe residuos de matéria organica como
ragdo (que caem durante o momento de ingestao) e seus excrementos. O principais organismos
que compdem a macrofauna da cama de frango pertencem ao filo Arthropoda, Além disso, os
fungos filamentosos podem crescer durante os 45 dias apos as aves serem alojadas (SOARES
et al.,, 2019b). Alguns artropodes, como besouros e 4caros, infestam o ambiente avicola,
causando perdas economicas (HORN et al., 2018). A estratégia utilizada atualmente para o
controle destas pragas e realizada principalmente pela aplicacdo de inseticidas do Grupo
Piretréide, nas instalagdes e animais (REZENDE et al., 2013; KATSUDA, 2012).

A diversidade de artropodes presentes na cama de frango ¢ ampla, sendo principalmente
ambiente ideal para besouros e acaros. A infestagdo dessas espécies se desenvolve
principalmente no local onde possui alimento e a temperatura, e os aviarios fornecem condigdes
favoraveis para que isso aconteca (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002; MARANGI et al.,
2012b).

A presenga de acaros pode causar alergias, tanto nas aves quanto no avicultor. Varios
deles, apesar de seu estagio de crescimento (adultos, larvas, pupas e ovos) podem vir da fabrica
de racdo, especialmente quando nao ha controle de qualidade critico sobre a matéria-prima que
chega a produc¢ao de ragdo (FUKUTOMI et al., 2012; (HUBERT et al., 2018).

Considerando que a atividade avicola esta exposta a infestacdo de organismos vivos €
inseticidas do Grupo Piretrdide utilizados para controlar o problema de infestagdo - este
trabalho relata uma investigacdo sobre a identificacdo de alguns géneros de insetos e acaros
1solados da cama de frango (sem inseticidas tratados) por meio de microscopia eletronica de

varredura (MEV) incluindo seus principais sitios anatomicos que hospedam conidios fungicos.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Material

(a) Amostra: cama de frango (2 kg) feita de fragmentos de madeira de Pinus, utilizada
durante o final estagio de criagdo (no dia 45). Nenhum pesticida tratado. (b) Local de
experimento: galpdo de aves - capacidade para 15.000 aves (dimensdes: area total de 1200 m?
e forro de polipropileno.

(c) Equipamentos: sacos plasticos de polietileno, pingas, Prolab (Sao Paulo, SP,
Brasil); sistema de peneira, 9-16 malha (2,00-1,00 mm / pm apert., 10-18 USM / ASTM) Beffer
(Caieiras, SP, Brasil); microscopio eletronico de varredura (5000x), modelo JSM- 6390LV,
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Jeol (Peabody, Mass., EUA) e maquina de revestimento de ouro, modelo EM-SCD 500, Leica
(Leider, IL, EUA). Outros materiais: stubs (pequenos blocos de metal), 9 mm de diametro e 10

mm de altura.

5.2.2 Métodos

(a) Isolamento da macrofauna - os organismos vivos (insetos e acaros) foram
separados (inteiros / vivos / mortos / fragmentos - incluindo larvas e pupas) por peneiramento
(2-1 mm) e utilizando pingas de cada porcao de 50 g de cama de frango por (Soares et al., 2018)
e (b) Identificacdo por microscopia eletronica de varredura (MEV) e artigos por (BAJERLEIN
E BLOSZYK, 2004; BLOSZYK; KLIMCZAK; LESNIEWSKA, 2006) - suas caracteristicas
foram identificadas por MEV com diferentes amplificagdes apds a montagem dos stubs

(SOARES; WEBER; SCUSSEL, 2018).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os organismos vivos isolados na cama de frango, entre insetos e dcaros, confirmaram
a presenca de predadores e presa, e que larvas e ovos também s3o frequentemente predados. A
aplicagdo de pesticidas para controle de pragas, altera o equilibrio da cadeia tréfica dentro do
ambiente da cama de frango. A Figura 17 apresenta a diversidade da macrofauna da cama de
frango com diferentes insetos (besouros, tragas e pseudoescorpides) e caracteristicas dos 4caros

e suas principais partes anatomicas.

Figura 17 - Macro e microfauna isolada da cama de
frango e sua relagdo na cadeia tréfica.

pseudoscorpio;{

A. diaperinus

o Tribolium sp.

Fonte: SOARES et al., 2019
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5.3.1 Besouros e acaros e suas relacoes com fungos filamentosos

Besouros podem carregar esporos e outras estruturas reprodutivas de fungos, que muitas
vezes contaminam produtos mal armazenados. Algumas espécies de besouros se alimentam
desses fungos, muitas vezes os besouros mortos tornam-se substrato para o desenvolvimento

de estruturas fingicas.

5.3.1.1 Tribolium sp

Algumas espécies de besouros apresentam pilosidade nas bordas do esterno e inimeros
espinhos na regido da cabeca e do corpo. A Figura 18 ilustra as estruturas morfologicas de
besouros do género Tribolium e também o presenca de esporos de fungos aderidos ao seu
exoesqueleto (SOARES; WEBER; SCUSSEL, 2018). A presenca de fungos do género
Metarhizium nos corpos de A. diaperinus, foi relatada por ALVES et al.,(2004) coletados do
solo do aviario.

A presenca desta espécie que infesta também graos armazenados, pode transportar
esporos ¢ micélios de fungos aderidos ao seu corpo, especialmente os fungos produtores de
aflatoxina Aspergillus (GIANIZELLA; ANGELO; PRADO, 1998). Eles sao vetores de fungos,
carregando esporos anexados aos seus exoesqueleto em vida. Quando mortos, podem servir de
substrato para o desenvolvimento de estruturas fingicas reprodutivas.

Para o controle de insetos indesejaveis em atividades avicolas como A. diaperinus, sao
utilizados pesticidas do Grupo Piretroide, principalmente, a cipermetrina. No entanto, estudos
tém mostrado sua resisténcia crescente a esse grupo de compostos ativos (HICKMANN et al.,

2018).

Figura 18- Micrografias de partes anatomicas de Tribolium sp. (a.1) VENTRAL - corpo
inteiro, (b) cabega com suas partes bucais e (c) prosterno com pelos e (d) detalhes das
partes da boca [30 a x 1.400].
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Fonte: SOARES et al. 2019

Alguns géneros de acaros estdo relacionados principalmente a contaminagao dos graos
armazenados, ninhos de aves, entretanto, sua interagdo com fungos ¢ pouco conhecida
(GREEN; BAKER, 1996; HUBERT; STEJSKAL; KUBATOVA, 2003). Esses artropodes
microscopios possuem muitos espinhos em varios locais anatomicos, tanto na regido dorsal
quanto na ventral. Alguns desses locais s3o ideais para adesdao de esporos e desenvolvimento
de fungos, especialmente quando estdo mortos. A maioria das espécies de 4caros ndo sdo

importantes para a saude publica (HUBERT et al., 2018).

5.3.1.2 Trichouropoda sp.

Acaros dos géneros Trichouropoda sp. isolados da cama de frango, sdo responsaveis
por alta infestacdo na cama de frango. Sua carapaga ¢ dominada por micélios de fungos,
principalmente no aparelho bucal (Figura 19). Alguns estudos relatam a presenca desse género
sendo transportado por besouros, sem qualquer tipo de parasitismo (FARAHANI et al., 2016).

Esses acaros sdo de cor vermelha e se desenvolvem intensamente na cama de frango.



60

Figura 19 - Micrografias eletronicas de varredura de 4caros isolados de cama
dorsal de aves - (a.1/b.2) sem fungos no idiossoma dorsal, (a.2) apenas na regido da
cabeca e cobertos por micélios - (b.2) esporos presos ao aparelho bucal [150 a x
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Fonte: SOARES et al., 2019

Quando ndo ha aplicagdo de agrotoxicos, as infestagcdes ocorrem na medida em que a
temperatura e a umidade da cama de frango proporcionam ambiente ideal para a proliferagao.
Porém, algumas espécies estdo associadas a ninhos de passaros e podem ser encontradas em
outros micro-habitats (BEHAN-PELLETIER;HOY, 2016; SKVARLA et al., 2019). Sao
predadores e purificadores, entretanto, ha relatos de que se alimentam de fungos (CEJKA;

HOLUSA, 2013).

5.3.2 Bem-estar do frango, saude e seguranc¢a dos produtos

Como insetos e acaros sdo portadores de microrganismos (fungos, bactérias, virus), sua
presenca e proliferacdo pode levar ao desenvolvimento de doengas, tais como alergias, lesoes,
micose, sindrome das toxinas (efeitos toxicos) tanto nas aves quanto aos avicultores

(DELABOUGLISE et al., 2020). Com relagao a contaminagao por fungos na cama de frango,
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foram descritos alguns géneros saprofitos e toxigénicos como, Aspergillus, Alternaria e

Penicillium (VIEGAS et al., 2012).

5.4 CONCLUSAO

As atividades avicolas que utilizam pesticidas, eliminam diversos géneros e espécies de
insetos e acaros que fazem parte da cadeia trofica local. Alguns deles sao vetores de doengas
para aves ¢ humanos. O uso incorreto de agrotoxicos leva a eliminacao dos competidores mais
suscetiveis, selecionando os mais resistente.

Com relagdo aos insetos identificados (Carcinops, Tribolium, Liposcelis e
pseudoescorpides) e acaros (Acarus, Trichouropoda), existem poucos relatos sobre eles
infestando ambientes avicolas. Isso provavelmente ocorreu devido ao tipo de material de
celulose (madeira de Pinus) e / ou condigdes do ambiente de criagdo de aves.

A biodegradacdo da cama de frango promove ambiente ideal para o desenvolvimento
de insetos, acaros e de fungos filamentosos como: Trichoderma, Aspergillus, Fusarium e
Penicillium sp. Esses organismos vivos, incluindo fungos de deterioragdo, no ambiente das
aves, sob alta umidade e temperatura, podem ser motivo de preocupagao devido a possibilidade

de producao de micotoxinas (afetando animais e possivelmente a carne).



62

6 USO DE GAS OZONIO COMO ALTERNATIVA VERDE NO CONTROLE A
INFESTACAO POR BESOUROS Alphitobius diaperinus EM AVIARIOS
UTILIZADOS NA INDUSTRIA AViICOLA

Informacdes contidas neste capitulo estido publicadas no artigo:

SOARES, C. E. et al. Use of ozone gas as a green control alternative to beetles
Alphitobius  diaperinus (panzer) infestation in aviary bed utilized in the poultry
industry. Chemical Engineering Transactions, v. 64, p. 589-594, 2018.
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RESUMO

Na avicultura de frango de corte, o controle de besouros de Alphitobius diaperinus baseia-se
exclusivamente na aplicagdo de inseticidas do Grupo Piretroide (cipermetrina). Alguns estudos
relatam a resisténcia da populagdo de besouros, reforcando a necessidade de métodos
alternativos para o controle de besouros. O objetivo deste estudo foi determinar a eficacia do
tratamento com gas O3 para eliminar o desenvolvimento de besouros 4. diaperinus, tanto em
estagios adultos quanto em larvas. Os insetos foram tratados com trés concentragdes de Os
(30/40/60ppm) e tempos de exposicao (48, 36 e 24 h). Todos os tratamentos foram eficazes
contra a fase larval. No entanto, o tratamento mais eficiente (100%) para a eliminagdo de

besouros adultos foi de 40 ppm, durante 36 h de exposigao.

Palavras-chave: Alphitobius diaperinus, avicultura, ozonio, Piretrdides.
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ABSTRACT

In broiler poultry, the control of Alphitobius diaperinus beetles is based exclusively on the
application of insecticides of the Pyrethroid Group (cypermethrin). Some studies report the
resistance of the beetle population, reinforcing the need for alternative methods for beetle
control. The aim of this study was to determine the efficacy of O3 gas treatment to eliminate
the development of 4. diaperinus beetles, both in adult and larval stages. The insects were
treated with three concentrations of O3 (30/40/60ppm) and exposure times (48, 36 and 24 h).
All treatments were effective against the larval phase. However, the most efficient treatment

(100%) for the elimination of adult beetles was 40 ppm, during 36 hours of exposure.

Keywords: Alphitobius diaperinus, ozone, poultry, Pesticide, Pyrethroid.
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6.1 INTRODUCAO

A infestagdo de insetos na cama de frango, como o Alphitobius diaperinus que €
considerado a principal praga aviaria em todo o mundo, chamado popularmente de
“cascudinho” ¢ responsdvel por grandes perdas na avicultura. Eles se concentram
principalmente perto dos bebedores/ alimentadores e dentro do galpao nas estruturas de madeira
estruturas (SKOV et al., 2004).

Sua presenga em fase larval ¢ facilmente detectada em instalagdes e solo do aviario, e
pode chegar a 80 cm de profundidade para se alojar, mesmo com o solo compactado
(CHERNAKI; ALMEIDA, 2001). Além de insetos, fungos (Aspergillus, Penicillium) e
bactérias (Campylobacter, Salmonella), entre outros organismos vivos, t€m sido relatados como
capazes de contaminar aviarios e frangos/galinhas (HAZELEGER et al., 2018; SINGH et al.,
2010). Quando hé escassez de alimentos durante o crescimento do frango, eles podem a ingerir
estes insetos (outros organismos vivos contaminados - fungos, bactérias) levando ao
desenvolvimento de doencas. Além desse habito que altera a conversao da ragdo, as aves estao
sujeitas a diarreia, estresse e reducdo do peso corporal (BANJO; LAWAL; ADEDUII, 2005;
SKOV et al., 2004).

A presenca de besouros significa problemas de satide do frango, alteragdes de
desempenho e perdas financeiras graves (CHERNAKI-LEFFER et al.,, 2013; OVIEDO-
RONDON, 2008). E seu controle depende principalmente das aplicacdes de pesticidas do
Grupo Piretréides (MARANGI et al., 2012b).

A aplicagcdo de Piretroides para o controle de besouros A. diaperinus em ambiente
avicola expde os trabalhadores. Ocorre diretamente (durante o manuseio - atomizador, spray ou
lango) em atividades ocupacionais por uso incorreto (sobredosagem) e indiretamente (por
contato - dérmico, olhos, ingestdo e/ou por inalagdo) ou contaminacdo de alimentos (residuos)
(SARTOR; SANTAREM, 2017).

Como o controle de pragas na avicultura atualmente, depende da utilizacao de pesticidas
toxicos, ha uma falta de informagdes sobre a aplicacdo de métodos limpos que ndo deixam
residuos na cama de frango. Portanto, o presente estudo objetivou investigar a eficacia dos
tratamentos com gases O3 para eliminar os besouros 4. diaperinus tanto no estagio larval quanto

adulto.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Material

(a) Amostra: insetos (n=280) da espécie A. diaperinus (estagios adultos e larval: 0,7 e
10,0 mm de comprimento médio, respectivamente) extraidos do aviario no 46° dia de criacao
dos frangos (sem aplicagdo de inseticida). (b) Equipamentos: ping¢as, Prolab (Sao Paulo, SP,
Brasil); sistema de peneira, 9-16 mesh (2,00- 1,00 mm/um apert., 10-18 USM/ASTM), Beffer
(Caieiras, SP, Brasil); bomba de vacuo, TE-58, Tecnal (Sao Paulo, SP, Brasil); gerador de gas
03, OP-35-5L, Interozone (Jundiai, SP, Brasil), termo-higrometro, J-SP, Brasil Prolab (Sao
José dos Pinhais, PR, Brasil). As cdmaras O3 (50 e 70 mm para comprimento e didmetro,
respectivamente) foram feitas de vidro com duas aberturas: uma para a entrada de géas O3 (tubo
de 10 mm/tubo de 0,3 polegadas) e outra para a saida Oz (uma pequena saida - 5 mm) (Figura

20).

Figura 20- Esquema utilizado para o experimento com o O3 sobre a inativa¢ao de besouros
adultos e larvas.
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Fonte: SOARES et al., 2018
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6.2.2 Métodos

(a) Coleta e preparagdao da amostra: (a.1) coleta - amostras de besouros (larvas e
estadios adultos) foram colhidas da cama de frango, representativamente a partir do chao do
aviario (camada de 10 cm de profundidade) apds a transferéncia das aves (45 dias). Pontos de
coleta: 4 pontos (n =20 / cada ponto) da érea total do galpao - o inseto foi mantido na cama de
frango com residuos de racao e enviado ao laboratorio em temperatura ambiente (25°C); (a.2)
preparacdo - grupos de insetos (n=10) foram carregados nas camaras de vidro em condi¢des
constantes (23° C e 77% de umidade relativa -UR) e mantidos para a aplicagdo de gas Os. (b)
Aplicacdo de 0zonio: apds os besouros (ambos os estagios) serem carregados na cdmara, o gas
O3 gerado foi bombeado (através da entrada) para os vasos por um compressor (equipado com
um filtro para evitar a entrada de umidade), a uma taxa de fluxo continuo (3 L min™'). Foram
preparados trés grupos para os diferentes tratamentos de concentragdo de gas (30, 40 e 60 ppm:
TL, TII, TII), em duplicata. Um grupo de besouros (ambos os estagios) foi alojado em camara
idéntica para estimar sua mortalidade natural (Grupo Controle). Confirmacao de mortalidade
de insetos gasosos O3 - confirmagao de morte de insetos por concentragao de gas O3z e exposi¢ao
foram registradas. Para confirmar a sua morte, os insetos foram transferidos para placas de Petri

contendo cama de frango, durante 5 horas.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como estratégia de inativagdo limpa para o controle da proliferacao de besouros do
género Alphitobius, o efeito do gas O3 apresentou variagdes. As condigdes de concentracio e
tempo de exposi¢do aplicadas, definiram a eficdcia para as fases de desenvolvimento do
besouro. A Tabela 2 apresenta os dados obtidos pds tratamento dos besouros adultos e das

larvas.
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Tabela 2- Porcentagem de mortalidade de insetos Alphitobius diaperinus (estagios
larval e adultos) apds a aplicacdo de gés ozonio em diferentes concentragdoes € tempos de
exposicao.

Tratamento com gas ozonio Insetos
mortos
Adultos e Larvas?®
Concentracio Tempo de exposicio Nimero®
(ppm) (h) (média® %)
30 24 20 (100)
40 36 20 (100)
Larvas 60 48 20 (100)
30 48 20 (100)
40 24 20 (100)
60 36 20 (100)
30 48 20 (100)
40 36 20 (100)
60 24 16 (80)
30 36 4 (20)
Adultos 40 24 8 (40)
60 48 20 (100)
30 24 0(0)
40 48 20 (100)
60 36 20 (100)

4. diaperinus " total de insetos: 10 °n=2

6.3.1 Efeito do gas O3 em tratamentos com A. diaperinus (adultos e larvas)

Larvas - as larvas foram mais suscetiveis ao gas, quando comparada aos besouros
adultos, pois sua morte foi registrada a partir da menor concentragdo e tempo aplicado (30
ppm/24 h). Durante todo o tratamento, as larvas iniciaram a ecdise para a continuidade ao seu
desenvolvimento. Assim, os tratamentos de Oz aos quais as larvas foram submetidas,
mostraram-se eficazes na sua eliminacao (100%), nas condi¢des de temperatura e UR aplicadas
no presente estudo (23,2°C e 77,5%).

Altas concentragdes em periodos curtos (1800 ppm / 30 min) foram capazes de eliminar
uma média de 74,8% das larvas de espécies de Tribolium castaneum (Coleoptera:

Tenebrionidae) (MCDONOUGH et al.,, 2011). Corroborando com o presente trabalho



69

(mostrando as larvas altas sensibilidade quando exposto O3), ao expor as larvas por mais tempo
(60 e 90 min), os autores relataram resultados de 92 e 100%, respectivamente. Testes
laboratoriais expondo adultos e larvas de Tribolium castaneum com 40 ppm para 6 h foi
suficiente para eliminar 25%, e exposicdo foi necessaria para 24 h para atingir 100% de
mortalidade (HOLMSTRUP et al., 2011).

6.3.2 Comportamento dos insetos ao gas O3 / dorméncia

Importante enfatizar que alguns insetos, incluindo besouros, aproveitam seus processos
fisiologicos de dorméncia quando expostos a condi¢des adversas (ou seja, falta de Oz, incluindo
o O3 nos experimento atual) e seu rapido reestabelecimento quando as adversidades sdo de
curta duragdo (BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2006). Segundo Sousa et. al. (2012), as
menores taxas de respiracdo podem potencialmente levar a uma reducdo da absorcdo de Os.
Apesar disso, as larvas apresentaram atividade imovel. Os insetos vivos e mortos (larvas e
adultos) foram removidos das cAmaras O3 e contados 5 h ap6s os bioensaios.

Sousa et al. (2008) observaram que o O3 reduz a atividade de caminhada do Sitophilus
zeamais ao reduzir as chances de insetos escaparem da exposi¢cdo a fumigacdo nos estagios
iniciais. O A. diaperinus atua como um vetor de fungos toxigénicos em granjas de aves, e esta
reducdo na movimentagdo no interior da granja, seria favoravel ao tratamento com o gas.
Utilizando microscopia eletronica de varredura € possivel observar a presenca de estruturas
reprodutivas de fungos toxigénicos (Aspergillus) aderidos ao exoesqueleto de besouros (Figura
21). O uso de gas ozonio corrobora tanto o controle de besouros quanto o controle de hifas

fungicas (CHRIST; SAVI; SCUSSEL, 2016).
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Figura 21- Micrografia do Alphitobius diaperinus (regido ventral - perna) isolado
de cama de frango e Fungos do género (Aspergillus sp) e suas estruturas reprodutivas
[700X].
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Fonte: SOARES et a., 2018

6.4 CONCLUSAO

O efeito do gas O3 sobre a proliferacdo de besouros A. diaperinus nos estagios estudados
(adultos e larval) mostrou-se eficaz e deve ser mais estudado e aplicado como uma estratégia
limpa de inativagdo e de forma antagonica a aplicagdo de pesticidas na cama de frango.

Nesse contexto, a aplicacdao de gas O3 in situ sobre a cama de frango pode mostrar-se
mais eficiente. Assim, havera reducdo no uso de pesticidas para o controle do A. diaperinus,
principalmente a cipermetrina. Esta estratégia de monitorizagdo produz alimentos sem risco de

residuos e contribui para o bem estar das aves e dos avicultores.
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7 ATIVIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS PRESENTES CASCA OVOS DE
GALINHA (Gallus gallus domesticus) E SUA ACAO SOBRE A CASCA DOS OVOS:
POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Informacdes contidas neste capitulo estio publicadas no artigo:

SOARES, C. E. MAIORKA, A. DAHLKE, F. SCUSSEL, V. Fungi Activity on
Chicken ( Gallus gallus domesticus ) Eggshell and Their Pores Invasion by Scanning Electron

Microscopy. International Journal of Engineering Research and Applications, v. 10, n. 6,
p. 19-27,2020
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RESUMO

A presenga de fungos em ninhos em galinhas criadas no sistema free-range ¢ esperada, pois seu
substrato, fonte de alimento, e condi¢gdes de temperatura e umidade, tornam o ambiente ideal
para o desenvolvimento fingico. A idade das galinhas aumenta o nimero de poros na casca e
as mas condi¢gdes de armazenamento dos ovos, podem influenciar na qualidade e seguranga
alimentar dos ovos. Este estudo relatou a contaminagdo natural por fungos dos géneros
Fusarium e Curvularia e o comportamento de crescimento e atividade através do canal do poro
da casca do ovo investigado através da microscopia eletronica de varredura (MEV). Sendo
registradas ambas as superficies (externa /interna) e ao longo dos poros (camadas cruzando -
cuticula/ camada de cristal vertical / palicada / mamilar / exterior / camada interna)
comprimento (apds 7 dias de incubacdo, a 23,5 ° C e 82% de umidade relativa ambiente). Como
esperado, a contaminago natural e o armazenamento inadequado fornecem condigdes para que
as hifas de fungos atravessem pelos poros da casca do ovo e alcancem a membrana externa da
casca (dentro da casca). A MEV mostrou com detalhes a presenca de fungos e suas estruturas
reprodutivas no exterior e interior do ovo. Os géneros de fungos identificados neste estudo
encontraram locais ideais para desenvolver suas estruturas germinativas € contaminar a regiao

interna, o que possivelmente afeta a qualidade dos ovos.

Palavras-chave: Casca do ovo, Contamina¢do, Ovo , Fungos, Fusarium
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ABSTRACT

The presence of fungi in nests in free-range chickens is expected, as its substrate, food source,
and temperature and humidity conditions make it the ideal environment for fungal development.
The age of the hens increases the number of pores in the shell and the poor storage conditions,
can influence the quality and food safety of the eggs. This study reported the natural
contamination by fungi of the genera (Fusarium/ Curvularia) and the growth and activity
behavior through the pore canal of the eggshell investigated through scanning electron
microscopy (SEM). Being recorded both surfaces (external/internal) and along the pores
(crossing layers - cuticle/vertical crystal layer / palisade / mammillary / outer / inner layer)
length (after 7 days of incubation, at 23.5°C and 82% relative ambient humidity). As expected,
natural contamination and inadequate storage provide conditions for fungal hyphae to pass
through the pores of the eggshell and reach the outer membrane of the shell (inside the shell).
The SEM showed the presence of fungi and their reproductive structures. The fungal genera
identified in this study found ideal sites to develop their reproductive structures and contaminate

the internal region, which affects egg quality.

Keywords: Contamination, Egg, Eggshell, Fungi, Fusarium



74

7.1 INTRODUCAO

O cenario avicola apresenta uma capacidade de produzir alimentos de alta qualidade e
permite que a populagdo acesse a proteina animal a um custo acessivel, e, esta cadeia de
producdo, desempenha um papel econdmico impostissimo em diversos paises (NYS; BAIN;
VAN IMMERSEEL, 2011; SCANES, 2007) .

Com relagdo aos ovos, varios paises produzem bilhdes deles e milhares de galinhas
poedeiras por ano. Junto a este grande volume de producao, ha alguma preocupacao com a
seguranga alimentar quando se trata de contaminag¢do por fungos filamentosos (Fusarium,
Aspergillus , Penicillium sp), devido a sua possivel capacidade de produg¢ao de micotoxinas.
Essas toxinas podem afetar diferentes 6rgaos e também, o sistema nervoso central, embrionario,
causar problemas renais e hepaticos tanto nas aves como em seres humanos (ABPA, 2021;
UEP, 2021; ZAHOOR-UL-HASSAN et al., 2010; ZAIN, 2011).

Como esperado, apos a postura (exposicdo ao meio ambiente), os ovos podem ser
contaminados por diferentes fontes, incluindo solo, poeira e materiais de nidificacdo mal
higienizados (GOODENOUGH; STALLWOOD, 2012). Diversos compostos sanitizantes sao
testados para reduzir a contaminac¢do microbiana, especialmente na d4gua de lavagem. Por outro
lado, muitas vezes esses higienizadores sdo ineficazes no controle de fungos de casca de ovo
(KNAPE et al., 1999).

Esporos de fungos outros contaminantes podem aderir-se na superficie e atingir (através
de poros) a parte comestivel (clara de ovo e gema) e podem levar a riscos para a satide humana
e animal (SULEIMAN; SULEIMAN, 2018). Neste contexto, o trabalho teve como objetivo
avaliar o comportamento de fungos filamentosos por contaminagao natural de ovos de galinha
(Gallus Gallus domesticus) e atividade de invasdo de casca através dos poros utilizados técnicas

de microscopia eletronica de varredura (MEV) para observacao

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Material

Amostras: ovos de galinha (Gallus gallus) - coletados dois dias apds a postura, em ninhos de
madeira forrados com palha, em um criatorio onde as aves (Fazenda Experimental Ressacada-
UFSC) com mais de dois anos de idade, sdo criadas livres, com agua ad libitum e dieta

controlada, formulada com milho e farelo de soja e pastagem.
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Equipamentos: micropipeta de 1ml, Kasvi, (Curitiba, PR, Brasil) pinga e al¢a de inoculagao de
platina, Prolab, (Sao Paulo, SP, Brasil); incubadora bacteriologica, Sterilifer Sx1,3 Dtmc (Sao
Paulo, SP, Brasil); Microscopio eletronico (MEV) (5000x), modelo JSM- 6390LV, Jeol
(Peabody, Mass., USA), maquina de revestimento de ouro modelo EM- SCD 500, Leica

(Leider, IL, USA). Outros: stubs de ago com 9mm de didmentro e 0 mm de altura.

7.2.2 M¢étodos

Incubacao dos ovos: Resumidamente, 12 ovos foram incubados em estufa microbiologica por
7 dias a 23-24°C . As amostras foram observadas diariamente através da porta de vidro para
monitorar o desenvolvimento natural dos fungos.

Preparacdo para microscopia (MEV): Resumidamente, diferentes fragmentos (5-10 mm) de
cascas de ovo (onde cresceram a colonia de fungos). Em seguida, esses fragmentos foram
imediatamente preparados para observagdo em MEV (superficies e cortes transversais) apos
serem fixados em stubs (contendo fita dupla-face de carbono) foram revestidos com ouro (com

uma camada de ouro a 40 nm sob vacuo).

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As colonias de fungos desenvolvem-se sobre a superficie casca do ovo, e, apds o
rompimento da casca, podemos observar a coloragdo escura na membrana interna da casca
(regido interna do ovo), possivelmente causada pelos fungos. Porém, quando analisado em
MEV, ndo foi possivel observar com qualidade visual hifas ou outras estruturas vegetativas dos
fungos na membrana interna da casca.

A rede de fibras entrelacadas na membrana do ovo assemelha-se a hifas fungicas
filamentosas, o que implica em mais estudos para avaliar o comportamento das hifas dentro do
ovo. Provavelmente, trata-se de uma protecdo contra ataques microbianos pelo sistema de
defesa quimica presente nas membranas da casca e do albumen (STADELMAN, WILLIAM J.;
COTTERILL, 2013).

7.3.1 Crescimento de fungos na casca de ovo - superficie externa e interna

A partir das observagdes obtidos na casca do ovo da galinha, foi possivel analisar o

comportamento de crescimento dos fungos através da casca do ovo (tanto em superficies quanto



76

nos poros) por meio da aplicacdo de técnicas de microscopia (MEV). As figuras apresentadas
na pesquisa, mostram micrografias de superficies de casca de ovo (interna e externa) e poros
infectados por suas hifas / micélios e estruturas reprodutivas.

Diferentes géneros de fungos foram capazes de crescer na casca do ovo (Figura 22).
Alguns com intenso desenvolvimento e propagacdo devido as condi¢des de temperatura e
umidade e casca do ovo (DOS SANTOS et al., 2009). Na literatura, fungos dos géneros:
Penicillium, Alternaria, Mucor, Rhizopus sp. foram relatados por Szablewski e Tomczykin com
casca de ovo fresco comercial. Os autores sugeriram que a contaminacao veio das condigdes de

armazenamento em que os ovos foram expostos (SZABLEWSKI; L. TOMCZYK, 2015).

Figura 22- Micrografia da superficie externa da casca do ovo: com diferentes
géneros, colonias e estruturas reprodutivas de fungos [300x].
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Fonte: AUTOR, 2020

A contaminagdo fungica ocorre frequentemente no ninho, devido ao substrato inserido
para acomodar ovos e galinhas (CUMERAS et al., 2016). O tipo de ninho esta frequentemente
relacionado ao crescimento fingico dos ovos, os ovos de nidificagdo em caixas, apresentam
menos contaminag¢ao fingica quando comparado com ovos de ninhos abertos (GODARD et al.,
2007).

A presenca do fungo filamentoso Fusarium sobre a superficie casca do ovo € relevante,
pois aumenta a preocupagdao com a possivel formagao de seus metabolitos nos ovos, tanto na
regido externa quanto interna do ovo. Estudos sugerem que pode haver bioacumulagdo de

micotoxinas de Fusarium beauvericina e enniatinas na gema de ovo (JESTOI et al., 2009).
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Os fungos atravessaram a casca ¢ encontraram as condigdes ideais (conteudo de
umidade: 35-95% e temperatura: 8-25°C) para produzir toxinas. Esses condi¢des podem
promover o desenvolvimento de fungos na casca do ovo e comprometer a qualidade
(TOMCZYK et al., 2018).

O armazenamento de ovos por 40 dias em condi¢des ambientais e imidas, apresentaram
contaminag¢do interna por fungos (colora¢do escura na membrana externa da casca), além da
identificacdo de duas espécies de fungos Cladosporium macrocarpum e Botrytis cinéreal
(CUMERAS et al., 2016).

A Figura 23 mostra o desenvolvimento da colonia, disseminagdo e movimentacao de
fungos filamentosos do género Fusarium ¢ Curvularia sp., onde encontram os poros e alojam-
se. A colonia fingica inicia a invasdo dos poros e o grande niimero de conidios que dificultam
a identificagdo dos géneros. E grande quantidade de hifas de dentro dos poros, indicando um
local ideal para o desenvolvimento do fungo. Podemos observar também a presenca de
conidios, hifas, com o crescimento de suas extremidades (broto), o que provoca um aumento
do didmetro dos poros quando comparado ao poro adjacente.

Figura 23- Presenca de fungos filamentosos e a formagdo de colonias na superficie na
cuticula e poros de cascas de ovo [1000x].
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Estudos destacam a importancia de fungos endofiticos como Curvularia sp como fonte

de metabolitos secundarios bioativos ¢ sua ag¢do antimicrobiana (AVINASH et al., 2015;
KAANICHE et al., 2019). O Fusarium pode produzir micotoxinas e contaminar ovos de mesa

e de incubagao para a producao de pintinhos.
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Geralmente, os alimentos que s3o altamente contaminados com micotoxinas
(zearalenona, tricotecenos, fumonisinas e desoxinivalenol) expdem um sério risco a satude
humana e animal (ASAM; HABLER; RYCHLIK, 2017; MAGAN; OLSEN, 2004). Na Figura
3, € possivel observar o camadas da casca do ovo onde os fungos atingem a membrana interna
da casca, iniciando uma protrusdo, que possivelmente desencadeou o mecanismo de defesa

natural do ovo, presente na membrana interna da casca (MINE; OBERLE; KASSAIFY, 2003).

Figura 24- Micrografia da presenga de fungos filamentosos, sua invasao
através do canal do poro e a formacao de uma protusdo na membrana externa
do interior da casca [500x].
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Fonte: SOARES et al., 2020

CONCLUSAO

Foi possivel registrar e ilustrar a invasao fingica com as hifas atravessando o canal do
poro da casca do ovo e atingir a membrana interna da casca. Outra caracteristica da invasao, ¢
o aumento do didmetro dos poros, o que facilita ainda mais a contaminagdo interna do ovo
dependendo do periodo de exposi¢do aos fungos.

Fungos dos géneros Fusarium e Curvularia encontraram condi¢des ambientais ideais
para seu desenvolvimento. Circunstancias de armazenamento imprdprio de ovos que favorecem
o crescimento de fungos toxigénicos de campo podem levar a contaminagdo do conteudo

interno dos ovos e comprometer sua qualidade e seguranca.
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8 ACIDO PERACETICO: EFEITO NA CUTICULA DA CASCA DO OVO DA
GALINHA E ACAO DESCONTAMINANTE SOBRE OS FUNGOS FILAMENTOSOS

Informacoes contidas neste capitulo estdo publicadas no artigo:

SOARES, C. E. et al. Peracetic acid: Effect on the Chicken Eggshell Cuticle and
Decontaminating Action on Filamentous Fungi. Jokull Journal, v. 71, n. 4, p. 82-96, 2021.
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RESUMO

A pratica de descontaminagdo em ovos ¢ extremamente importante, pois pode haver
contaminag¢do por uma ampla gama de microrganismos. Em sistemas de cria¢ao ao ar livre pode
haver a contaminacdo os ovos. Além disso, as aves estdo expostas aos microrganismos
patogénicos, ¢ a diferentes tipos de fungos, tanto de campo como de armazenagem. Os
principais disseminadores de fungos sdo o substrato utilizado nos ninhos, especialmente quando
¢ utilizado forragens ou residuos de culturas (palha ou maravalha). Sanitizantes quimicos
utilizados na produgdo avicola tém em sua formulacdo, acido peracético (APA) em varias
concentragdes, o que pode eliminar microrganismos patogénicos resistentes a outros tipos de
desinfetantes. Portanto, este trabalho avaliou o uso de solugdes de APA, com quatro
concentragdes diferentes, aplicadas nos ovos, na estrutura da casca de ovo e no controle da
proliferacao de fungos. O uso de solucao de APA em 75, 150 ppm de concentragdo reduziu o
desenvolvimento de esporos de fungos e hifas, com um ligeiro comprometimento da estrutura
da cuticula externa. Por outro lado, a concentracdo de APA 300 ppm, pode induzir a
microfragmentacdo em algumas regides da membrana e comprometer a qualidade do ovo.
Provavelmente a mistura de acido acético produzido, pode interagir com os compostos de casca

de ovo e causar as micro-fragmentagdes observadas nas micrografias.

Palavras-chave: Descontaminagdo, Free-range, Fungos, Ovo, Seguranca alimentar.
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ABSTRACT

The practice of decontamination in eggs is extremely important, as there may be contamination
by a wide range of microorganisms. In outdoor farming systems there may be contamination of
the eggs. In addition, birds are exposed to pathogenic microorganisms, and to different types of
fungi, both field and storage. The main fungal disseminators are the substrate used in nests,
especially when fodder or crop residues (straw or shavings) are used. Chemical sanitizers used
in poultry production have in their formulation peracetic acid (PAA) in various concentrations,
which can eliminate pathogenic microorganisms resistant to other types of disinfectants.
Therefore, this work evaluated the use of APA solutions, with four different concentrations,
applied in eggs, in eggshell structure and in the control of fungal proliferation. The use of PAA
solution in 75, 150 ppm concentration reduced the development of fungal and hyphal spores,
with a slight impairment of the outer cuticle structure. On the other hand, the concentration of
APA 300 ppm, can induce microfragmentation in some regions of the membrane and
compromise the quality of the egg. Probably the mixture of acetic acid produced, can interact

with the shell compounds and cause the microfragmentations observed in micrographs.

Keywords: Decontamination, Egg, Food safety, Free-range, Fungi.
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8.1 INTRODUCAO

O éacido peracético (APA) tem sido usado como um descontaminante em varios
segmentos da produgdo animal para muitas espécies de microrganismos patogénicos. Um
peroxido organico, um liquido incolor com odor caracteristico semelhante ao acido acético, sua
estabilidade, dependendo da concentragdo, proporcionou desinfec¢do efetiva por pelo menos 4
dias sem capacidade de corrosio (GRASTEAU; PATRICK DANIEL; VALERIE
CHESNEAU, 2015; COSTA et al., 2015b).

Um composto biodegradavel, considerado um dos desinfetantes que melhor satisfaz os
requisitos exigidos em ambientes susceptiveis de contaminag¢do. No entanto, o uso de
equipamentos de seguranca individuais proporciona maior seguranca no momento da aplicacao
(SVIDZINSKI; SVIDZINSKI, 2007).

Em estabelecimentos avicolas, compostos como glutaraldeido, amonia quaternaria e
hipoclorito de s6dio sdo amplamente utilizados na higiene, no entanto, sdo potencialmente
prejudiciais ao meio ambiente (GRASTEAU; PATRICK DANIEL; VALERIE CHESNEAU,
2015). A contaminagao por fungos nos ovos ocorre quando hifas passam pelos poros e atingem
a membrana interna da casca. Outra caracteristica da contaminacdo fingica ¢ o aumento do
diametro dos poros, o que facilita ainda mais a contaminagdo interna do ovo, dependendo do
periodo de exposicao a fungos (SOARES et al., 2020).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ usada em varias andlises para entender
a acdo de diferentes tipos de compostos quimicos em diferentes matrizes de alimentos (ABU-
SAIED et al., 2020). Quatro concentracoes de APA foram aplicadas na casca do ovo, em
seguida foram avaliadas: sua agdo sobre a casca do ovo e fungos, ¢ demonstrar potenciais

formas seguras de aplicag¢do do acido, sem interferir na integridade da casca do ovo.

8.2 MATERIAL E METODOS

8.2.1 Material

Amostras: os ovos (n=16) foram coletados em ninhos de madeira, com palha como
substrato, em um sistema livre . As galinhas poedeiras foram criadas com agua e racao ad
libitum (racdo a base de milho, farelo de soja) e acesso livre ao pasto. Galinhas da linhagem
Hy-line Brown com 88 semanas de idade criadas no Laboratorio - Avicultura UFSC, na

Fazenda Experimental.
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Equipamentos: pincas (Prolab, Sdo Paulo, SP, Brasil); incubadora bacteriologica
Sterilifer Sx1,3 (Dtmc, Sao Paulo, SP, Brasil); microscopio eletronico de varredura (SEM)
(5000x), modelo JSM-6390LV (Jeol, Peabody, Mass., EUA); revestimento em ouro SEM-
Scd500 (Leica, Leider, Illinois, EUA); APA hortoxi-150 (15%) (Alloxy, Sao Paulo, SP, Brasil);
medidor de concentracao de APA Teste de Spect-AP3 (50-5000 ppm) (Specol, Sdo Paulo, SP,
Brasil); medidor de pH (Kasvi, Chiang Ang, China); potencidometro (Tecnal, Sao Paulo, SP,
Brasil). Outros materiais: stubs (pequenos blocos de metal, 9 de diametro e 10 mm de altura).

Método Incubagdo Fungica: os ovos foram contaminados artificialmente e
naturalmente com cepas de fungos (Figura 1), sendo entdo armazenados por 7 dias a 25° C no
Laboratdrio de Micotoxicologia ¢ Contaminantes Alimentares.

Preparacgdo para microscopia: os ovos foram preparados para MEV da seguinte forma:
diferentes partes externas das cascas de ovos, porém, na mesma regido, foram obtidas e
imediatamente aderidas a fita de carbono a para MEV.

Aplicacao de acido peracético: aplicacdo de APA com um volume de 100 pl sobre a
casca do ovo (1cm?): auséncia de APA no grupo I - (GC); aplicacdo de trés concentracdes de
APA nos grupos II, III e IV (75, 150 e 300 ppm) e V com o produto comercial com uma
concentragdo de 15% diluida em agua destilada (v/v), respectivamente. A Figura 25 mostra

como o APA foi aplicado a casca de ovo.

Figura 25 - Infografico demonstrando a contaminacdo por fungos e aplicagdo de acido
peracético na casca do ovo
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Fonte: SOARES et al., 2021
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O APA ¢ utilizado hd muito tempo, porém, apresenta algumas limitagdes
(concentragao, meia-vida e presenga de matéria organica) em seu uso. Varios microrganismos
tornam-se resistentes aos desinfetantes utilizados na avicultura, intensificando ainda mais a
quantidade e a concentragdo durante a aplicagdo. A aplicagdo de quatro concentragcdes de APA
na casca do ovo e a avaliacdo da acdo na casca e fungos, por MEV, foram utilizadas para
demonstrar potenciais concentragdes seguras sem interferir na integridade da casca do ovo.

A aplicabilidade de métodos de descontaminagao limpos, seguros e eficazes como a luz
ultravioleta, a luz pulsada e o 0zonio sdo essenciais e promissores na produ¢do de ovos e de
alimentos hoje, onde existe uma grande preocupagdo com a seguranca alimentar (CLIMACO
etal., 2018; LASAGABASTER; ARBOLEYA; DE MARANON, 201 1). No entanto, algumas
preocupagdes sobre a agdo dos fungos sobre os ovos, com embalagens insatisfatorias (alta
umidade e temperatura) sdo condigdes ideais para o desenvolvimento dos fungos e a alteragao
em sua estrutura protetora (cuticula) facilita a penetracao dos fungos (SOARES et al., 2020). E
a microscopia eletronica de varredura pode ser como ferramenta para avaliar a agao de varios
descontaminantes em muitas matrizes alimentares (FEROZE et al., 2020; RUANGWONG et
al., 2021).

8.3.1 Microfissuras e microfragmentos naturais

Nas amostras do Grupo Controle -GC- observamos a forma integral da casca do ovo
sem a acdo de fungos e APA a temperatura ambiente (Figura 26). Na Figura 26, podemos
observar a estrutura da superficie externa da casca (poros e cuticulas). Nestas amostras
coletadas, os poros estdo intactos e outros estdo completamente abertos, sem a prote¢do da
cuticula. A cuticula, por outro lado, tinha microfissuras naturais. SPARKS; BOARD, 1985
mostram por MEV, que a cuticula tem microfissuras naturais em diferentes regioes da superficie
da casca, em nossa pesquisa a quantidade de microfissuras esta possivelmente relacionada com

a idade das galinhas (88 semanas).
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Figura 26- Micrografias em MEV da superficie externa saudaveis (a) sem
danos estruturais (b) da casca do ovo sem microfissuras e poro desprotegido.

(2)MOKV - X300  50pm

Fonte: SOARES et al., 2021

8.3.2 Aclo da contaminacio fungica natural na casca do ovo

Alguns poros estdo sem protecdo da cuticula, expondo o interior do ovo a esses
microrganismos. Na Figura 27 pode-se observar contaminag@o por fungos em deterioragdo na
casca do ovo e seu comportamento de ramifica¢do na superficie sem a aplicacdo de APA. A
busca de novas alternativas para manter a qualidade dos ovos, como cobrir a casca por solugado
com um concentrado proteico de arroz em pé associado a 6leos essenciais, pode influenciar a

qualidade interna dos ovos comerciais, protegendo-os durante o periodo de armazenamento

(PIRES et al., 2020).

Figura 27- Micrografia da superficie externa da casca do ovo:
comportamento dos fungos na casca sem o uso de 4cido peracético e a presenga
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8.3.2.1 75 ppm

A lavagem dos ovos pode ter deteriorado a cobertura da cuticula, resultando em menor
protecdo e maior suscetibilidade a contaminacdo (LIU et al., 2016). No entanto, a sele¢ao
genética pode aumentar a deposicao de cuticula em aves comerciais, reduzindo a transmissao
de microrganismos e também evitando que comprimentos de onda ultravioleta potencialmente
prejudiciais atinjam o embrido (BAIN et al., 2013; LILIANA D’ALBA; et al., 2017).

Diversas microfissuras podem ter sido criadas na superficie da casca do ovo pela
presenga da solugdao de APA (Grupo II- 75 ppm). Nao existem estruturas reprodutivas fungicas
como hifas e conidios para avaliar a acdo desta concentracdo de APA sobre os fungos Figura
28. Porém, podemos inferir que a presenca da solucdo na superficie interfere na qualidade
externa do ovo, gerando microfissuras na cuticula. Ampliando a magnitude das imagens,
observa-se despigmentacdo da cuticula onde ha deterioragdo da cuticula, aumentando ainda

mais a exposi¢ao dos poros aos patdgenos.

Figura 28- Micrografias de MEV das superficies externas da
casca do ovo com a cuticula despigmentada e com microfissuras, apos
a aplicacao do APA (75 ppm) [600x]

5

SUPERFICIE EXTERNA DA CASCA

Fonte: SOARES et al. 2021
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8.3.2.2 150 ppm

As superficies dos ovos (Grupo III-150 ppm) apos 7 dias da aplicacdo de acido
peracético apresentaram pequenas microfissuras idénticas as de casca de ovos saudaveis.
Observamos que na superficie da casca havia uma colonia de fungos desidratados com poucas
estruturas reprodutivas viaveis (Figura 29).

A baixa eficiéncia do APA em fungos nesta concentracdo, permitiu que o
desenvolvimento fosse menos acentuado. Nas figuras 5 as colonias de fungos sdo possui um
crescimento menos acentuado. No entanto, eles encontraram um ambiente ideal para o seu
desenvolvimento e para propagar hifas em toda a superficie da casca de ovo. Algumas cepas de
fungos apresentaram baixa resisténcia as concentragdes intermediarias e superiores de 4cido
peracético, o que mostra a variacdo da sensibilidade entre as espécies (BERNARDI et al.,
2019b).

Figura 29- Micrografia da superficie externa da casca do ovo,
com aplicagdo de APA (150 ppm) em fungos presentes na
casca do ovo e estruturas reprodutivas desidratadas [600x].

; IETEEXTERNA DA CASCA DO

g

Fonte: SOARES et al., 2021

8.3.2.3 300 ppm
A aplicagao de APA (Grupo IV - 300 ppm) aparentemente pode ter alterado a camada

de cuticula em varios pontos da superficie da casca do ovo e também em outras solugdes (75 e
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150 ppm) aplicadas nos testes. Os microfragmentos em algumas regides da cuticula sdo
possivelmente resultado da agdo do acido peracético, visto que esses microfragmentos nao
foram observados em outros resultados do trabalho (Figura 30). Trinta segundos ap0s a postura,
a cuticula apresenta microfissuras e fragmentos, esses danos naturais foram observados em

diferentes momentos ap6s a postura dos ovos (BOARD; FULLER, 1994).

Figura 30 - Micrografia da superficie externa da casca do
ovo com aplicacao de APA (300 ppm) apresenta a
formagdo de microfragmentos da cuticula [600x].

AERNA DA CASCA DO N0

_ §
: P 4 \

k"

Fonte: Autor

8.3.3 Comportamento de colonias fingicas sobre de 300 ppm

Atualmente, alguns produtos com o APA em diferentes concentragdes, sao utilizados
como saneantes para eliminar bactérias patogénicas na superficie de objetos utilizados na
producdo de alimentos (WHITE et al., 2018). O mecanismo de acdo do APA cessa a fungao
quimiosmotica da membrana citoplasmatica da lipoproteina e o transporte através do
deslocamento ou ruptura das paredes celulares (BALDRY, 1988).

Algumas espécies de fungos do género Chaetomium responsaveis pela deterioracao de
alimentos e contamina¢do ambiental, sdo resistentes ao APA porque as paredes celulares sdo

mais espessas (NAKAYAMA et al., 2013).
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Os fungos encontraram um ambiente ideal para o desenvolvimento de suas estruturas
reprodutivas na casca do ovo, porém, o APA, nas concentragdes de 75 ppm e também de 300
ppm, restringe o crescimento das hifas, evitando que se ramifiquem pela casca. A aplicacdo da
solugdo de 4cido peracético a 2%, foi suficiente para esteriliza-la nos ovos € ndo comprometer
a eclodibilidade (HARRISON, 2007).

A acdo sanificante do acido peracético demonstrada por MEV sobre micélios e conidios
mostra que as estruturas reprodutivas dos fungos foram inativadas e colapsadas de forma
compactada, desidratada e com rupturas em seus filamentos Figura 31. Apresentam hifas
andmalas e conidios decompostos pelo uso de APA na cuticula da casca do ovo. Efeito

semelhante com o uso de 150 ppm nas hifas que desidrataram (Figura 29).

Figura 31- Micrografia mostra a agao sanitizante do APA: micélios compactados
e hifas e conidios com rupturas e desidratacao, possivelmente inviaveis [600x].

“SUPERFICIE EXTERNADAC.

Fonte: Autor
8.4 CONCLUSAO

A MEV nos permitiu avaliar com precisdo a agdo descontaminante do APA na casca de
ovo em alguns géneros de fungos testados. Muitos poros expostos e microfissuras sao resultado
da idade avangada das aves de postura. No entanto, as microfissuras ndo parecem ser um local
com condig¢des ideais para o desenvolvimento de fungos.

Baixas concentragcdes da solu¢do APA podem intensificar a formac¢do de novas

microfissuras, criar microfragmentos e comprometer a qualidade do ovo. O uso de APA para
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desinfecc¢do de patdogenos em ovos € promissor. No entanto, ¢ necessario avaliar a concentracao
otima do produto que promova a descontamina¢do fungica sem alterar ou danificar as

caracteristicas da cuticula e da casca dos ovos.
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9 ESTUDO PRELIMINAR UTILIZANDO O GAS OZONIO COMO ACAO
ANTIFUNGICA EM OVOS DE GALINHA DE POSTURA

Informacdes contidas neste capitulo estido publicadas no artigo:

SOARES, Carlos Eduardo da Silva; LEITE, Claudio Eduardo Cartabiano; DAHLKE, Fabiano;
MAIORKA, Alex; MIOTTO, Marilia; VILDES, Scussel;; JULIANO DEDEA, Lindner. Antifungal
Action of Ozone on Chicken Eggshell Cuticles : A Preliminary Study. Ozone: Science & Engineering,
[S. 1.],v.00,n. 00, p. 1-6,2021.
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RESUMO

Neste trabalho de pesquisa, a microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar a estrutura da casca de ovo das galinhas ap6s a exposicdo ao gas ozbénio (O3),
principalmente para obter informacdes sobre a potencial agdo antifungica. O O3 ¢ usado como
um agente oxidante e pode ser aplicado como um desinfetante para controlar microrganismos
e degradar compostos toxicos, como pesticidas e micotoxinas, nas industrias de alimentos. A
acao do O3 na cuticula da casca de ovo e estruturas de fungos filamentosos ainda nao esta bem
estudada. As micrografias de MEV obtidas mostraram que a aplicacdo de O3 durante 120
minutos danificaram as hifas de fungos aderidos a cuticula da casca do ovo, sem comprometer

gravemente a estrutura externa da casca.

Palavras-chave: Casca do ovo, Descontaminagdo, Fungos filamentosos, Ozonio.
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ABSTRACT

In this research, scanning electron microscopy (SEM) was used to evaluate the eggshell
structure of chickens after exposure to Ozone gas (O3), mainly to obtain information about the
potential antifungal action. The O3 is used as an oxidizing agent and can be applied as a
disinfectant to control microorganisms and degrade toxic compounds such as pesticides and
mycotoxins in the food industries. The action of O3 on the eggshell cuticle and filamentous
fungal structures is not yet well studied. The micrographs of SEM obtained showed that the
application of O3 for 120 minutes damaged the hyphae of fungi adhered to the cuticle of the

eggshell, without severely compromising the outer structure of the shell.

Keywords: Decontamination, Eggshell, Filamentous fungi, Ozone.
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9.1 INTRODUCAO

O consumo de ovos esta aumentando porque este alimento € reconhecido como uma boa
fonte de proteina com alto valor nutricional. Cerca de 3 bilhdes de galinhas sdo criadas em todo
o mundo para produzir ovos ndo férteis para consumo humano. No entanto, estratégias de
descontaminagdo precisam ser estudadas porque os ovos sdo um veiculo alimentar para
microrganismos patogénicos humanos (HENCHION et al., 2017; REHAULT-GODBERT;
GUYOT; NYS, 2019).

A contaminagdo primaria ocorre apos a postura devido a contato com superficies sujas
de materiais de nidificagdo, cama de chdo, matéria fecal avidria, manuseio inadequado, e
equipamento de limpeza inadequada, configurando a chamada rota de infec¢ao horizontal. O
material utilizado nos ninhos para acomodar os ovos durante a oviposi¢ao deve proporcionar
seguranga a casca do ovo, pois pequenas microfissuras naturais ou desencadeadas por danos
mecanicos aumentam ainda mais a possibilidade da contamina¢cdo (SOARES et al., 2020).
Sanitizantes usados em aves podem diminuir a contaminagao microbiana, no entanto, muitos
deles deixam residuos téxicos na casca do ovo e podem mudar a qualidade da casca
(CLIMACO, 2017).

Utilizado como ¢ um agente oxidante, o gas 0ozonio (O3) e pode ser aplicado como um
descontaminante para eliminar microrganismos e degradar compostos toxicos, como pesticidas
€ micotoxinas, na industria alimentar (CHRIST; SAVI; SCUSSEL, 2017).

Diferentes estudos foram conduzidos sobre a eficacia do O3, no entanto, poucos estudos
avaliaram a acdo do O3 na cuticula da casca do ovo e estruturas de fungos filamentosos, que
podem se desenvolver e contaminar ovos durante o armazenamento. Neste trabalho, a
microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a estrutura da casca de
ovo das galinhas ap6s a exposi¢ao ao O3, principalmente para obter informagdes sobre a

potencial acao antifingica.

9.2 MATERIAL E METODOS

9.2.1 Amostras e equipamento

Os ovos foram coletados de ninhos de madeira, com palha, em um sistema de criagao
ao ar livre. As galinhas poedeiras foram criadas no sistema free-range, com agua e racao ad

libitum (milho e soja a base de ragdo) e acesso livre ao pasto.
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Foram utilizadas galinhas da linhagem Hy-Line Brown com 88 semanas de idade do
Laboratdrio de Avicultura da Universidade Federal de Santa Catarina. O gerador de géas O3
utilizado foi o modelo OP-35-5 L (Interozone, Jundiai, SP, Brasil) acoplado a um compressor
de ar modelo TE-58 (Tecnal, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 1).

Para a microscopia (5000x), um microscopio eletronico de varredura (SEM) modelo
JSM- 6390LV (Jeol Ltd., Peabody, MA, EUA) e uma maquina para revestimento das amostras
em ouro EM SCD500 (Leica, Leider, IL, EUA) foram usados.

9.2.2 Ensaios utilizando ozonio

Seis ovos foram coletados de cinco ninhos diferentes na primeira postura da manha. Os
ovos (cinco para cada lote de tratamento) foram tratados com O3 (em duplicata). Os ovos foram
depositados na camara de vidro (Figura 1) e receberam 60 ppm de O3 por 120 e 300 min (
Controle ndo receberam tratamento de O3).

Os ovos foram contaminados naturalmente por fungos e expostos ao ambiente do
laboratorio de micologia a 25°C e 78% de umidade relativa durante uma semana. Para o
tratamento do 0zonio, o gas 0zonio foi gerado em o gerador de O3 (Figura 32) e bombeado para
a camara de vidro por um compressor, equipado com um filtro para evitar a presenca de
humidade, a um caudal continuo de 3 L.min"'. Fragmentos de casca (5 a 10 mm) foram

coletados da regido equatorial dos ovos tratados.

Figura 32- Esquema de equipamentos utilizados no tratamento de ovos com ozonio.

+ entrada de gas 0zonio 0;
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Fonte: SOARES et al., 2021

Apos a aplicagdo do Os, os ovos foram mantidos na camara por 60 min para esgotar o

O3 residual aplicado. Posteriormente, para o MEV, os fragmentos da casca foram fixados em
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stubs (contendo fita de carbono de dupla face) e revestidos com uma camada dourada de 40 nm

sob vacuo.

9.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ovos controle, observou-se na cuticula, microfissuras produzidas naturalmente ou
por algum contato durante a coleta dos ovos (Figura 33). As caracteristicas externas da casca
de ovo em frangos com 60 semanas de idade, também foram investigadas por EL-MAATY et

al., (2021) utilizando MEV e mostraram presenca de microfissuras semelhantes.

Figura 33- Imagem de (MEV) da superficies externas (cuticulas) da casca do ovo
(sem tratamento com 0z6nio - controle) com presenca de microfissuras naturais [300x].

10KV H300 Slypm . . LCME-UFSC
Fonte: SOARES et al., 2021

A degradagdo de residuos de agrotdxicos presentes nas cascas dos ovos € outra
alternativa para a utiliza¢do do ozdnio, considerando essas aplicagdes, estudos que avaliem os
possiveis danos que o O3 pode causar nas cascas dos ovos devem ser abordados.

No presente estudo, a aplicacdo de ozdénio por 120 min, degradaram as colonias de
fungos aderidas a cuticula da casca do ovo (Figura 34 a,b), produziram microfissuras como as
observadas nos ovos Controle (Figura 33) e ndo danificaram a cuticula excessivamente. O
tratamento com O3z pareceu ser responsavel pela formagdo de novas microfissuras e
desmembraram as hifas fingicas (Figura 34a). A imagen obtida na Figura 34b mostra o poro

da casca do ovo intacto e sem invasao das hifas fungicas, mesmo proéximos as microfissuras.
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Figura 34- Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das superficies externas
(cuticula) da casca do ovo apds 120 min de exposi¢do ao ozonio. (a) presenga de microfissuras e
ruptura de hifas (b) microfissuras e poro [700x].
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Fonte: Autor

A Figura 35 mostra estruturas danificadas de fungos e grande formagdo de microfissuras
em comparagao ao tratamento com O3z de 120 min. A extensdo das microfissuras presentes nas
cascas de ovos tratadas com O3 estd relacionada ao grau de exposi¢cdo. Na Figura 35, as
microfissuras expuseram o poro da casca do ovo, e as hifas com didmetros maiores foram
destruidas apos 300 minutos de aplicacdo de Os.

A auséncia de microfragmentos apds 300 minutos de exposicdo ao Os, o isenta de
desencadear este tipo de dano a cuticula e inferir que sitios especificos de casca de ovo sdo
propicios a formagdo deste tipo de dano. S3o necessarios mais estudos, incluindo diferentes
concentragdes de O3 e tempo de tratamento, para melhor compreender a manutengdo da

integridade da casca.



Figura 35- Micrografia da superficie externa (cuticulas) da 78

casca do ovo ap6s 300 min de exposicao ao ozonio. Presenca de
colonias de fungos rompidas e microfissuras em uma grande
extensao da cuticula (com exposi¢ao do poro).
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Fonte: Autor

A deterioragdo das estruturas da casca do ovo ¢ frequentemente relacionada a saude das
galinhas, especialmente quando infectados por microrganismos patogénicos. De acordo com a
idade das galinhas, a casca do ovo perde sua integridade e qualidade principalmente em mas
condigdes de armazenamento (FEBERWEE; DE WIT; LANDMAN, 2009; WANG et al.,
2016).

A composicao da cuticula, espessura e grau de cobertura sdo altamente dependentes da
idade das galinhas e do frescor dos ovos. Os fungos podem invadir os ovos através do canal dos
poros e se desenvolver nos microfragmentos desencadeados por algum processo de higiene
(Soares et al. 2020). A cuticula desempenha um papel vital na preven¢ao de microrganismos de
entrar na casca do ovo e mantendo os consumidores seguros (RODRIGUEZ-NAVARRO et al.,
2013;SAMIULLAH; ROBERTS, 2014).

9.4 CONCLUSAO
Neste trabalho, o efeito do O3 na casca do ovo ndo causou danos severos a cuticula que

comprometessem sua agdo protetora. A acdo do O3 nas hifas demonstrou ser eficaz em

estruturas de fungos deteriorantes. As concentragdes e o tempo utilizados nesta pesquisa
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requerem mais investigacdo para determinar um tratamento ideal para a descontaminacgao
fingica de ovos de galinha.

As micrografias de SEM demonstraram ser uma ferramenta eficaz para observar a
estrutura das cascas de ovos, preocupando-se com a contaminagdo fungica e os danos. O

potencial para O3 para higienizar cascas de ovos ¢ promissor.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresentou informagdes inéditas do comportamento fiingico sobre
besouros e larvas mortas, isoladas da cama de frango. A partir da microscopia estereoscopica e
eletronica de varredura, podemos observar com todos os detalhes, a degradagdao da cama de
frango de acordo com cada etapa de criagdo, a presenga de fungos filamentosos na cama de
frango, o exoesqueleto dos insetos e acaros e os sitios anatdmicos com carga fungica elevada,
a infestagdo fungica nos corpos dos insetos, e a estrutura da casca dos ovos de galinha e a a¢ao
dos fungos sobre seu exterior e interior da casca.

Como esperado, a contaminacao por fungos filamentosos estava presente em todas
etapas de criagdo da aves. Espécies como Aspergillus sp, Penicillium sp foram isoladas na cama.
Contudo, o do género Trichoderma esteve presente em todas as amostras coletadas desde o
inicio do alojamento dos pintinhos. Atualmente, estd espécie tem sido estudada para avaliar sua
aplicabilidade no controle de pragas em lavouras.

Quanto aos insetos e acaros, havia uma intensa infestacdo de acaros do gé€nero
Trichouropoda sp. em todas as amostras de cama de frango coletadas. Foram isolados o besouro
Alphitobius diaperinus em todas as amostras, porém, com baixa infesta¢do nos estagios adultos
e larval. Os exoesqueletos de besouros mortos acumulados nas granjas, fornecem substrato ideal
para o desenvolvimento fungico e corrobora com a disseminagdo de conidios pelo aviario.
Diante destas observagdes, foi mostrado o efeito nocivo do gas ozonio sobre estes insetos,
principalmente em seu estagio larval.

Durante a armazenagem de ovos para o consumo, hd uma preocupagdo com umidade
acumulada na superficie da casca. Alguns géneros fungicos como o Fusarium e Curvularia,
foram isolados na superficie de amostras de ovos coletados em ninhos forrados com maravalha.
Podemos observar o comportamento de infestagdo do fungos atravessando o canal do poro da
casca e alcancando o interior do ovo em apenas 7 dias. Neste contexto, foram testados a
aplicabilidade dois métodos brandos de descontaminagdo (dcido peracético e gds o0zonio),
selecionados por ndo deixarem residuos toxicos. Ambos foram eficazes como tratamento
antifingico, interrompendo o desenvolvimento fingico sobre a superficie da casca do ovo. No
entanto, sd0 necessdrias novas pesquisas que investiguem uma concentragdo e tempo de

exposicao ideal para que nao ocorra danos sobre a casca do ovo, principalmente a cuticula.
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Estudos futuros serdo necessarios para avaliar a agao do gas 0zonio e acido peracético
na cama de frango, frente aos contaminantes toxicos aplicados sistematicamente nas granjas e
também a contamina¢ao natural de insetos e acaros responsaveis por prejuizos econdmicos para
a industria avicola.

O uso da transformacgao digital para prevenir e detectar a presenga de microrganismos
patogénicos e gases toxicos com sensores ¢ de extrema importancia, pois a avicultura ocupa
um lugar importante no agronegdcio brasileiro ¢ mundial. Além disso, criar ferramentas como
plataformas roboticas para a aplicagdo de sanitizantes nas granjas, eximindo o produtor do

contato direto com agroquimicos tdxicos.
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Stereo and scanning electron microscopy
characteristics of poultry breeding beetle
(alphitobius diaperinus) — a filamentous toxigenic
fungi carrier
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ABSTRACT

Thizs study isolated Alphitobius diaperinus [five and dead] insects from shed's aviary bed to investigate their fungi spores distribution
[that affects chicken health and meat produetion] and their accumulation sites |dorsal & ventral] characteristics by different microscopies

[steren and seanning electron). Despite five beetles being the main fungi spore camiers, the dead ones had far more spores attached on
their body exoskeleton thereby being a focus of infection. That was due to the anatomical sites favoring spores trapping effect, together
with beetles’ different moisture content. Regarding the spores distribution and 5o the hyphae prezence & myeelia concentration on dead
A w digperinus, they were mainly detected at the (a) elytra, elytral suture and pronotum |on the dorsaf side). Despite that, the highest
spores/mycelia concentration was at the mouthparts, prosternum and legs (fermur & tarsus] (on the ventral side]. Indeed the beetle's ventral
anatomical microscopic structures |(mouthparts & legs) sheltered the highest fungi spores concentration and colonies proliferation. Thus
dead beetle colonies growth lead to spore multiplication, their dissemination throughout the aviary bed environment and so their contact
to chicken feet and body, leading to discomfort and dizseazes development/mycotoxicosiz. The filamentous fung1 viere most detected
from the Aspergius and Penicilium genera. Therefore dead beetles should be removed from aviary |at each 45 breeding cycle] to reduce
contamination. They represent rich substrates for fungi development with possibility of toxin formation, apart from the chicken diseases
exposure due to their insects eating habits.

Key-words: aviary bed, fungi, mycotoxing, poultry, vectors
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Use of Ozone Gas as a Green Control Alternative to Beetles
Alphitobius diaperinus (Panzer)Infestation in Aviary Bed
Utilized in the Poultry Industry
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The control of poultry farming beetles (Alphifobius diaperinus Panzer — Coleoptera, Tenebrionidae) infastation
around the world is based exclusively on Pyrethroid Group (cypermethrin) insecticide application (during the
45 days of poultry breeding). Some studies report beetles population’s resistance, reinforcing the need of
alternative methods for beetles control. Ozone (O3) gas is considered a GRAS (generally recognized as safe)
gas. The aim of this study was to determine the efficacy of O3 gas treatment to eliminate beetles A. diaperinus
development both, at adult and larvae stages. The insects were treated with three Os concentrations
(30/40/60ppm) and exposure times (48, 36 and 24 h). All treatments were effective against its larvae stage.
However, the most efficient (100%) treatment for adult beetles elimination was at 40 ppm, during 36 h of
exposure.There is a need for future research on O application in order to reduce the peslicides
application/exposure, especially from the Pyrethroid Group, wildly spread for pest control in the poultry
environments (roofs, floor, screens andfor curtains.
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Acaros (Trichouropoda sp.) como Vetores
de Fungos e Sua Presenca em Racoes
Armazenadas em Galpdes Avicolas

135 Carlos Eduardo da S. Soares’; Milena O. Dutra’;
Barbara C. F. Ferrao'; Bruna A. da Silva’, Joyce P.
Marques’; Cristina L. Rintzel; Vanessa Simao’; Vildes
M. Scussel.

RESUMO

Varios organismos vivos (roedores, insetos, acaros, fungos, bactérias) exploram
os gréos armazenados como fonte de alimentacdo e utilizam locais de armazenagem
como esconderijo. Os acaros podem ser encontrados nestes produtos e ambientes de
armazenagem, além utilizarem/serem atraidos pela matéria organica em decomposicao,
na presenca das aves e seus ninhos. Causam danos qualitativos e quantitativos em
commodities e sdo considerados problemas quando ha intensa infestag@o. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a presenca de acaros e sua conexdo com fungos que infestam
ambientes de armazenagem de ragdo em galp&es avicolas. Apds captura e isolamento
foi possivel atraves de analises por microscopia eletrénica de varredura a identificacéo
da presenca de Trichouropoda sp. como vetor de fungos, principalmente quando estao
ja mortos (substrato para esporos). Os fungos encontram em seus sitios anatémicos
locais ideais para o desenvolvimento de suas estruturas reprodutivas viabilizando seu
desenvolvimento e deterioragdo (e toxinas) nas racgdes.

Palavras-chave: Acaros, Graos, Fungos, Microscopia
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SESSION |
IMPACT OF MYCOTOXINS IN ANIMAL PERFORMANCE

Contamination of poultry litter by toxigenic fungi and
its relation with mycotic pododermatitis

Carlos Eduardo Soares®, Barbara Cristina Ferrdo Ferreir, Milena de Oliveira Dutra, Clarissa Maia Aquino, Vanessa
Simao, Vildes Maria Scussel

Laboratory of Mycotoxicology and Feod Contaminants, Food Science and Technology Department, Center of Agriculture Sciences,
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, SC, Brazil

Contamination by living organisms in poultry litter may occur throughout the breeding stages of poultry.
The presence of mycotoxins in poultry feed or poultry litter can affect poultry health and the safety of meat
products. Pododermatitis is an injury to the plantar surface of the feet of poultry caused by nutritional
factors and inadequate handling of poultry litter. The present work identified genera of filamentous fungi
that produce mycotoxins, present in the poultry litter and its relation with tegument tissue of the chickens
feet. As expected, the physical-chemical characteristics of the poultry litter as pH, moisture (mc) and water
activity (a_) ranged from 6.3 to 8.7, 9.7 to 40.6% and 0.74 to 0.98, respectively. These conditions are ideal
for the proliferation of fungi toxigenic to produced mycotoxins. Through scanning electron microscopy, it
was possible to identify fungi of the genus Trichoderma, Aspergillus, Fusarium and Penicillium that were
present in all stages of breeding. Most isolated fungi can produce mycotoxins (aflatoxins, fumonisins/
deoxinivalenol /zearalenone and ochratoxin A, respectively). Tissue fungal infections (meat) can lead to
possible contamination by fungal toxins, since the feet of the poultry are in direct contact with the aviary
bed. This dermal contact with mycotoxins compromises the quality of the poultry foot that is currently a
product of export to several countries and also the health of poultry.

Keywords: Aspergillus. Fungi. Mycotoxins. Poultry litter. Trichoderma.
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Living Organisms And Biodegration Changes Of
Poultry Litter During Breeding And Their Relation
To Chicken Health And Poultry Products Safety

Soares CE, Dahlke F, Maiorka A, Moecke EHS, Dutra MO, Scussel VM

Abstract— Contamination and biodegradation changes of
poultry litter that may occur during the breeding stages of
poultry and may affect chicken health and meat product safety
have been studied. The living organisms most isolated period
were insects (mainly Alphitobius sp. and Liposcelis sp.), mites
(Acarus sp. and Dermanyssus sp.) and fungi (Trichoderma sp.,
Aspergillus sp., Fusarium sp. and Penicillium sp.). The poultry
litter bhiodegradation that occurred throughout the breeding
period, lead to (a) an increase on its pH (6.3 to 8.7) and humidity
( me: 9.7 to 40.6%; - aw: 0.74 to 0.98); (b) change on the texture
characteristics, color and reduction on particles size (regular to
as small as<10 mm i.e., 34 to 88% of total). In scanning electron
microscopy, were registered as cell wall disintegration and
tissue fungi infections. Changes detected, can lead to reduction
of animals speed and possible Tungi toxins contamination.

Index Terms— chicken, fungi, insects, meat, pine shavings,
poultry litter, residue

Chicken feed residues (ground com) and animal wastes
(faeces with urea) together with high humidity (especially
near the drinkers & feeders) make Poultry litter an optimal
environment for living organisms growth, which interferes to
poultry development, health and well-being (Nadia et al,,
2015). In addition, the internal environment conditions, when
reaching also high relative humidity / rainy days and
temperature, are optimal for fungi (both deteriorating and
toxigenic). Apart from foreigner matters presence and
environment favorable conditions, the Poultry litter matter
itsell(ie., the cellulosic material utilized), becomes attractive
to several deteriorating living organisms attack, that is
responsible for its biodegradation (Cavalcante. 1982; Nadia
etal 2005).

The insects that infest Poultry litters reported in the
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ABSTRACT

Eggshell exposure to both, field and storage toxigenic fungi, 15 of concern due to their possible metabolites
transmission nto the inner egg. The presence of fungi contamination in the nests environment, 15 expected due
to its substrate, optimal temperature and humidity. In addition, the age of hens and eggshell increasing pore
numbers together with egg storage conditions may influence their quality and safety. Diverse genera of fungi
spores can get attached to the eggshell surface apart from the nest, also due to residual moisture coming from
the natural moisture, This study reported the natural contamination by fungi of genera Fusarinm and Curvularia
(growth behavior) and activity through the eggshell pore canal investigated through scanning electron
microscopy (SEM) being registered both surfaces (outer / inner) and along the pores (layers crossing —cuticle/
vertical crystal layer / palisade / mammillary / outer / inner layer) length (after 7 days incubation, at 23.5°C and
82% environment relative hunudity). As expected, natural contamination and improper storage provide
conditions for fungi hyphae to pass through the eggshell pores and reach the outer shell membrane (inside the
shell). SEM showed the presence of fungi from a thick mycelia with the reproductive structures. The genera of
fungi dentified 1n this study found in the pores, ideal places to develop theirr reproductive structures and
contaminate the internal region, which affects the quality of epgs.

Key words: Contamination, Chicken, Curvularia, Eggshell, Fungi, Fusarium, Microscopy, Pores.
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Chapter 4 m)
Pyrethroid and Residues in Chickens L

and Poultry Litter

Carlos Eduardo Carlos da Silva Soares (0, Vildes Maria Vildes Scussel, and
Fabiano Fabiano Dahlke

Abstract Poultry litter has been utilized to accommodate the birds, providing
comfort, depriving the animals of direct contact with excretions and with the floor,
also to avoid temperature varation inside the poultry house. However, it provides
shelter, hiding place and food for some insects and mites, especially ectoparasites,
the principal pests present in the poultry house, and the main reason for pesticide
applications. The most widely used pesticides and repellents worldwide to control
the proliferation of arthropods in litter and poultry facilities belong to the pyrethroid,
cypermethrin, deltamethrin and phthalates such as dimethyl phthalate, respectively.
Their application is part of the routine of several poultry farmers from chick housing
to the final stage of the poultry production. Depending on the infestation, the
application procedure may be carried out more than once during the poultry pro-
duction cycle both in broiler and in commercial laying hens. Remediation strategies
related to the environment, food and human exposure to these pesticides are devel-
oped in research. That also includes utilization of altenative/green decontamination
methods for controlling pests with ozone gasicold plasma/nanoparticles which can
increase food safety, replacing pesticide use in poultry litter and avoid whole poulry
environment exposure to those toxic compounds.

Keywords Alphitobius diaperinus - Arthropods - Cypermethrin - Dimethyl
phthalate - Ozone - Pesticide - Poultry litter - Pyrethroids - Residue
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Decontaminating Action on Filamentous Fungi

Soares, C.E.8."", Cartabiano-Leite, C.E.%, Ferreira, W.X': Maiorka, A*; Dahlke, F.%,
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University of Santa Catarina, Florianopolis, SC, Brazil.
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*Comesponding author:

Abstract

Decontamination methods of egg change according to the different countries. However,
this practice is extremly important, because there may be contamination by a wide range
of micoorganisms. In free-range raising systems, in addition to being exposed to the
pathogenic microorganisms, hens may be also exposed to a different kinds of fungy, both
field and storage species, contaminating the eggs. The main fungi disseminators is the
substrate used in nests, especially when forage or crop residues (straw or shavings) are
used. Chemical sanitizers used in poultry production have in their formulation, peracetic
acid (PAA) in several concentrations, which can eliminate pathogenic microorganisms
resistant to other types of disinfectants. Therefore, this work evaluated the use of PAA
solutions, with four different concentrations, applied on the eggs, on the eggshell
estructure and on the control of fungy proliferation. The use os PAA solution in 75, 150
ppm centration reduced the development of fungi spores and hyphae, with a slight
compromising of the external cuticle structure, On the other hand, PAA 300 ppm
concentration can induce micro fragmentation in some regions of the membrane and
compromise the egg quality, The mechanism of PAA sanitization occus from oxidation
reactions of the product resulting in acetic acid, hvdrogen peroxide and water. Probably
the amout of acetic acid produced may interact with the eggshell compounds and cause
the microfragmentations observed in the micrographs. Thus, further studies are necessary
to establish an ideal concentration of PAA as antifungal agent to egg, preventing
contamination by mycotoxins and without any kind of damage in eggshell structure.

Key words: Decontamination, Egg, Food safety, Free-range, Fungi, Microorganism.
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Antifungal Action of Ozone on Chicken Eggshell Cuticles: A Preliminary Study

Carlos Eduardo Da Silva Soares(#?, Claudio Eduardo Cartabiano Leite(®°, Fabiano Dahlke ()<, Alex Maiorka (99,
Marilia Miotto (57, Vildes Scussel (72, and Juliano De Dea Lindner(>?

3Laboratory Of Mycotoxicology And Food Contaminants, Food Science And Technology Department (CAL, Federal University of Santa Catarina
(UFSC), Florianopolis, SC, 88034-000, Brazil; ®Food Science and Technology Department (CAL), Laboratory Of Cereals Technology, UFSC,
Florianopolis, SC, 88034-000, Brazil; Department Of Animal Science, Laboratory Of Poultry Science, UFSC, SC, 88034-000, Brazil; “Department
of Veterinary Medicine and Zootechnics, Federal University Of Parand, Curitiba, PR, 80060-000, Brazil

ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Ozone gas (Os) is used as an oxidizing agent and can be applied as a sanitizer to control micro- Received 15 April 2021
organisms and degrade toxic compounds, such as pesticides and mycotoxins, in food industries. ~ Accepted 4 August 2021

Some studies investigated the use of O; as an agent to reduce pathogenic bacteria such as KEYWORDS
Salmonella enteritidis. The action of O3 on the eggshell cuticle and structures of filamentous fungi Fungi; food safety;

is still not yet well studied. In this work, scanning electron microscopy (SEM) was used to assess the disinfectant; hens; chicken
hens’ eggshell structure after the exposition to Os, mainly to obtain information about the potential egg

antifungal action. The SEM micrographs obtained shown that the application of O3 during 120 min

damaged fungi hyphae adhered to the eggshell cuticle without severely compromising the external

structure of the eggshell. Further studies are necessary to establish an ideal O; treatment for the

fungal decontamination of chicken eggs.
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