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RESUMO

RIBEIRO, Jéssika Mara Martins. Influéncia da radiacdo gama sobre a micobiota natural
de racdo avicola e seu efeito sobre a morfologia, fisiologia e genética de cepas de
referéncia de Aspergillus spp. 2008. 81p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias,
Sanidade Animal). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2008.

Irradiagdo ¢ um processo fisico eficazmente utilizado na preservagdo de alimentos. Este
estudo teve como objetivo investigar os efeitos da exposicdo a radiacdo gama sobre a
micobiota natural de ragdes avicolas e cepas de Aspergillus spp. Amostras de fuba, farelo de
soja e racdo foram coletadas diretamente da linha de producdo de uma granja avicola, no
municipio de Avelar, RJ e, submetidas as doses de 0; 3,5; 8 e 15 kGy de radiagdo gama.
Foram realizados: contagem, isolamento e identificagdo da micobiota contaminante antes e
apos a irradiag¢do. A radiossensibilidade de cepas de referéncia do género Aspergillus spp. foi
estudada em meio CYA e em milho, com doses de 0 a 8 kGy. Foi comparada a morfologia de
cepas controle e irradiadas por macroscopia, microscopia Optica € microscopia eletronica de
transmissdo. Estudou-se o perfil toxigeno e realizou-se uma avaliagdo genética pela técnica de
polimorfismo de ADN amplificado ao acaso. Observou-se redugdo na contagem com o
aumento da dose, tendo sido verificada a eliminagcdo da micobiota com 8 kGy. Constatou-se
também uma maior radiossensibilidade de leveduras, em relacdo aos fungos filamentosos.
Ocorreu efeito do tempo de armazenamento, sendo que as contagens apds 45 dias foram
inferiores as encontradas aos 7 dias apds a irradiagdo. A dose 3,5 kGy proporcionou
significativa redu¢do da contagem flngica, a nivel abaixo do limite estipulado para a garantia
da qualidade higiénica de ingredientes e racdo avicola. No entanto, ha uma micobiota
residual, formada principalmente pelos géneros: Cladosporium spp., Curvularia spp.,
Fusarium spp. e Aspergillus spp., esses ultimos apos serem repicados, apresentaram apenas o
desenvolvimento de micélio estéril, o que nao permitiu a identificagdo da espécie. Diferengas
em radiossensibilidade foram observadas entre as cepas de referéncia de Aspergillus
avaliadas, sendo A. parasiticus o mais radiorresistente em ambos os substratos avaliados:
meio CYA e milho. Observou-se menor conidiogénese e aumento de estruturas de resisténcia,
como os esclerocios. As alteracdes morfologicas foram mais intensas no isolamento inicial
apos irradiacdo sendo que, gradualmente, os isolados irradiados voltaram a apresentar
crescimento semelhante ao padrdo nos repiques sucessivos. Alteracdes ultraestruturais nas
cepas irradiadas foram observadas principalmente em nivel de membrana plasmatica e de
organelas, em especial nicleo e mitocondrias. Essas cepas tiveram aumentada sua produgdo
de toxinas. Por outro lado, ndo foram observadas alteragdes significativas no genotipo, ao
menos com os trés marcadores utilizados. Esses relatos reforgam a hipotese de que situagdes
de estresse induzem uma maior producdo de toxina pelos fungos. A irradiagdo produz um
estresse, afetando metabolicamente o fungo. Contudo, ao serem fornecidos nutrientes e
condi¢des adequadas de crescimento, essa alteragdo fisioldgica é superada. Esses achados
sugerem que cepas sobreviventes a irradiacdo podem voltar a se desenvolver, deteriorando o
substrato, desde que sejam fornecidas condi¢des favoraveis ao para seu crescimento.

Palavras-chave: Radiossensibilidade, RAPD, altera¢des ultraestruturais.



ABSTRACT

RIBEIRO, Jéssika Mara Martins. Influence of gamma irradiation on natural mycoflora of
poultry feed and effect on morphology, fisiology and genetic of strains Aspergillus spp.
2008. 81p. Tesis (Doctor Science in Veterinary Science, Animal Health). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Irradiation is a physical process efficiently used in the conservation of foods. The purpose of
this study was to investigate the effects of irradiation on the natural mycoflora of poultry
feeds and on strains of Aspergillus spp. Maize flour samples, soy crumb and feed were
collected directly from the production line of a poultry farm in Avelar, RJ, and exposed to
doses of 0, 3.5, 8 and 15 kGy of gamma radiation. Counting, isolation and identification of
the contaminant mycoflora were performed before and after irradiation. The radiosensitivity
of strains of reference of Aspergillus spp. was determined in CYA medium and in corn for
doses ranging from 0 to 8 kGy. Comparisons between the morphologies of control and
irradiated strains were performed by using macroscopy, optical microscopy and transmission
electron microscopy. Toxigenic profile determination and genetic evaluation by RAPD were
also carried out. Higher doses have been found to reduce the number of active colonies,
causing elimination of the mycoflora at 8 kGy. A larger radiosensitivity of yeasts was
observed in comparison with filamentous fungi. A significant reduction in fungi population
occurred at 3.5 kGy to levels below the limit that ensures the hygienic quality of ingredients
and poultry feeds. The residual mycoflora was found to decrease with post-irradiation time
and included mostly Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium spp. and Aspergillus spp.
and sterility of mycelium prevented further identification of the surviving species of
Aspergillus spp. Differences in radioresistance were found among species of Aspergillus and
the highest tolerance to radiation was observed for A. parasiticus. Initial morphologic changes
were found to be more severe during the first isolation after irradiation than in later ones, with
the fungi gradually recovering their normal growth rate. Ultrastructural changes in the
irradiated strains were observed mostly in the plasmatic membrane and membranous
organelles of nuclei and mitochondria. An increase in the rate of production of toxins by the
irradiated strains has been found, however no significant alterations have been observed in
their genotypes. Such findings apparently indicate that irradiation stress affected the
metabolic response of the fungi, leading to a larger production of toxins. In addition, when
appropriate conditions of feeding and growth were restored, the physiologic damages were
gradually repaired. Therefore, under such circumstances, irradiated strains may resume
growing, thus further deteriorating the substratum.

Key words: Radiosensitivity, RAPD, ultrastructural changes.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva da avicultura brasileira modernizou-se devido a necessidade de
reducdo de custos e aumento de produtividade. Considerada uma das mais organizadas do
mundo, tem contribuido de forma significativa para a economia do pais. O Brasil ¢ o terceiro
maior produtor e lider mundial nas exportacdes de carne de frango (IBGE, 2006). Este fato foi
alcangado em fung¢do de sua estrutura e condi¢do sanitaria competitivas. A avicultura é uma
atividade dindmica, porém dependente do agronegocio de graos, especialmente milho e soja,
por serem a base da dieta das aves, as quais se alimentam exclusivamente de ragao.

O cultivo de graos apresenta todo um ecossistema proprio, onde pode ser observada
uma rica micobiota. Durante o desenvolvimento das plantas, pode-se encontrar espécies
fitopatogenas, endofiticas ou ndo, com destaque para fungos dos géneros Fusarium spp. e
Alternaria spp. Apos a colheita, com o processo de secagem e armazenamento, produz-se
uma intensa mudanga nos fatores ecologicos, a qual tem repercucdo sobre a micobiota que
provém do campo. Dessa forma, passam a predominar fungos como Aspergillus spp. e
Penicillium spp., os quais se desenvolvem em alimentos com atividade de agua mais baixa ¢
sd0 mais competitivos em sistemas de armazenamento.

Os fungos sdo heterotroficos, se utilizam de enzimas extracelulares que degradam o
alimento para que possam nutrir-se por absor¢do. Hé a utilizacdo de reservas de carboidratos,
proteinas e lipidios, com conseqiiente reducdo do valor nutricional e da digestibilidade do
grao, motivo de grande preocupacdo na fabricagdo de ragdes. Ademais, os fungos podem
ocasionar danos a saude dos animais através de processos infecciosos, porém, de maior
importancia estdo os casos de intoxicagdo, chamados de micotoxicose, que podem se
apresentar de forma aguda, subaguda ou, mais comumente, cronica. Dentre os géneros
fungicos isolados com maior freqiiéncia, a partir de ragdes avicolas, destacam-se Aspergillus
spp., Penicillium spp. e Fusarium spp., considerados os principais produtores de micotoxinas.

A produgdo de graos no Brasil apresenta deficiéncias nos processos de colheita e pos-
colheita. Durante o periodo de safra, observa-se caréncia na rede de armazenamento, que
implica na permanéncia de graos no campo, fora dos silos, sujeitos as intempéries ambientais.
Em relacdo ao transporte, em sua maioria ¢ realizado através de precaria malha rodovidria. Os
graos sao sujeitos a periodos prolongados sob condi¢des de alta temperatura, aumento de
umidade, fatores determinantes para a perda de qualidade, seja pelo crescimento fingico
como também pela produgdo de micotoxinas. O Brasil, com seu clima tropical, é propicio a
freqlientes contaminagdes por micotoxinas. Essa situagdo € preocupante para o agronegocio,
além de se tratar de uma questdo de satide publica, pois as micotoxinas sdo metabolitos
secundarios fungicos que apresentam varios graus de toxidez, tanto para os animais
domésticos, quanto para o homem.

Com o intuito de assegurar a qualidade de um alimento, vérios sdo os métodos
utilizados pela industria. A secagem e adicdo de conservantes previnem ou inibem o
crescimento de microrganismos. Por outro lado, existem processos que os eliminam, como
ocorre com a pasteurizaco, a esterilizagdo comercial e a irradiacao.

Medidas de controle da microbiota em ragao t€ém sido baseadas principalmente nos
tratamentos térmicos, como a peletizacdo, além da vigilancia da qualidade das matérias-
primas. Por outro lado, existe o interesse no uso de irradiagdao para impedir o crescimento de
microrganismos em diferentes matérias-primas vegetais e ragdes animais. Inicialmente,
pensou-se no controle de Salmonella sp. na produ¢do avicola, por serem, tanto a carne de
frango como o ovo, os alimentos mais incriminados em toxinfeccdes causadas por essa
bactéria em humanos. Porém, seu uso também tem sido proposto como um processo



apropriado para eliminar fungos. Ao controlar a contaminacao fungica, pretende-se também
reduzir a ocorréncia de micotoxinas.

O processo de irradiacdo mais versatil ¢ o que aplica a radiagdo ionizante. As fontes de
radiagdo ionizante mais freqiientemente empregadas no tratamento de alimentos sdo: o
isotopo radioativo Cobalto-60, emissor de radiacdo gama, e os feixes de elétrons.

Controlar o desenvolvimento de fungos nos alimentos significa fornecer aos animais
melhor condi¢do nutricional e seguranga sanitdria, as quais s3o fundamentais para a
viabilidade economica da criacdo. Vale lembrar que preservar a satide animal € crucial para
garantir o fornecimento de alimento indcuo a satide humana.

Estudos sobre a exposi¢do de diferentes substratos vegetais a radiacdo ionizante vém
sendo desenvolvidos. Trabalhos relatam significativa redu¢do na microbiota de ra¢des para
animais de laboratorio, em doses que ndo comprometem o valor nutricional nem digestivo do
alimento. Em ragodes avicolas, varias doses de radiagdo ja foram avaliadas quanto a redugdo de
patdgenos bacterianos. No entanto, ¢ escassa a informa¢do quanto aos efeitos da radiacao
gama sobre a micobiota natural de racdo avicola e, sdo necessarios mais estudos sobre os
efeitos deste tratamento fisico sobre fungos toxigenos do género Aspergillus spp.

1.1 HipOteses
A exposicdo de ingredientes e ra¢do avicola a radiacdo gama pode reduzir
significativamente a contaminagdo por fungos.

O processo fisico de irradiacdo pode alterar a morfologia, fisiologia e genética de
fungos toxigenos do género Aspergillus spp.

1.2 Objetivos Gerais

v' Avaliar a influéncia da radiagdo gama sobre a micobiota natural de ingredientes e ragdo
avicola.

v' Estudar as possiveis alteragdes morfologicas, fisioldgicas e genéticas em cepas de
referéncia do género Aspergillus induzidas por radiagdo gama.

1.3 Objetivos Especificos

v' Isolar e quantificar a micobiota contaminante de ingredientes e ragdo avicola.

v" Identificar em nivel de espécie, os isolados pertencentes aos géneros: Aspergillus spp.,
Penicillium spp. e Fusarium spp.

v' Avaliar os efeitos de doses de radiagdo gama sobre a micobiota natural de ingredientes e

ragdo avicola.

Estudar a radiossensibilidade de cepas fungicas de referéncia do género Aspergillus spp.

Avaliar a alteragdo morfologica em cepas de referéncia irradiadas, por macroscopia ¢

microscopia optica.

v Estudar a ultraestrutura de cepas controle ¢ irradiadas por microscopia eletrénica de
transmissao.

v' Analisar o efeito da radiagdo gama sobre a capacidade toxigena de cepas fingicas de
referéncia do género Aspergillus.

v' Estudar o perfil molecular pela técnica de polimorfismo de ADN amplificado ao acaso de
cepas controle e irradiadas.

v" Observar o efeito da irradiag¢do sobre a aflatoxina B; em solug@o.

AN



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micobiota e Micotoxinas em Ingredientes e Racdes Avicolas

Fungos e insetos sdo responsaveis pela maioria dos danos em ingredientes de ragdes
durante a estocagem. Tal informagdo ¢ divulgada desde meados do século XX, como
ressaltado por Weeb et al. (1959). A ocorréncia de fungos e suas micotoxinas em graos e
racdes sdo influenciadas por fatores ambientais, em especial a umidade do substrato e a
temperatura ambiente, como também, sofre interferéncia dos métodos de processamento.
Outro fator a considerar é a composicao do alimento, pois alguns grios sdo substratos mais
aptos que outros para o crescimento de determinados fungos (SANTURIO, 2000).

2.1.1 Principais ingredientes: milho e soja

O milho (Zea mays L.) ¢ um cereal com grande contribui¢do na alimentacdo animal,
devido principalmente as suas caracteristicas nutricionais. Trata-se de uma excelente fonte
energética, em funcdo do alto teor de amido, lipidios; tem também proteinas e vitaminas
(PATERNIANI, 1978). Os nimeros sobre a producdo de milho no Brasil evidenciam a
importincia desse produto e seus derivados na economia nacional. A produgdo brasileira de
milho na safra 2006/2007 foi de 51,07 milhdes de toneladas (CONAB, set./2007)'. Em safras
anteriores, foi constatado que em torno de 65% da produgdo sdo destinados ao consumo
animal, seja in natura, ou como ragao animal (SALAY; MERCADANTE, 2002).

A cultura do milho ¢ muito vulneravel as pragas e doencas, que provocam danos na
plantacdo, nos grdos recém-colhidos ¢ também nos graos armazenados. O processo de
infeccdo pelos fungos nos graos pode ocorrer ainda no campo, durante a fase de maturacao, e
prosseguir nas etapas seguintes, quando da colheita, secagem, armazenamento, transporte ¢
processamento (LAZZARI, 1997). A presenca de insetos deve ser considerada, por serem
responsaveis por danos fisicos aos graos e, conseqlientemente, por facilitarem a penetracao
fungica (D’MELLO; MACDONALD, 1997). Nos graos infectados por fungos, para que
ocorra a producdo de micotoxinas, é necessario que estejam presentes cepas toxigenas, pois
dentro de uma mesma espécie, existem microorganismos produtores e ndo produtores de
micotoxinas (SMITH; MOSS, 1985).

As propriedades nutritivas do milho o elegeram como constituinte principal de ragdo
animal com cerca de 60% da sua composi¢do. Nao obstante, este fator torna-o também alvo
vulneravel a deterioragdo por fungos toxigenos. Como exemplos tém o Fusarium
verticillioides, espécie predominante na fitopatologia do milho e produtora de fumonisina,
ainda no campo (FIGUEIRA et al., 2003) e Aspergillus flavus, produtor de aflatoxinas
(KAWASHIMA; VALENTE SOARES, 2006), predominante no armazenamento,
principalmente em climas tropicais (PITT; HOCKING, 1997).

Dilkin et al. (2000), ao avaliarem milho recém-colhido em Santa Maria, RS,
encontraram uma contaminagao por Fusarium sp. (57,1%) seguida de Aspergillus sp. (23,6%)
e Penicillium sp. (14,3%). Rodriguez-Amaya (2001) também obteve os géneros Aspergillus e
Fusarium como os fungos toxigenos mais freqiientes em milho, com destaque para as
espécies A. flavus, A. parasiticus e F. verticillioides. Mesmo graos de milho aparentemente
sadios podem apresentar contaminagdo por fungos toxigenos, Farias et al. (2000) isolaram
169 cepas de Aspergillus a partir de milho no Estado do Parana, das quais A. flavus foi
prevalente (64%), seguido por Eurotium amstelodami (19%), E. chevalieri (10%) e A.

! http://www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/boletim12_safra.pdf, acesso em: 04-10-2007.




parasiticus (7%). A avaliagdo do perfil toxigeno permitiu constatar que 91 % dos isolados de
A. flavus eram produtores de aflatoxinas do grupo B ¢ todos os 11 isolados de A. parasiticus
foram capazes de produzir simultaneamente AFB;, AFB,, AFG, ¢ AFG,.

A soja (Glycine max L.) ¢ uma oleaginosa muito utilizada em rag¢des animais, na forma
de farelo, e corresponde ao aporte protéico a racdo. Gongales et al. (2001) avaliaram 12
amostras de farelo e quatro de graos de soja, destas em apenas uma do farelo foi detectada a
presencga de aflatoxinas, na concentracao de 23,2 ppb. Pontes Netto et al. (2002) encontraram
trés amostras contaminadas com aflatoxinas € uma com ocratoxina, de um total de 21
amostras de soja analisadas.

2.1.2 Rac0es avicolas

A micobiota e a contamina¢do de ragdes avicolas por micotoxinas vém sendo
estudadas no Brasil. Aflatoxinas foram detectadas em 56,9% e ocratoxina A (OTA) em 100 %
das amostras de matérias-primas e ragdes avicolas coletadas em fabricas do Estado do Rio de
Janeiro, no periodo de um ano. Os niveis variaram de 1 a 32 pg kg™ para aflatoxinas e de 1,2
a 77 ng kg para OTA (RIBEIRO et al., 2000). Niveis altos de contagem fingica foram
observados por Rosa et al. (2006) ao avaliarem matérias-primas e ra¢des avicolas procedentes
do mesmo Estado, onde a maioria das amostras excedeu o limite para qualidade higiénica, que
¢de 1 x 10* ufc g' (GMP, 2005). Rosa et al. (2006) encontraram o género Aspergillus como o
mais freqiiente, sendo A. flavus a espécie prevalente. Em outro estudo, Penicillium foi
encontrado como o mais prevalente seguido por Aspergillus e A. flavus foi isolado a partir de
25 % das amostras analisadas. Ademais, 64,5 % das amostras continham niveis de AFB; que
variaram de 1,2 a 17,5 pg kg (OLIVEIRA et al., 2006). Fraga et al. (2007) verificaram uma
contaminagio fungica na ragdo de 4 x 10° a 3,2 x 10* ufc g”'. No entanto, 100 % das amostras
de ragdo estavam contaminadas com OTA (98 + 22 pg kg™) e aflatoxinas (65 + 19 png kg™).

Ragdes avicolas sdo freqiientemente contaminadas por micotoxinas, por esta razao as
aves estdo sujeitas a ocorréncia de micotoxicoses (DALCERO et al., 1997). As micotoxinas
sdo compostos organicos de baixo peso molecular e ndo possuem imunogenicidade (DILKIN,
2002). Desta forma representam um perigo potencial a satide dos animais, pois ndo induzem
reacdo do sistema de defesa e provocam diversos efeitos toxicos. As aflatoxinas t€ém grande
importancia na avicultura e, dentre elas a aflatoxina B, (AFB);) ¢ a mais freqiiente e mais
toxica, sendo conhecida como o mais potente hepatocarcindégeno de origem bioldgica para os
animais (SMITH; MOSS, 1985).

A deterioracdo flngica traz perigos potenciais ocultos, as micotoxinas, aliados as
perdas na qualidade sanitaria e valor nutricional, estendendo o prejuizo econdmico no
percurso de toda cadeia alimentar. Salienta-se a importancia de micotoxinas em barreiras
sanitarias imprescindiveis na comercializagdo de produtos agropecuarios no mundo
globalizado (FIGUEIRA et al., 2003).

2.2 Os Fungos

Os fungos sao microrganismos ubiquos, presentes em diferentes climas. No entanto,
sua maior biodiversidade ocorre em climas tropicais, onde se deve ter maior cuidado com a
contaminagdo e o crescimento de espécies toxigenas nos produtos agricolas, devido ao maior
risco de producao de micotoxinas (ALMEIDA et al, 2000).

Os fungos toxigenos podem ser divididos, a principio, em trés grupos: 1) os que
produzem micotoxinas no campo, como Fusarium spp, geralmente resultante a uma infecgao;
2) os que prevalecem apos a colheita, durante o armazenamento, tais como: Aspergillus spp e
Penicillium spp.; ¢ 3) os que causam infecgdes no campo ¢ durante 0 armazenamento, COmo
Alternaria spp. e Aspergillus spp. (ELLNER, 2000).



2.2.1 Atividade de agua e o crescimento fangico

A 4gua existente nos alimentos nem sempre encontra-se disponivel para o fungo, pois
alguns substratos a retém fortemente, dificultando sua absor¢do. A 4dgua disponivel no
substrato pode ser medida, sendo denominada atividade de agua (A,) (SCUSSEL, 1998;
MALLOZZI; CORREA, 1998). A A, ¢ a relacio entre a pressdo de vapor da d4gua no alimento
e a pressdo de vapor da agua pura. Microrganismos requerem um ambiente aquoso no qual
efetuem mudancas nos solutos que acompanhem os seus processos de crescimento e
reproducdo. Um microrganismo que nao tenha contato com um sistema aquoso de razoavel
extensio ¢é efetivamente isolado de seu ambiente natural (SIMAO, 1985). Todo
microrganismo, incluindo os fungos toxigenos, possuem uma atividade de dgua e temperatura
maxima, 6tima e minima para o crescimento, sendo estes valores normalmente diferentes para
produgdo de suas toxinas (PITT; HOCKING, 1997).

2.2.2 O género Aspergillus spp.

Aspergillus é um género de fungos anamérficos, que se reproduzem pela produgao de
fialoconidios, conidios sobre fidlides (KLICH, 2002). Possuem grande versatilidade
metabolica e habilidade para dispersar seus conidios no ambiente. Podem se manter em
desenvolvimento sob condi¢des adversas, tais como baixas umidade e atividade de agua
(DIONELLO et al., 2000). Possui espécies encontradas como contaminantes em todos os
lugares da Terra. Predominam especialmente em areas mais quentes € sd0 mais comuns nos
tropicos (PITT; HOCKING, 1997; SANSON; PITT, 2000).

Patogenas para o homem e animais, algumas espécies sdo também indutoras de
alergias. O género ¢ considerado a maior causa de degradagcdo de produtos agricolas, tanto
antes, como apods a colheita. Além da deteriora do alimento, preocupa a variedade de
micotoxinas que podem ser produzidas. Configura como o toxigeno mais comum afetando a
cadeia alimentar, podendo contaminar varios produtos, como milho, amendoim, nozes, sorgo,
soja e outras oleaginosas (KLICH, 2002). O A. flavus é de particular importancia devido ao
seu impacto sobre a agropecudria e saide humana (DURAN et al., 2007).

O A. flavus Link de acordo com Klich ¢ Pitt (1988), pertence ao subgénero
Circundatti, secio Flavi. E de distribui¢io mundial, predominando em 4areas tropicais e
subtropicais, sendo aparentemente mais comum em solos cultivados do que em nao
cultivados. Esta espécie ¢ capaz de colonizar vegetais em decomposicdo, graos, sementes €
muitos outros substratos, incluindo alimentos e ragdes animais (PITT; HOCKING, 1997;
ROSA, 2002). Tem sido descrito ainda como patégeno para insetos e animais e, cerca de 50%
dos isolados mostram-se aflatoxigenos (DOMSCH et al., 1980; CHRISTENSEN, 1981; PITT;
HOCKING, 1997).

O A. flavus apresenta variagdes no crescimento quando ha alteragdo nas temperaturas
de incubagao, isto ¢, crescimento minimo ao redor de 10-12° C, maximo entre 43-48 °C e
otimo perto de 33 °C (DOMSCH et al.,, 1980). As variacdes de A, que permitem o
crescimento de A. flavus tém sido avaliadas desde baixas como 0,78 a 33 °C a moderadas
como 0,84 a 25 °C (PITT; HOCKING, 1997). Pitt e Micamble (1995) estabeleceram A,
minimas em fungdo da temperatura para o crescimento de A. flavus da ordem de 0,82 a 25°C,
0,81 a 30°C e de 0,80 a 37°C.

A. parasiticus também pertence ao subgénero Circundati, secdo Flavi (KLICH; PITT,
1988). Juntamente com A. flavus e A. nomius, configuram como os principais produtores das
aflatoxinas (SAMAPUNDO et al, 2007).

A temperatura Otima para producdo de aflatoxinas esta entre 25 e 30°C (PITT;
HOCKING, 1997). Utilizando a incubacao de 30°C, Montani et al. (1988) verificaram que a



melhor A, para a producao de aflatoxinas em milho foi 0,90, quando comparada a 0,87 ¢ 0,97
no mesmo substrato.

A. ochraceus Wilhelm, pertence ao subgénero Circundati, se¢do Circundati e ¢
freqlientemente isolado de solos cultivados, de vegetais e de sua rizosfera, de grdos
armazenados e de uma ampla variedade de alimentos e ra¢des animais (DOMSCH et al.,
1980; PITT; HOCKING, 1997; ROSA, 2002). Seu crescimento ocorre entre 8 ¢ 37°C, sendo
otimo a 24-31°C. A A, minima para o crescimento ¢ 0,77 a 25°C, sendo 6timo a 0,95-0,99
(PITT; HOCKING, 1997). Possui isolados capazes de produzir ocratoxinas, das quais a
ocratoxina A ¢ de maior importancia na producao animal.

O A. niger Tieghem var. niger, pertence ao subgénero Circundati, se¢io Nigri e ¢é
considerada uma espécie ubiqua, comumente isolada do solo, plantas, sementes, frutas secas e
nozes (DOMSCH et al., 1980; PITT; HOCKING, 1997). E também um dos fungos mais
freqiientemente isolados a partir de alimentos e ragcdes animais (ROSA, 2002). A temperatura
minima de crescimento varia de 6-8°C, a maxima de 45-47°C com um 6timo a 35-37°C. E
considerado um fungo xerofilico, sendo descrita a germinagdo em A, de 0,77 a 35°C (PITT;
HOCKING, 1997). Abarca et al. (2001) relatam a ocorréncia de cepas ocratoxigenas numa
incidéncia que varia de 1,7 a 18,5% dos isolados de A. niger.

A. carbonarius pertence ao subgénero Circundati, secdo Nigri. Tem sido mostrado que
esta espécie ¢ importante fonte de contaminagdo por OTA em produtos como vinho, sucos,
uvas passas e café (ABARCA et al., 2004), e também tem sido isolado de ingredientes e
racdes (ROSA, 2002). E capaz de crescer e produzir OTA em uma grande faixa de A, e tanto
em altas, como em baixas temperaturas (ESTEBAN et al., 2006).

2.3 Micotoxinas na Producédo Animal

2.3.1 Micotoxinas: definicao e hipdteses

Micotoxinas sdo produtos do metabolismo secundario, indicando que sua producao
ndo € necessaria para a sobrevivéncia dos fungos (KLICH, 2002). Porém, existe um grande
debate entre pesquisadores sobre a natureza desse metabolismo e seu papel na biologia dos
organismos produtores. Acredita-se que possam favorecer o processo invasivo e atuar no
processo patologico, por causarem alteragdes bioquimicas, metabolicas e funcionais no
organismo humano e animal (FAO, 1990). Muitos desses compostos também podem ser
toxicos para microrganismos (antibioticos) e plantas (fitotoxinas) (VINING, 1992).

O metabolismo secundario ocorre otimamente apos a fase de crescimento balanceado,
podendo estar associado a mudangas morfogenéticas, tais como a esporulacio (SMITH;
MOSS, 1985).

A producdo de micotoxinas ndo esta restringida a apenas um grupo de espécies
fingicas, os fungos produtores podem pertencer a varias classes e ordens dentro do reino.
Assim, encontramos fungos toxigenos dentro das classes Oomycetes, Zygomycetes,
Deuteromycetes, Ascomycetes e Basidiomycetes (SMITH; MOSS, 1985; ALEXOPOLUS et
al., 1996). No entanto, as principais micotoxinas tem sido reconhecidas como produtos
metabolicos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Destes, destaca-se o primeiro
em climas tropicais (PITT, 2000).

2.3.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo bisfuranocumarinas derivadas de um decacetideo, pela via
biossintética dos policetideos, na qual a unidade C2 ¢ perdida durante a formagao dos anéis
bisfuranos (SMITH; MOSS, 1985). As aflatoxinas contém um nticleo cumarinico acoplado a
um bisfurano e estes a uma pentanona (AFB| e AFB») ou a uma lactona (AFG| e AFG»)



(HUSSEIN; BRASEL, 2001) (Figura 1). As aflatoxinas B; e G| foram primeiramente
descritas por Nesbitt et al. (1962) e Hartley et al. (1963), sendo as By e Gy compostos
dihidro derivados de B e G, respectivamente, descritas por Asao et al. em 1963 e 1965.
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Figura 1- Estrutura quimica das principais aflatoxinas. Fonte: Diaz ¢ Boermans, 1994.

Os efeitos toxicos das aflatoxinas sdo dependentes da dose e do tempo de exposicao,
determinando, assim, intoxicagdes agudas e crdonicas. A sindrome téxica aguda ocorre pela
ingestdo de alimento com alta concentra¢do de aflatoxina, sendo os efeitos observados em
curto espago de tempo. Caracteriza-se principalmente pela rapida deterioragdo do estado geral
do animal, perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e morte (OSWEILER,
1990).

Na aflatoxicose cronica, o sinal clinico mais evidente ¢ a diminuicdo da taxa de
crescimento dos animais jovens (LEESON et al., 1995). Ocorre através da ingestao de
alimentos contaminados com baixos niveis de aflatoxinas por um longo periodo de tempo,
podendo a exposi¢ao ao contaminante ser continua ou intermitente. Esta patologia ¢ de dificil
diagnostico, apesar de constituir a principal forma de intoxicacdo em condi¢des naturais, o
que ocasiona perdas econdmicas consideraveis as criacdes animais (PIER, 1992).

A absor¢do das aflatoxinas ocorre no trato gastrointestinal do animal, e a sua
biotransformacao ocorre primariamente no figado, por enzimas microssomiais do sistema de
fungdes oxidases mistas, associadas ao citocromo P-450 (BIEHL; BUCK, 1987). A AFB, ¢
considerada uma das substancias mais toxicas para o figado, sendo este o principal orgao
atingido (OSWEILER, 1990).

Os mecanismos de toxidez aguda das aflatoxinas estdo ligados aos adutos formados
pela ligacdo entre o ADN e proteinas a AFB;-epoxido, o que provoca a diminui¢do da sintese
de ARN e inibe 0 ARNm. Isto leva a um bloqueio da sintese de proteina, com inibi¢ao da
mitose e posterior morte celular. A inibi¢do da sintese protéica no figado e a diminui¢do das
proteinas plasmaticas durante a aflatoxicose, sdo amplamente descritas na literatura (TUNG et
al., 1975; KUBENA et al., 1991; QUEZADA et al., 2000). A interferéncia na sintese de
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proteina ¢ considerada como responsavel direta pela imunodeficiéncia, mé digestdo devida a
sintese inadequada de enzimas, coagulopatias causadas pela diminui¢cdo da produgdo de
fatores especificos e, alteracdes a nivel de certas membranas como resultado de defeitos na
sintese de proteinas estruturais (WYATT, 1987).

As aflatoxinas formam o grupo de micotoxinas mais investigado (OLIVEIRA et al.,
2006) e de maior importincia econdmica no mundo (KLICH, 2002). Em funcdo das
alteracdes supracitadas, os efeitos mais notados na producao sdo: a diminui¢do da velocidade
de crescimento; da eficiéncia alimentar e producdo de ovos; a imunossupressdo, que ¢
percebida pela ocorréncia de falhas vacinais e aumento da susceptibilidade as doencas
infecciosas e parasitarias; e ainda a hepatocarcinogénese (CRUZ, 1996).

Considerando a toxidez das aflatoxinas, recomenda-se o controle do nivel da
contaminagio por AFB; em ragdo. No caso das aves, esse limite é de 20 pg kg™, sendo que
para animais jovens o limite é ainda mais rigoroso, ou seja, de 10 pg kg™ (GMP, 2005). Na
legislagdo brasileira, o nivel maximo de tolerancia ¢ de 50 pg kg’ de aflatoxinas, sendo
valido para qualquer matéria-prima a ser utilizada diretamente ou como ingrediente para
racdes destinadas ao consumo animal (BRASIL, 1988).

2.3.3 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) ¢ a mais toxica do grupo das ocratoxinas descobertas e tem
como principal caracteristica a nefrotoxidez. Sua ocorréncia em climas temperados esta
associada ao fungo Penicillium verrucosum, enquanto que em climas tropicais ¢ produzida,
principalmente, por espécies de Aspergillus, tais como: A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius
(ROSA, 2002).

A OTA (Figura 2) ¢ um pentacetideo de formula C,0H ;sCINOg, que consiste em uma
dihidroisocumarina ligada através de uma carboxila a um grupo B-fenilalanina (GROENE et
al., 1996). A OTA ¢ uma potente nefrotoxina, que tem o figado como alvo secundario. Esta
correlacionada com a Nefropatia Micotoxica Suina, Aviaria e ainda possivelmente, com a
Nefropatia Endémica dos Balcas, caracterizada por progressiva reducdo das fungdes renais,
freqlientemente ¢ fatal. Dentre os animais de producdo, os suinos sdo os mais atingidos,
seguidos pelas aves (SCUSSEL, 1998). Segundo Crepy et al. (1995), os principais
mecanismos de acdo seriam: a inibicdo da sintese protéica e as modificacdes das vias
oxidativas devidas a producao de radicais livres.

A contaminacdo por OTA ¢ geralmente um problema de armazenamento inadequado,
sendo sintetizada a uma temperatura média de 12 a 37° C por fungos do género Aspergillus
spp. e entre 0 e 31° C por fungos do género Penicillium spp. (ROSA, 2002).

OH

Figura 2. Estrutura da Ocratoxina A (OTA). Fonte: Groene et al., 1996.



Ademais da intoxicacdo pela rota alimentar, pelo fato dos conidios de fungos
produtores poderem conter quantidades elevadas de OTA, a inalacdo desses conidios pelos
animais pode ser uma via adicional a oral como rota de intoxicacdo (GILBERT; FREMY,
1995).

2.4 Implicacdes das Micotoxinas para a Saude Humana

A exposi¢do humana as micotoxinas pode ocorrer pela ingestio de graos
contaminados (micotoxicose primdaria) ou através do consumo de produtos originarios de
animais expostos as toxinas (micotoxicose secundaria) (SHARMA, 1998).

As micotoxicoses em geral tém carater cronico e resultam da exposi¢do a doses baixas
por longos periodos, podendo induzir o desenvolvimento de cancer (PITTET, 1998). Em
relagdo a esse risco, as micotoxinas sdo consideradas as mais perigosas (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo comparativa do risco agudo e cronico de diversos contaminantes
alimentares.

Agudo Cronico
Elevado
Microbioldgicos Micotoxinas
Ficotoxinas Contaminantes antropogénicos
Algumas fitotoxinas Algumas fitotoxinas
Micotoxinas Dietas desequilibradas

Contaminantes antropogénicos Ficotoxinas

Aditivos alimentares Microbiolégicos
Residuos de pesticidas Aditivos alimentares
Baixo

Fonte: Kuiper-Goodman (1998).

Recomenda-se que os produtos a base de milho sejam objetos de estudos de prevencao
da ocorréncia de aflatoxinas, como também, alvos de inspecao pelos orgdos de vigilancia
sanitaria (KAWASHIMA; VALENTE SOARES, 2006). Ao avaliar derivados de milho
comercializados na cidade de Recife, PE, essas mesmas autoras encontraram aflatoxinas em
apenas 3,7% das amostras. Entretanto, em 1,48% dessas, a concentracdo foi superior ao limite
imposto pela legislacdo brasileira, que ¢ de 20 ug kg™ para o somatdrio das aflatoxinas By, By,
Gy, G2 (BRASIL, RDC n" 274, 2002).

Amaral et al. (2006) também encontraram uma baixa ocorréncia de aflatoxinas em
produtos alimenticios a base de milho (8,61% das amostras, com concentragdo de 3,3 a 23,9
ng kg™), comercializados em Maring4 e Martalva, PR. No entanto, baseados na concentra¢io
média encontrada para AFB,; em fuba (1,08 pg kg) e no consumo per capita desse derivado
pela populagdo brasileira, os autores ressaltam a preocupacdo com a Ingestao Didria Média de
AFB, calculada em 0,14 ng kg™ p.c./dia no Brasil, variando de 0,21 ng kg™ p.c./dia para
familias de menor renda a 0,04 ng kg™’ p.c./dia para aquelas com a maior renda. A Ingestio
Diaria Toleravel de AFB; é de 0,15 ng kg™ p.c./dia, de acordo com Kuiper-Goodman (1998).
A AFB; ¢ classificada como carcindgeno humano classe 1 pela Agéncia Internacional de
Investigacdo Sobre o Cancer (IARC) (BINDER, 2007).
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A intensificagdo da produgdo animal, como ocorrido com a avicultura, suinocultura e
bovinocultura de leite, aumenta os ricos de micotoxicose, pois quanto mais intensiva a
producdo, maior ¢ o fornecimento de concentrados a base de cereais. Disso resulta a
preocupacdo do consumo humano de residuos de micotoxinas em produtos carneos, ovos e
leite. Produtos de origem animal podem apresentar teores residuais de aflatoxinas, ativadas
metabolicamente através do sistema misto oxidase (MFO) hepatico do animal que as ingeriu,
tais como o aflatoxicol (AFL), a aflatoxina M; (AFM,), além da propria aflatoxina B, (AFB;)
(SMITH; MOSS, 1985; Council For Agriculture Science And Technology, 2003).

Em relagdo a OTA, foi constatado que 50 % ou mais de sua ingestdo nos paises
participantes da Unido Européia provém de cereais, que apresentam niveis de contaminagdo
entre 0,2 ¢ 1,6 pg kg’ (BATTAGLIA et al., 1996). Van Egmond (2000) também considera a
ingestao de produtos vegetais contaminados a principal via de exposi¢cdo humana (> 90 %). A
OTA ja foi detectada em soro sangiiineo de homens e mulheres (ZIMMERLI; DICK, 1995,
UENO et al., 1998) e em leite humano (MIRAGLIA et al., 1998). No entanto, a relativa
estabilidade molecular da OTA lhe permite passar através da cadeia alimentar, ou seja, 0s
produtos carneos que contém a toxina sdo oriundos de animais alimentados com racao
contaminada (MOSS, 1998).

Em animais monogéstricos, residuos tém sido detectados em vérios tecidos, havendo
uma alta correlagdo entre nivel de OTA na racdo e nivel de residuo nos rins, figado, musculo e
tecido adiposo. No sangue, a OTA encontra-se livre ou ligada a albumina. Esta ligacdo ¢
particularmente forte em suinos e humanos. Parece que a concentragdo no sangue € mais alta
que em qualquer outro tecido (KROGH, 1992). Em aves de corte, a OTA tem sido detectada
em carcacas de frangos e galinhas que apresentam nefropatias. Os niveis encontrados em ovos
sdo baixos (WHO, 1992).

Segundo a TARC, a OTA ¢ classificada como pertencente a categoria 2b, isto ¢, um
possivel carcindgeno para o homem com evidéncias para animais (LEGARDA;
BURDASPAL, 1998). Baseada na sua carcinogenicidade, a Organizagdo Mundial de Saude
(WHO) propos um limite maximo de OTA de 5 ng g'1 (ppb) em cereais (ABARCA et al.,
2001).

2.5 Processos Empregados no Controle do Crescimento Fungico e Contaminagdo por
Micotoxinas

O estabelecimento de limites regulatdrios para micotoxinas varia entre os paises, em
funcao do nivel de exposi¢do, fatores politicos, sociais e econdmicos. Devido a globalizacao,
com conseqiiente aumento das exportagdes de alimentos, fez-se necessario estabelecer limites
nacionais e internacionais.

A severidade da contaminagdo dos produtos agricolas por fungos pode variar
anualmente. Em geral, ¢ influenciada por fatores que provoquem um estresse nas plantas
assim como, variagdes nas praticas de colheitas, uso de biocidas, infestacdo por insetos e
danos por aves e roedores. O excesso de umidade nos campos e durante o armazenamento,
secagem ¢ temperaturas extremas também sdo fatores predisponentes (ZAPATA, 2000).
Mesmo quando o microrganismo dispde de todos os requerimentos nutricionais, seu
crescimento ¢ a biossintese de micotoxinas sdo afetados por parametros ambientais, dos quais
0s mais importantes sdo a temperatura e a atividade de agua. Estes pardmetros interatuam e,
quando da ocorréncia de valores desfavoraveis de um destes, ¢ reduzida a faixa de variagao
para o outro, dentro do qual o fungo pode crescer e produzir toxinas. Em geral, as faixas de
atividade de agua e temperatura que permitem a biossintese de micotoxinas sao mais estreitas
que aquelas que possibilitam o crescimento fingico (CUERO et al., 1987; FRISVAD;
THRANE, 1996).
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Baseado na literatura disponivel, pode-se dizer que o melhor método para controlar a
contaminacdo de micotoxinas em alimentos ¢ prevenir o crescimento de fungos.
(SANTURIO, 2000).

O manejo do risco associado a contaminagdo por fungos e micotoxinas deve envolver
um sistema integrado (Figura 3). As estratégias para minimizar a contamina¢do devem
considerar as fases de pré-colheita, colheita e pds-colheita. No periodo pré-colheita, um dos
métodos para reduzir a infec¢do fingica ¢ a elei¢do de variedades resistentes ou menos
susceptiveis associada a uma boa nutricdo mineral das plantas. Ainda, em se tratando de
resisténcia da planta, o controle de insetos ¢ imprescindivel, pois estes sdo responsaveis por
facilitar a penetracdo flingica. A rotagdo de culturas e o controle de residuos da ultima
colheita agem reduzindo o tamanho do in6culo para a proxima safra, em fungdo dos fungos
apresentarem uma menor sobrevivéncia na superficie do solo. O controle na colheita inclui
otimizar o tempo, respeitando a maturagdo do grao e o teor de umidade. A remocdo das partes
visivelmente contaminadas por limpeza e segregacdo ¢ uma opg¢do efetiva e de baixo custo
(SANTURIO, 2000; TANAKA, 2001).

No periodo pds-colheita, o principal problema ¢ enfrentado durante o armazenamento.
Os principais fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos no armazenamento sio: a
umidade, atividade de 4gua, temperatura, periodo de armazenamento, nivel de contaminacao,
interagdes microbianas, matérias estranhas, insetos, nivel de oxigénio, condic¢des fisicas e
sanitarias do grao ou das ragdes (ANDERSEN et al., 1996; LEE; MAGAN, 2000;
DIONELLO et al., 2000; MARTINS; MARTINS, 2002; BUENO et al., 2004).

Quando se conhecem os niveis de contaminacdo em um alimento, deve-se avaliar se
este ¢ apto ao consumo humano ou animal, ap6és a aplicagdo de algum tratamento, ou se €
totalmente inadequado a qualquer ponto da cadeia alimentar. Varios métodos de preservacao
para controle de fungos em alimentos vém sendo utilizados, tais como a fumigacdo e o
tratamento térmico, mas ainda ndo se conseguiu com esses processos completo controle de
fungos toxigenos. Processos como o aquecimento ou fumigagdo de quimicos ndo sdo muito
efetivos, por ndo eliminarem totalmente a contaminacdo fingica do alimento (AZIZ et al.,
2002). Além disso, esses processos alteram as propriedades fisico-quimicas dos grdos
(MAITY et al., 2003). A exposi¢ao a radiacao ionizante € um processo fisico aplicado para
eliminar microrganismos patogénicos de diferentes commodities (AZIZ et al., 2007).
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Estratégias de descontaminacao:
Separacao fisica
Descontaminacdo biologica
Inativagdo quimica
Quimioadsor¢ao
Descontaminagao fisica

Controle de insetos

Controle de residuos da colheita
Irrigagdo e nutri¢do mineral
Rotacao de cultivo

Uso de variedades resistentes

Colheita no periodo adequado
Limpeza
Secagem

Transporte e armazenamento:
controle de umidade,
temperatura e insetos

Processamento:
Boas praticas de fabricacdo
Estrito controle de qualidade

Figura 3. Manejo integrado no controle de micotoxinas (LOPEZ-GARCIA; PARK, 1998).
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2.6 Radiacdo Gama

O poder de penetragdo da radiagdo em um substrato € proporcional ao seu
comprimento de onda, quanto menor ele for maior ¢ a penetracdo (GRIFFIN, 1994). O
comprimento de onda das fontes de radiagdo conhecidas ¢ colocado na Tabela 2. Raios gama,
ondas eletromagnéticas com alto poder de penetragdo, passam através dos materiais sem
deixarem residuo, uma vantagem comparada a outros tratamentos de desinfeccdo (ADAMO et
al, 1998, 2001).

Tabela 2. Espectro eletromagnético de radiagao.

Radiagdo Comprimento de onda (nm)
Gama 0,0001 - 0,14
Raios X 0,005 - 20
Ultravioleta 15 — 390
Visivel 390 — 780
Infravermelha 780 — 4x10°

Fonte: Griffin, 1994.

A irradiagdo ¢ a exposicdo controlada de um material a um campo de radiagdo
ionizante. O material ¢ exposto a uma fonte de radiacdo ionizante, minuciosamente
controlada, por tempo pré-fixado. Radiagdes ionizantes sdo particulas ou fotons que possuem
energia suficiente para produzir particulas eletricamente carregadas (ions) nos materiais com
os quais entram em contato (HERNANDES et al., 2003). A irradiagdo como processo de
esterilizacdo de produtos biomédicos, tem sido satisfatoriamente utilizada ha longo tempo
(LOMBARDO et al., 1995).

A radiacao gama transfere energia para a amostra, causando a ionizagao. Trata-se de
um processo fisico a partir de uma radiagdo nuclear que promove efeitos quimicos, ou seja, a
radiacdo interage com o meio, ionizando atomos e dissociando moléculas. Nesse mecanismo,
sdo produzidos compostos altamente reativos, os radicais livres, denominados produtos
radioliticos, que rapidamente se combinam e se neutralizam (VITAL, 2007)°. Dentre os
parametros da irradiacdo, o mais importante ¢ a dose absorvida, isto €, a quantidade de
energia ionizante absorvida pelo material. A unidade de medida usada ¢ o Gray (1 Gy=11]
kg"). A dose empregada ¢ dependente da contaminagio inicial, sensibilidade dos organismos
e proposta do tratamento. E importante que o alimento receba a menor dose que alcance o
efeito desejado e que se busque a maior uniformidade possivel, o que requer um minucioso
mapeamento de dose (ICGFI, 1995).

As fontes de radiacdo ionizante empregadas em alimentos sdo isdtopos radioativos
emissores de radiagdo gama, como o Cobalto-60 (*°Co) e Césio-137 ('*’Cs), os raios X
gerados por maquinas que trabalham com energia de at¢ 5 MeV e elétrons gerados por
maquinas que trabalham com energia de até¢ 10 MeV (SANTOS et al., 2003). Os irradiadores
gama comerciais utilizam, em sua maioria, fontes de %Co. Esta escolha estd baseada na
insolubilidade do ®°Co em 4gua e no fato deste fornecer a mesma dose em tempo sete vezes
menor que o °'Cs (HERNANDES et al., 2003).

Assim como ocorre com outros processos empregados na industria, para a irradiacao
as caracteristicas nutricionais e sensoriais do alimento precisam sempre ser avaliadas. Doses
moderadas de radiagdo podem provocar uma redugdo na concentracdo de vitaminas

2 VITAL, H.C. Comunicacéo pessoal. 2007. (Centro Tecnolégico do Exército — CTEx, Guaratiba, Rio de
Janeiro).
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hidrossoluveis e alguns aminodacidos, fato que precisa ser considerado ao elaborar o alimento,
o qual deve ser suplementado (FDA, 1995)°.

A irradiacdo tem sido utilizada no Brasil para reduzir ou eliminar a microbiota de
diferentes substratos, tais como milho (AQUINO et al., 2005); livros e documentos antigos
(SILVA et al., 2006); amendoim (PRADO et al.,, 2006) e guarand em p6 usado como
estimulante (AQUINO et al., 2007).

2.6.1 Irradiacdo de racoes

O uso da radiagdo em ingredientes e ragdes avicolas foi inicialmente proposto em
fungdo de sua capacidade em tornar esses materiais livres de Salmonella sp., importante
patdgeno para os animais e para o homem (FDA, 1995). Outros métodos sao utilizados com o
mesmo fim, tais como: a retirada de matérias primas de origem animal das formulagdes de
racdes, a peletizacdo e o uso de tratamentos quimicos. Porém, convém salientar que esses
outros processos reduzem, mas ndo eliminam a contaminagao das ra¢des (SILVA; DUARTE,
2002).

O tratamento por irradiagdo, além de eliminar ou reduzir o numero de certos
microrganismos patogénicos presentes na racdo, tem por proposta melhorar a qualidade
higiénica por reducdo de agentes deteriorantes, especialmente fungos e eliminar insetos em
estagio de reproducdo (ICGFI, 1995; ITO et al., 1981). As doses de radiagdo requeridas para
inibir o crescimento fungico sdo superiores as necessarias para o controle de insetos. Em
geral, quanto mais complexo (maior) o ADN do organismo, menor ¢ a dose letal
(HERNANDES et al, 2003).

A absorcao da radiagdo ionizante causa alteragdes quimicas nos componentes celulares
dos microrganismos, com conseqiiente mudanga em sua atividade. De todos os mecanismos
que estdao envolvidos na ac¢do da radiagdo sobre as células, a alteracdo no seu ADN ¢
considerada a mais importante (URBAIN, 1986). A radiagdo gama tem também um efeito
indireto, resultado da radidlise da agua celular e formagdo de oxigénio ativo, radicais livres e
perdxido, que causam quebra simples e dupla do ADN, o que pode induzir mutagdo e morte
da célula (MACNAMARA et al, 2003). O dano mais sério ao ADN causado pela radia¢ao
ionizante ¢ a dupla quebra, que leva a perda de informagdo local e, por descontinuidade
estrutural perda de material genético em grande escala (FLETCHER, 1981).

Radiagdo ionizante induz perda de muitos constituintes celulares (ions organicos,
aminoacidos, nucleotideos, vitaminas e outros). Os efeitos da radiagdo que ndo resultam em
morte ou dano genético permanente podem ser chamados de efeitos metabdlicos, como
alteracdo na permeabilidade de membranas e pode refletir na habilidade do organismo para se
adaptar as condi¢des adversas. Efeitos genéticos sdo danos permanentes, que incluem ambas
as mutagdes e morte (GRIFFIN, 1994). A morte, a perda da habilidade em formar coldnias,
ocorre quando todas as copias do cromossomo sao danificadas em alguma regiao homologa, o
que torna o reparo impossivel (FLETCHER, 1981).

Chen et al. (2000), a0 analisarem o uso da irradiacdo com *°Co de ragdes para animais
SPF (Specific Pathogen Free), verificaram que uma dose de 8 kGy foi eficiente para eliminar
os microrganismos sem modificar a composi¢ao nutricional. Em experimento com farinha de
carne irradiada com doses de até 50 kGy, adicionada a ragdo para frangos de corte, Al-Masri
(2003) nao encontrou efeitos negativos sobre os valores da energia metabolizavel da dieta, e
tampouco sobre os aspectos biologicos dos orgaos digestivos.

A legislagdo brasileira (ANVISA, RDC n. 21, 26/01/2001) aprovou o “Regulamento
Técnico para a Irradiagdo de Alimentos” que permite a irradiacdo de qualquer alimento, desde

3 Food Additive Petition for Radiation of Poultry Feed, FDA/Center for Veterinary Medicine, 1995.
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que sejam respeitados os seguintes critérios: a dose maxima absorvida precisa ser inferior
aquela que comprometa as propriedades funcionais e/ou os atributos sensoriais do alimento; a
dose minima absorvida tem que ser suficiente para alcangar o objetivo pretendido.

O projeto de Instrugdo Normativa SDA de janeiro de 2007 do MAPA (Ministério da
agricultura, Pecudria e Abastecimento), submetido a consulta pablica pela Portaria n° 4 de 10
de janeiro de 2007, regulamenta o uso de radia¢do ionizante como tratamento fitossanitario
com fins quarentenarios. Tal medida foi adotada para impedir a introdugdo e a disseminagao
de pragas, nas modalidades de importagdo e exportagdo de plantas, parte de vegetais ou
produtos de origem vegetal cujas doses sdo direcionadas a insetos e variam de 50 a 300 Gy
(0,05 a 0,3 kGy). Nao ha legislagdo especifica para irradiacdo de ragdes animais no Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

As andlises micologicas e micotoxicoldgicas foram realizadas nos laboratorios do
Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicologicas (NPMM) do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro. O processo de irradiacdo foi realizado na Divisdo de Defesa Quimica, Bioldgica e
Nuclear do Centro Tecnoldgico do Exército (CTEx), Guaratiba, Rio de Janeiro, RJ. As
observacdes de Microscopia Eletronica de Transmissdo foram feitas no Departamento de
Microscopia da Faculdade de Ciéncias Exatas, Fisico-quimicas e Naturais da Universidade
Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina.

3.1. Micobiota Natural de Ingredientes e Racdo Avicola e Irradiacédo

3.1.1 Amostras

Amostras de fubda, farelo de soja e ragdo foram coletadas diretamente da linha de
producdo de uma granja avicola no municipio de Avelar, RJ. Foram realizados dois ensaios,
provenientes de duas coletas distintas. Em cada ensaio, foram avaliados quatro grupos:
controle (0 kGy), Grupo 1 (3,5 kGy), Grupo 2 (8 kGy) e Grupo 3 (15 kGy). Seis réplicas de
500g foram usadas para cada grupo, acondicionadas em sacos de polietileno e seladas. As
amostras foram analisadas para determinar a contamina¢do flingica inicial e logo em seguida,
armazenadas a 4° C, para analises posteriores.

3.1.2 Determinacao da atividade de agua

A verificagdo da atividade de agua (A,) foi realizada através do equipamento
AquaLab® modelo CX 2, de acordo com o procedimento descrito a seguir:

Apos estabilizar o equipamento por uma hora, realizou-se a calibracdo com uma
solucdo de NaCl 6M, cuja A, ¢ 0,760 e agua destilada, a qual tem A, igual a 1. A solugdo de
NaCl foi selecionada por possuir A, proxima ao esperado para ragdo avicola. Cada amostra
foi colocada em recipiente proprio preenchendo cerca de 1/3 de sua capacidade e foram
efetuadas trés leituras. Calculou-se a média aritmética das leituras, obtendo-se a A, média da
amostra.

3.1.3 Contagem, isolamento e identificagdo da micobiota contaminante

As amostras foram levadas ao laboratério e analisadas quanto a micobiota
contaminante, antes de serem fracionadas para o processo de irradiagdo. A enumeragdo
quantitativa dos propagulos de fungos filamentosos e leveduras foi realizada segundo
metodologia de dilui¢do seriada em placas (PITT; HOCKING, 1997), com agua peptonada
estéril a 0,1%, sendo expressa por unidades formadoras de colonia por grama de amostra (ufc
g). Foram utilizados os seguintes meios de cultivo: dichloran rosa de bengala cloranfenicol
(DRBC) para contagem geral (KING et al. 1979, modificado por PITT; HOCKING, 1997);
agar dichloran com 18% de glicerol (DG18) um meio seletivo para fungos xerofilicos
(HOCKING; PITT, 1980) e agar dichloran cloranfenicol peptona (DCPA) para isolamento de
Fusarium. As placas foram incubadas a 28°C por 5 a 7 dias em estufa BOD Etica. Procedeu-
se a contagem das placas contendo de 10 a 100 colonias (DALCERO et al., 1997).
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Feita a contagem, os géneros fungicos foram identificados por avaliacdo das
caracteristicas macroscopicas da colonia e através de microscopia Optica. Fungos pertencentes
aos géneros Aspergillus e Penicillium foram repicados em tubos com agar extrato de malte
(MEA) inclinado, enquanto representantes de Fusarium foram isolados em agar folhas de
cravo (AFC), para posterior identificacao das espécies.

3.1.3.1 Identificacdo das espécies do género Aspergillus

Foram usadas as chaves taxonomicas de Pitt ¢ Hocking (1997) e Klich (2002) para o
género Aspergillus baseadas na semeadura padrdo, a partir do isolado em agar semi-solido,
em trés meios basicos: agar Czapek extrato de levedura (CYA); agar Czapek extrato de
levedura com 20% de sacarose (CY20S) e agar extrato de malte (MEA), os quais foram
incubados por sete dias, conforme a Figura 4.

CYA 25°C MEA

(2

CYA37°C CY20S

Figura 4. Esquema de incubagao de cepa de Aspergillus spp, inoculada em trés pontos
eqiiidistantes, a ser identificada nos meios MEA, CY20S, ambos a 25°C, e CYA em dois
regimes de temperatura: 25 e 37°C, segundo Klich (2002).

3.1.3.2 Identificacdo das espécies do género Penicillium

As chaves propostas por Pitt e Hocking (1997) foram utilizadas, baseadas na
semeadura em trés meios basicos: agar Czapek extrato de levedura (CYA); agar extrato de
malte (MEA) e agar nitrato com 25% de glicerol (G25N), sendo estes meios incubados de
acordo com o seguinte regime: a) As placas de CYA foram incubadas por sete dias em trés
temperaturas diferentes (5, 25 ¢ 37° C); b) Duas placas de MEA ¢ uma de G25N foram
incubadas a 25°C; ¢) Para maior eficiéncia e aproveitamento do sistema, foram inoculadas nas
placas de Petri duas cepas diferentes a serem testadas, conforme o esquema da Figura 5.
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Figura 5. Esquema de identificagdo simultdnea de duas cepas de Penicillium spp. nos
meios: MEA, G25N ¢ CYA em trés regimes de temperatura (5, 25 e 37°C), segundo Pitt e
Hocking (1997).

3.1.3.3 Identificacdo das espécies do género Fusarium

A partir do meio de cultivo AFC, realizaram-se isolamentos monospdricos em placas
de Petri com agar agua. Destes retirou-se conidios germinados que foram repicados para outra
placa com AFC e para tubo de ensaio com agar batata dextrose (ABD). Os cultivos foram
incubados por duas semanas sob ciclo alternado de 12 horas de luz branca / luz negra a 25° C.
A identificacdo das cepas se realizou segundo chave taxondmica proposta por Nelson et al.
(1983).

3.1.4 Irradiacdo

O irradiador utilizado pertence ao tipo cavidade blindada, com fonte movimentada por
sistema pneumatico (Figura 6). A atividade atual de sua fonte de "*'Cs é de 56 kCi (2 x 10"
desintegracdes /segundo) e gera uma taxa de dose méaxima de 2,0 kGy h™'. O volume util total
¢ distribuido em duas camaras, de aproximadamente 80 litros. Os tempos de irradiacdo foram
calculados para cada dose, usando-se um programa especialmente desenvolvido para esta
finalidade, que leva em conta o decaimento natural da fonte, a altura, geometria e densidade
das amostras e baseia-se no mapeamento dosimétrico do Irradiador Gama do CTEx (VITAL,
2000a,b). A incerteza total nas doses foi de + 8%, levando em consideragdo a distribuigao de
taxa de dose e a alocacdao das amostras na gaveta do irradiador.

As amostras dos grupos 1, 2 e 3 receberam doses de 3,5 kGy, 8 kGy e 15 kGy,
respectivamente. O grupo controle nao foi irradiado. Terminado o processo de irradiacdo, as
amostras retornaram ao laboratério do NPMM, onde foram armazenadas a temperatura de 25-
30°C. Apos sete dias e, sob condi¢des assépticas, foram submetidas a avaliacdo da micobiota,
como descrito no item 3.1.3. Entretanto, a contagem foi realizada respeitando-se o critério de
sobrevivéncia, ou seja, contaram-se todas as colonias.
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Figura 6. Irradiador Gama com fonte de césio-137 — DDQBN/CTEX, RJ.

Para o 1° ensaio, triplicatas foram armazenadas a temperatura ambiente (25-30°C) até
completar 45 dias. Findo o periodo, foram também submetidas a avaliagdo quanto a
micobiota.

3.2 Radiossensibilidade de Cepas Fungicas de Referéncia

3.2.1 Cepas de referéncia

As cepas de Aspergillus spp. foram cedidas pelo departamento de Biologia da
Fundag¢dao Oswaldo Cruz, originalmente obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC), Marassas, USA e do Agriculture Research Service Culture Collection (Peoria,
USA), antigo National Center for Agricultural Utilization Research (NRRL). Foram usadas as
seguintes cepas: A. niger (ATCC 1004), A. ochraceus (NRRL 3174), A. flavus (NRRL 5520)
e A. parasiticus (NRRL 2999). Foi usada também a cepa de A. carbonarius (UFPE 1546),
isolada pela Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

3.2.2 Irradiagdo em meio de cultura

As cepas foram inoculadas em um ponto central de placas de Petri descartaveis com o
meio CYA e irradiadas apds cinco dias de incubacdo a 28°C. Foram utilizadas as doses de 0;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5 kGy. A dose 0 kGy refere-se ao grupo controle, ou seja,
testemunha ndo irradiada, o qual foi mantido sob as mesmas condigdes das placas tratadas por
irradiacdo. Um total de 30 placas foi utilizado para cada cepa fungica, sendo trés placas por
dose. A verificacdo da viabilidade das cepas, apds 24 horas do processo de irradiagdo, deu-se
por suspensdo de toda a colonia em 1 ml de salina estéril. A partir das suspensdes foram
retiradas aliquotas de 0,1 ml, distribuidas em placas de Petri com meio CYA e incubadas a 28
°C por seis dias.
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3.2.3 Irradiagdo em milho

Foi utilizado milho picado degerminado, com granulometria média de 2 mm usado na
alimentacdo animal, o valor nutricional se encontra na Tabela 3. Todo o substrato necessario
ao experimento foi hidratado com agua destilada e armazenado por 24 horas a 4° C,
submetido a homogeneizagdo periddica para a estabiliza¢do e uniformizacao da A,. A A, foi
verificada ao final desse periodo através do procedimento descrito no item 3.1.2. Frascos
Erlenmeyer com capacidade de 125 ml, contendo 50 g de milho cada, foram autoclavados a
120°C por 20 minutos, para garantir eliminagdo da microbiota inicial. Para o controle do
processo de esterilizacdo realizado anterior a inoculagdo, frascos sem indculo foram
submetidos as mesmas condig¢oes de incubacao.

Tabela 3. Niveis de garantia do milho picado degerminado.

Composicao Nivel (%)
Umidade max. 12
Proteina bruta min. 8
Extrato etéreo min. 1
Matéria fibrosa max. 1
Matéria mineral max. 1

Os inoculos fungicos utilizados foram provenientes do crescimento das cepas sobre
milho por sete dias a 28°C. Desse crescimento inicial, foram feitas suspensdes em salina
estéril e inoculado 100ul em cada frasco (10* a 10° ufc ml™), os quais foram incubados por
cinco dias a 28° C.

Foram avaliadas 10 doses de radiacao gama (2,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;
8,0) além do controle 0 kGy, para cada uma das cepas de referéncia, todos em triplicata. Um
dia apds a irradiagdo, o milho picado foi submetido a contagem fungica. Para tal, foi realizada
a técnica de diluicdo seriada, onde se pesou, assepticamente, 10 g do milho picado
contaminado e adicionou-o em 90 ml de 4gua peptonada a 0,1% estéril. Submeteu-se a
diluicdo 10" a agitacdo por 3 minutos, anterior a diluicdo seriada. A partir das diluigdes,
inoculou-se nas placas com meio DG18 0,1ml e, fez-se o espalhamento de superficie com o
auxilio da al¢a de Drigalski. As placas foram incubadas a 28° C por até 10 dias. A
enumeracdo flingica foi realizada respeitando-se o critério de sobrevivéncia, ou seja,
contaram-se todas as colonias. A resisténcia fungica a irradiagdo também foi estudada pelo
plaqueamento direto do milho em placa com o meio DG18 de acordo com Pitt e Hocking
(1997).

Foram feitos isolamentos das cepas que tornaram a crescer apos serem irradiadas. Ao
apresentarem diferencas na morfologia, essas cepas foram encaminhadas para avaliagdo
fisioldgica, morfologica e molecular, em conjunto com as cepas originais, ndo irradiadas.

3.2.4 Avaliacdo morfoldgica por macroscopia e microscopia optica

As cepas irradiadas e os controles foram comparados macroscopicamente e por
microscopia optica, de acordo com a chave taxondmica de Klich (2002).

3.2.5 Microscopia eletronica de transmissao

As amostras fungicas avaliadas por microscopia eletronica de transmissao (TEM)
foram obtidas a partir de cultivos de sete dias em MEA. As amostras foram pré-fixadas em
glutaraldeido 2,5 % em “sodium phosphate buffer” (PBS, pH 7.4), durante 24 horas a
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temperatura de 4° C, seguida por dupla lavagem com PBS. Foram entdo, fixadas em tetroxido
de 6smio 2% em PBS (pH 7,4) por cerca de oito horas a temperatura ambiente (esperou-se até
o enegrescimento das amostras), seguiu-se dupla lavagem com PBS. A desidratagdo das
amostras foi realizada pela passagem por uma série de concentracdes de acetona-agua (30
min. em 50%, 30 min. em 70%, 30 min. em 90 % e 90 min. a 100%). O material desidratado
foi submetido a pré-inclusdo com Epon 812. Para tal, utilizou-se a mescla de duas solugdes (A
- EMbed 812: 5 ml + DDAS: 8ml; B - EMbed 812: 8 ml + DDAS: 7ml) diluida 1:1 com
acetona absoluta. As amostras foram incubadas por 24 horas, a temperatura ambiente nesta
solugdo. Para a inclusdo foi usada a mescla das solugdes A e B, agregadas de 16 gotas do
catalizador DMP-30, e incubagdo por 48 horas a 56° C, para a polimerizacdo da resina. Os
cortes foram obtidos a partir de um ultramicrétomo (Sorvall MT 1 A). A fim de encontrar
uma zona de interesse dentro do taco de inclusdo, talhou-se uma pirdmide truca.
Primeiramente, foram obtidos cortes de aproximadamente 1 pm com uma lamina de vidro,
corados com azul de toluidina e observados ao microscopio Optico. Uma vez eleita a zona a
estudar, retalhou-se a pirdmide e realizaram-se os cortes ultrafinos (20 a 60 nm) com lamina
de diamante (Pelco®). Os cortes foram montados em pequenas laminas de cobre (grillas de
200-250 mesh), submetidos a contraste por dupla coloragdo com acetato de uranilo e citrato
de chumbo. Observou-se ao microscopio eletronico (Elmiskop 101 — Siemens).

3.2.6 Avaliacdo da capacidade toxigena de Aspergillus spp.

Utilizou-se a metodologia descrita por Téren et al. (1996), com algumas modificacdes,
para avaliar a capacidade toxigena das cepas controle e irradiadas. Cada cepa se desenvolveu
em 20 ml de caldo extrato de levedura sacarose (YES), a 30°C durante 10 dias, sob
escuridade. O cultivo foi filtrado através de papel de filtro Whatman N°1 para separar o
micélio e os conidios fungicos do cultivo liquido. A extracdo de AFB; e OTA se realizou
mesclando 1 ml de cultivo com 1 ml de cloroférmio e centrifugando a 4000 rpm, durante 10
min. A fase cloroformica foi transferida a um tubo Eppendorf limpo e se evaporou até secura
com nitrogénio. O extrato seco foi conservado a 4° C até o momento de analise.

Para AFB,, ressuspendeu-se o extrato seco com 200 pl de cloroférmio. Foi realizada a
cromatografia em camada delgada (CCD) de cada amostra, a fase mével empregada foi
composta de cloroférmio: acetona (9:1 v/v). A determinacdo da concentragdo da toxina foi
alcancada por comparacao da fluorescéncia sob luz UV entre amostras e o padrao (AFB; com
2 pgml™).

A detecgdo e quantificagdo da OTA se realizaram utilizando um sistema de detec¢ao
com fluorescéncia por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em cromatdgrafo
Hewlett Packard Serie 1100, seguindo a metodologia proposta por Scudamore ¢ McDonald
(1998). O extrato seco foi ressuspendido em 200 pl de fase movel (acetonitrila: agua: 4cido
acético, 57: 41: 2 v/v/v). As separagdes cromatograficas foram desenvolvidas em uma coluna
de fase reversa C;s (150 x 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula; Phenomenex, Luna),
conectada a una pré-columna Supelguard LC-ABZ (20 x 4,6 mm, 5 um de tamanho de
particula, Supelco). O fluxo da fase moével foi de 1 ml min"'. O comprimento de onda de
excitacdo e emissdo usados foi de 330 e 460 nm, respectivamente. A solugdes padrao foram
preparadas dissolvendo OTA pura (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO USA, pureza >99%)
em metanol. O limite mais baixo de detec¢io da técnica utilizada foi de 1 ng g'. A
quantificagdo de OTA se realizou por medi¢cdo dos picos e sua extrapolacdo a uma curva de
calibragdo obtida mediante o uso de trés solu¢des padrao de OTA (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma de uma solucio padrio de ocratoxina A de 3 ng ml™.

3.2.7 Avaliacdo genética pela técnica de polimorfismo de ADN amplificado ao acaso

Utilizou-se a técnica de polimorfismo de ADN amplificado ao acaso (RAPD) com o
objetivo de avaliar a variabilidade genética entre cepas de Aspergillus spp. antes e apds serem
submetidas ao processo de irradiagdo. Foram analisadas as mesmas cepas padrdo (dose 0
kGy) e, os isolados irradiados, repicados a partir do milho por diluicdo seriada e através de
plaqueamento direto.

3.2.7.1 Producéo de biomassa fungica

Uma suspensdo de esporos em Tween 20 de cada cepa foi transferida para 50 ml de
meio (Sacarose 1,5%, Vogel 50X 2ml IOOml'l), em frascos Erlenmeyer de 250 ml. A
incubacgdo ocorreu a 25° C por 2 a 4 dias, em um agitador rotatério (150 rpm). O micélio foi
filtrado (filtros Ken AG, Ashland, Ohio, USA), lavado com dgua destilada estéril e seco com
nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas a — 20° C, em tubos Eppendorf, até a
extracdo do ADN.

3.2.7.2 Extragéo e purificacdo do ADN

O ADN genomico foi purificado a partir de lise com tampao (2% triton, 1% SDS, 100
mM NacCl, 10mM Tris-HC] pH8, ImM EDTA). A 100 pl de micélio juntou-se 100 pl de
pérolas e 600 pul de tampao, agitou-se em Vortex por 10 min. Centrifugou-se a 8000 rpm por 1
min. O sobrenadante foi coletado e a extragdo feita com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(25:24:1 v/v/v). Apds homogeneizacao, centrifugou-se a 13000 rpm por 10 min e recuperou-
se a fase superior. Nova extragdo foi realizada com cloroférmio: 4lcool isoamilico (24:1 v/v),
com homogenizagao e posterior centrifugagdo a 13000 rpm por 10 min, recuperando-se a fase
superior. Foi feita a preciptacdo em 2 volumes de etanol absoluto frio e 1/10 de acetato de
sodio 3M a -20° C O/N. Uma nova centrifugacdo a 13000 rpm foi realizada por 20 min.
Ressuspendeu-se em 50 pl de tampao TAE.
A integridade do ADN gendmico extraido e purificado verificou-se por eletroforese a 100 V
durante 30 min em gel de agarose (Invitrogen) a 0,8 % em tampao TAE 1X (Tris-acetato 40
mM e EDTA 1 mM) com 1 pg ml"' de brometo de etidio ¢ se visualizou mediante luz
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ultravioleta. O ADN foi quantificado usando o programa Kodak Digital Science ID contra o
marcador de peso molecular A-HindIII (Invitrogen) e se conservou em TAE a —20 °C.

3.2.7.3 Amplificagéo por reagdo em cadeia de polimerase

Para a amplificagdo por reagdo em cadeia de polimerase (PCR) ao azar dos genomas
fingicos mediante a técnica de RAPD se usaram os partidores R108 (5’-GTATTGCCCT),
R151 (5’-GCTGTAGTGT) e UBC90 (5’-GGGGGTTAGG), utilizados previamente para
distinguir isolados de A. fumigatus (LIN et al. 1995). Na amplificacao, se usou entre 10-50 ng
de DNA gendmico. A soluc¢do de reagdo se preparou em um volume de 25 ul com um dos
partidores a uma concentragdo de 400 nM, 100 uM de cada ANTP e 2,5 U de Taq Polimerase
(Invitrogen) em tampdo de PCR 1X, suplementado com MgCl, 2 mM e BSA a 120 pg ml™.
Em todos os casos, foram preparados controles negativos (reagdes idénticas, mas sem ADN).
Os produtos de amplificagdo foram corridos em eletroforese a 100 V durante 30 minutos em
gel de agarose (Invitrogen) a 1,2% com tampao TAE 1X e visualisados com brometo de etidio
(1 pg ml™"). Para determinar o tamanho do fragmento foi utilizado o marcador de peso
molecular 100 bp (Invitrogen). O programa de amplificacdo por PCR consta de uma etapa de
desnaturagdo inicial de 5 min a 94° C seguida por 40 ciclos de trés passos cada um:
desnaturagdao de 1 min a 94° C, hibridizacao de 1 min a 36° C ¢ uma extensao de 2 min a 72°
C. Finalmente, se analisou uma extensdo de 5 min a 72° C. Todas as amplificagdes se
desenvolveram em um termociclador PTC-150 Minicycler (MJ Research, Inc.).

3.2.7.4 Anélise dos perfis

Os perfis RAPD foram comparados visualmente e as bandas obtidas na amplificacao
mediante PCR se traduziram a uma matriz bindria de presenga/auséncia. As distancias
genéticas entre as amostras foram calculadas usando o indice de coincidéncia simples e a
topologia do arbol foi determinada mediante analises de UPGMA (LI, 1981) com o programa
Treecon (VAN DE PEER; DE WATCHER, 1994). A robustez do agrupamento se validou
mediante andlises de bootstrap com 1000 interagdes.

3.3 Irradiagdo de Aflatoxina B; em Solugéo

Padrdo de AFB,; em metanol, foi diluido para a concentragio de 500 ng ml™ (ppb) em
agua ultra pura, perfazendo um volume total de 500ul. Foram utilizados tubos Eppendorf de
1,5 ml de capacidade, revestidos com papel laminado para proteger a micotoxina da luz direta
e submetidos as doses 0, 4 e 8§ kGy, em triplicata.

A incerteza total na dose de radiacdo gama foi de £ 8%, levando em consideragdo a
distribuicdo de taxa de dose e a distribuicdo das amostras na gaveta do irradiador. A dose
maxima viavel do irradiador foi calculada em 1,75 kGy h™".

A avaliagdo quanto a concentracdo de AFB; apds a irradiagao foi feita por
cromatografia em camada delgada (CCD), como se segue:

Para a fase estaciondria foram empregadas cromatofolhas de silica gel 60 de 20 x 20
cm com 0,2mm de espessura (Merck), previamente ativadas a 120°C por uma hora. Os
tratamentos foram aplicados com o uso de microsseringa de 5 pl, a uma distancia de 1,5 cm
entre cada aplicagdo e 2,0 cm acima do bordo inferior da cromatofolha. Foi usada a fase
moével composta por tolueno: acetato de etila: cloroféormio: acido acético (70:50:50:10), como
proposta por Gimeno (1980). Procedeu-se a leitura em cromatovisor (Prodicil®, Curitiba, PR,
Brasil) equipado com lampada UV de comprimento de onda de 365nm.
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3.4 Analise Estatistica

Para avaliar o efeito de doses crescentes de radiacdo gama sobre a micobiota natural
de ingredientes e ragdo avicola, assim como para as cepas irradiadas sobre milho, os dados
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). As contagens fungicas de unidades
formadoras de coldnias por grama (ufc g') foram transformadas a logjo (x + 1) para obter
homogeneidade de varidncia. As médias dos tratamentos foram comparadas usando o teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD) (QUINN; KEOUGH, 2002). A analise foi
conduzida através do procedimento PROC GLM do software estatistico SAS (SAS Institute,
Cary, NC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Micobiota Natural de Ingredientes e Racdo Avicola

As A, das amostras de farelo de soja, fubd e racdo sdo listadas na Tabela 4. O
conhecimento desses valores ¢ necessario em fungdo da propor¢ao de dgua no alimento ter um
papel importante na destruicdo microbiana por energia gama, desde que a radidlise da dgua
leva a formagao de radicais livres altamente reativos (BLANK; CORRIGAN, 1995).

Tabela 4. Valores de atividade de agua para as amostras de ingredientes e ragao avicola.

A, (média £ s)

Substrato 1° ensaio 2° ensaio
Farelo de soja 0,625 £ 0,002 0,651 £ 0,001
Fuba 0,676 = 0,002 0,697 + 0,002
Racéo 0,659 £ 0,002 0,754 £ 0,002

Os valores encontrados para A, estdo dentro da faixa esperada para estes substratos. A
racdo apresentou um valor mais alto no segundo ensaio, para o qual foi coletada do silo que
alimenta diretamente o comedouro das aves, enquanto que para o primeiro ensaio foi retirada
da fabrica, assim como as demais amostras.

As ragdes animais, compostas de misturas de farelos, t€ém sua micobiota avaliada
principalmente por plaqueamento mediante diluicdo seriada (MAGNOLI et al.,, 2005;
OLIVEIRA et al., 2006; ROSA et al, 2006). No presente trabalho, a contagem foi realizada
considerando fungos filamentosos e leveduras em separado e como contagem total.

A contagem total da micobiota das amostras anterior a radiacdo, em geral, esteve
proxima ao limite estipulado para a qualidade higiénica que é de 1 x 10* ufc g”' (GMP, 2005).
O meio DRBC foi utilizado por ser considerado de eleicdo para contagem flngica geral
(PITT; HOCKING, 1997). Os valores encontrados neste trabalho sdo inferiores ao observado
por Rosa et al. (2006), os quais ao avaliarem racdes avicolas no Estado do Rio de Janeiro
entre os anos de 1998 e 2000, encontraram niveis superiores a 1 x 10° ufc g, em grande parte
das amostras. Entretanto, niveis moderados de contaminacdo fingica da ordem de 10° ufc g
foram observados por Oliveira et al. (2006), ao estudarem a micobiota de ragdes avicolas
também provenientes do Rio de Janeiro, cujas amostras avaliadas foram coletadas nos anos de
2003 e 2004. O nivel de contaminagdo pode variar em fungdo das condi¢des climaticas do
periodo de coleta, como também sofre grande influéncia das condi¢des de processamento do
alimento. Percebe-se, apds varios estudos desenvolvidos com ragdes avicolas desta regido
(RIBEIRO et al., 2000; ROSA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006; FRAGA, et al., 2007),
que as fabricas tém melhorado seu controle de qualidade, o qual reflete em uma diminui¢ao
da contaminacdo fungica. Fraga et al. (2007) analisaram milho e ragdo acabada para aves, a
partir de uma fabrica, mensalmente durante um ano. Esses autores relatam uma expressiva
redu¢do da contaminacao fingica nos ultimos seis meses de analise, em fun¢do de melhorias
implantadas no processamento da racdo, tais como a eliminag¢do de residuos do processo
anterior.

A analise dos propagulos fungicos vidveis de ragdes pode ser usada como um
indicador util da contaminagdo fungica. No entanto, ¢ importante considerar, além do
encontro total da micobiota contaminante, o nimero de colonias de espécies potencialmente
toxigenas. As espécies toxigenas do género Aspergillus spp. freqiientemente isoladas de
racdo: A. flavus, A. parasiticus, A. carbonarius, A. ochraceus e A. niger sdo conhecidamente
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xerofilicas (PITT; HOCHKING, 1997), por esse motivo foi realizada a contagem em meio
DG18, o qual possui baixa A,. A partir deste meio, foram obtidas contagens médias da ordem
de 8,7x10°£1,5x10°e4,5x 10*£8,7x 10° ufc g'l de fungos filamentosos em fuba, no 1°
e 2° ensaios respectivamente. Para o farelo de soja o encontro foi de 3,0 x 10° + 7,5 x 10% ¢
4,1 x 10° £ 6,5 x 10* ufc g'l. Na ragdo, foram encontrados fungos filamentosos na ordem de
3,6 X 10* + 4,6 x 10° e 8,1 x 10* + 7,2 X 10° ufc g'l. Esses valores observados sdo proximos
aos da contagem total de filamentosos no meio DRBC, fato que reforga a importancia das
espécies xerofilicas como contaminantes de ingredientes e racao.

O isolamento de leveduras em meio DRBC foi de 3,0 x 10° £ 1,0 x 10° e 1,1 x 10° +
1,2 x 10% ufc g'l para o fubd; 3,0 x 10° + 1,0 x 10% e ndo foi detectada no 2° ensaio no farelo
de soja; 3,9 x 10" £ 8,1 x 10° e 4,3 x 10* £ 3,6 x 10° ufc g'1 para a racdo. A quantidade de
leveduras isoladas indica sua relevante participagdo no processo de deteriora de ingredientes e
racdo, em funcdo de seu metabolismo fermentativo (MAGNOLI et al., 2005).

Em relacdo a diversidade encontrada na micobiota, a partir das amostras de farelo de
soja, foram isolados os géneros Aspergillus spp. (A. flavus, A. candidus, A. clavatus, A.
fumigatus, A niger var. niger, A. restrictus, A. versicolor), Cladosporium spp., Eurotium spp.
(E. amstelodami), Fusarium spp. (F. verticillioides), Penicillium spp. e fungos da ordem
Mucorales (Mucor spp.). Nas amostras de fubd, houve predominancia de isolados do género
Fusarium spp., com destaque para F. verticillioides, seguido por isolados de F. solani. Isolou-
se também Aspergillus spp. (A. flavus, A. candidus, A. melleus), Eurotium spp., Penicillium
spp. (P. rugulosum, P. viridicatum) e Cladosporium spp. A avaliagdo da ra¢do mostrou o
crescimento de Aspergillus spp. (A. ochraceus, A. terreus, A. tamari, A. flavus, A. niger, A.
versicolor, A. flavipes, A. fumigatus), Eurotium spp. (E. amstelodami), Penicillium spp. (P.
janthinellum, P. verruculosum, P. funiculosum, P. citrinum, P. purpurogenum), Curvularia
spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., este Gltimo com predominancia de F. verticillioides.

Muitas das espécies fungicas isoladas destes substratos estdo associadas com a
deteriora e sdo potenciais produtoras de micotoxinas. Seu isolamento em ragdes animais tem
sido informado por outros pesquisadores (DALCERO et al, 1998; DALCERO et al, 2002;
ROSA et al., 2006). A presenga de espécies xerofilicas como o E. amstelodami ¢ relevante em
substratos cujo teor de umidade ¢é critico para a manutencdo da qualidade. Pois esses
microrganismos, em suas reagdes metabolicas, produzem agua, o que ocasiona um aumento
de umidade do substrato, favorecendo o desenvolvimento de outras espécies fungicas.

A. fumigatus ¢ considerado o principal agente causal de aspergilose invasiva em
humanos e animais, em especial as aves, com predilecdo pelo aparelho respiratorio. O seu
isolamento a partir da racdo é preocupante, pois além de patdégeno, produz varios metabolitos
toxicos. Dentre estes, destaca-se a gliotoxina, potente imunossupressora, genotoxica,
citotoxica e com efeitos apoptdticos. Tem sido encontrada uma alta freqiiéncia de cepas
toxigenas, Boudra e Morgavi (2005) avaliaram 40 isolados e todos produziram duas ou mais
toxinas, a0 monitorarem gliotoxina, verruculogem, fumagilina e acido helvolico.

O isolamento de espécies fungicas toxigenas da ragcdo pode ser um indicativo de sua
possivel contaminag¢do por micotoxinas (OLIVEIRA et al., 2006). A espécie micotoxigena
dominante ¢ estreitamente relacionada as condi¢des metereoldgicas da regido de cultivo. Para
o milho, tem crescido a preocupagdo com F. verticillioides e fumonisinas, cuja condigdo
Otima varia de 25 a 30° C, sendo a A, para crescimento e producdo de toxina respectivamente
de: >0,90 e >0,93. No entanto, em condi¢des mais quentes ¢ mais secas, A. flavus é de maior
importancia, cresce bem de 19 a 35° C e A, 0,73, produz aflatoxinas com 0,85. A. flavus pode
produzir, além das aflatoxinas, as micotoxinas acido ciclopiazonico (ACP) e aflatrem, o que
contribui para a toxicidez de alimentos infestados por esse fungo. O ACP ¢ um inibidor
especifico da ATPase calcio-dependente no reticulo sarcoplasmatico, que resulta em alteragao
nos niveis de Ca™ celular. Frangos alimentados com ragdo contendo 100 ppm de ACP
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apresentaram proventriculite, necrose de mucosas, hepatite ¢ inflamagdo de miocardio, com
significante taxa de mortalidade. Aflatrem tem uma potente agdo tremorgénica e pode
ocasionar disturbios neurolégicos (DURAN et al., 2007).

Toxinas produzidas por Aspergillus sdo de grande preocupacdo para a saude animal.
No entanto, a alta freqiiéncia observada, neste trabalho, de Penicillium spp. e Fusarium spp,
em especial F. verticillioides, constitui mais um potencial fator de risco. Uma grande
variedade de compostos toxicos tais como: citrinina, patulina, penitrem A e fumonisinas
podem ser produzidos e sua toxidez tem sido verificada em animais de laboratorio e
domésticos.

4.2 Irradiacdo de Ingredientes e Ragdo Avicola

Fub4, farelo de soja e racdo avicola acabada foram submetidos ao processo fisico de
descontaminagdo por exposi¢do a radiacdo gama. Os dois primeiros substratos foram
selecionados por corresponderem aos principais aportes energético e protéico em ragdes
avicolas, respectivamente. As doses de radiagdo utilizadas conseguiram reduzir a micobiota
dos ingredientes e da ragdo, cuja reducdo foi intensificada com o aumento da dose. Nas
Tabelas 5, 6 ¢ 7, coloca-se o efeito de diferentes doses de radiacdo sobre a contagem das
amostras do primeiro ensaio de fuba, farelo de soja e ragdo, respectivamente, avaliados por
contagem em meio DRBC.

Tabela 5. Influéncia da dose de radiagdo gama sobre a micobiota natural de fuba, 1° ensaio.

Fonte GL QM F Pr>F
Dose 3 32.07736124 232.94* 0.0001
Fungo 2 0.54176705 3.93**  0.0333
Dose x fungo 6 0.18485938 1.34 0.2775
Erro 24 0.13770811
Nota: GL, grau de liberdade; QM, quadrado médio; F-Snedecor; *significativo P<0,001; ** P<0,05.
Dose Unidades formadoras de colénias por grama (ufc g') + s
(kGy) Filamentosos Leveduras Total
0 15x10%+15x10° a 3,0x10°z10x10° b 1,8x10*+15x10° a
3,5 1,0x10%+0 cd 1,0x10%:10x100 d 2,0x10°£10x10® ¢
8,0 Nd e Nd e Nd e
15 Nd e Nd e Nd e

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a log;o (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: néo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10%ufc g

Na Tabela 5, ¢ possével verificar uma redugdo significativa (p<0,001) entre as
contagens fungicas do grupo controle e irradiado com 3,5 kGy. Essa redu¢ao foi da ordem de
2 ciclos log para filamentosos e contagem total e, de 1 ciclo log para leveduras. Verificou-se
que o efeito fungo também foi significativo (p<0,05). Vale ressaltar que a contagem de
leveduras na dose 0 kGy também foi inferior a de filamentosos. Houve diferenca significativa
entre as doses 3,5 kGy e 8 kGy, sendo que esta ultima eliminou completamente a micobiota
contaminante do fuba.
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Tabela 6. Influéncia da dose de radiagdo gama sobre a micobiota natural de farelo de soja, 1°
ensaio.

Fonte GL QM F Pr>F
Dose 3 20.43328666 8622.99* 0.0001
Fungo 2 2.38166582 1005.08* 0.0001
Dose x fungo 6 0.93583818  394.93* 0.0001
Erro 24

Nota: GL, grau de liberdade; QM, quadrado médio; F-Snedecor; *significativo P<0,001.

Dose Unidades formadoras de col6nias por grama (ufc g"') + s
(kGy) Filamentosos Leveduras Total
0 34x10°+45x10° a 3,0x10°x10x10>° b 3,7x10°240x10* a
3,5 1,0x10%:0 ¢ Nd d 1,0x10%+0 c
8,0 Nd d Nd d Nd d
15 Nd d Nd d Nd d

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a logjo (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: ndo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10°ufc g’

Assim como ocorreu com o fuba, para o farelo de soja a dose de 3,5 kGy reduziu
significativamente as contagens e, neste substrato, com esta dose, ndo foi mais detectado o
crescimento de leveduras. A redugdo foi da ordem de 1 ciclo log para os fungos filamentosos.
A menor redugdo, em termos de ciclos log, em comparacdo com o fubd, deve-se a menor
contaminagao inicial do farelo de soja. Apds submeter o farelo de soja a 8 kGy de radiagdo
gama, nenhum crescimento foi observado.

Tabela 7. Influéncia da dose de radiagdo gama sobre a micobiota natural de ragdo, 1° ensaio.

Fonte GL QM F Pr>F
Dose 3 47.68091050 1990.88* 0.0001
Fungo 2 0.19030069 7.95%*  0.0022
Dose x fungo 6 0.12478117 5.21** 0.0015
Erro 24
Nota: GL, grau de liberdade; QM, quadrado médio; F-Snedecor; *significativo P<0,001; ** P<0,05.
Dose Unidades formadoras de col6nias por grama (ufc g") + s
(kGy) Filamentosos Leveduras Total
0 34x10%:40x100 b 3,9x10%+81x10° b 7,3x10*£70x10° a
35 13x10°36x100 ¢ 43x10°242x10>0 d 1,7x10°=77x10> ¢
8,0 Nd e Nd e Nd e
15 Nd e Nd e Nd e

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a logyy (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: ndo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10%ufc g

Na rac¢do, foi possivel verificar diferenca de intensidade na redu¢do das contagens de
viaveis entre os tipos fungicos avaliados. Apesar da contaminagdo na dose 0 kGy ser bem
proxima entre os fungos filamentosos ¢ as leveduras, na ordem de 10%, a reducio destes foi de
1 ciclo log e de 2 ciclos log, respectivamente, para a dose 3,5 kGy. Fato que sugere uma
maior sensibilidade das leveduras, organismos unicelulares, quando comparadas aos fungos
filamentosos.
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Os resultados de reducao da micobiota encontrados neste trabalho estdo de acordo com
a literatura. Refai et al. (1996), ao avaliarem o efeito sobre A. ochraceus, previamente
inoculado (10°ufc g') em ragdo, verificaram decréscimo na contagem com o aumento da dose
e o fungo foi completamente inibido a 4 kGy. Irradiagdo com dose de 4 a 6 kGy foi reportada
como capaz de inibir completamente a micobiota contaminante de alimentos e racao (AZIZ et
al., 1990). E uma redugdo significativa na infe¢do fungica em sementes de arroz foi observada
com doses de até 3 kGy de radiagdo gama e, a deplecdo no crescimento foi dose dependente
(MAITY et al.,, 2008). No entanto, a contaminacdo fungica do guarand em pd foi
completamente eliminada apenas com 10 kGy (AQUINO et al., 2007), em fun¢do de ser um
substrato com baixa A,.

O efeito do tempo de armazenamento dos substratos apos irradiagdo sobre a contagem
fingica foi avaliado por comparagdo do encontro de propagulos fungicos aos 7 dias e 45 dias.
Aos 45 dias as amostras do primeiro ensaio foram submetidas a nova avaliacdo quanto a A, e
a micobiota contaminante. O armazenamento foi realizado mantendo as amostras em sacos
de polietileno selados, os mesmos usados para a irradia¢do, a temperatura ambiente (de 25 a
30° C). Os valores de A, das amostras foram 0,705; 0,634 e 0,678 para fubd, farelo de soja e
racdo respectivamente.

A contagem flngica comparada entre os dois periodos de armazenamento € expressa
nas Tabelas 8, 9 ¢ 10 para o fub4, farelo de soja e racdo, respectivamente.

Tabela 8. Avaliacdo do tempo de armazenamento sobre a contagem flngica de fuba
submetido a doses de radiagdo gama.

Dose  Tempo Unidades formadoras de colonias por grama (ufc g') + s
(kGy)  (dias) Filamentosos Leveduras Total
0 7 1,5x10*+1,5x10° a 3,0x10°+1,0x10° a 1,8x 10°£1,5% 10° a
45 3,8x10°+65x102  a  23x10°+£58x100 b 4,1x10°+7,0x 102 a
3,5 7 1,0x 10° =0 bc 1,0x10°:£1,0x10° cd 2,0x10°£1,0x10? be
45 Nd e <1,0x10 de <1,0x10° de
8.0 7 Nd e Nd e Nd e
45  <1,0x 10? de Nd e <1,0x 10 de
15 7 Nd e Nd e Nd e
45 Nd e Nd e Nd e

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a logjo (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: ndo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10°ufc g’

Ao realizar a comparacdo entre a contagem obtida do fuba aos sete dias apos a
irradiacdo com aquela realizada apds 45 dias de armazenamento, verifica-se que para a dose
3,5 kGy, houve redugao significativa da contaminagdo apos o periodo mais prolongado de
armazenamento. A partir da dose 8 kGy foram encontrados filamentosos apenas na 2%
avaliacao, embora sua ocorréncia tenha sido verificada abaixo do limite de dete¢do da técnica
empregada. O substrato submetido a 15 kGy ndo apresentou nenhum crescimento em ambos
periodos de armazenagem.
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Tabela 9. Avalia¢ao do tempo de armazenamento sobre a contagem fungica de farelo de soja
submetido a doses de radiagdo gama.

Dose  Tempo Unidades formadoras de colénias por grama (ufc g”) £ s
(kGy)  (dias) Filamentosos Leveduras Total
0 7 34x 103i4,5x102 a 3,0x 102i1,0><102 c 3,7x 103i4,0x102 a
45  1,6x10°:75x100 b 1,7x10*z12x10° d  1,8x10°+70x10® b
3,5 7 1,0x10%=0 e Nd f  1,0x10%7 %0 e
45 Nd f Nd f Nd f
8,0 7 Nd f Nd f Nd f
45 Nd f Nd f Nd f
15 7 Nd f Nd f Nd f
45 Nd f Nd f Nd f

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a log;y (x+1) ¢ analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: néo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10%ufc g™

A partir do substrato farelo de soja, nota-se reducdo significativa na contagem da
micobiota mesmo para o controle ndo irradiado. A dose 3,5 kGy permitiu a sobrevivéncia de
filamentosos no limite inferior de deteccdo da técnica, porém perceptivel apenas no tempo 7
dias. E para as doses 8 e 15 kGy nenhum crescimento foi observado nos periodos avaliados.

Tabela 10. Avaliagdo do tempo de armazenamento sobre a contagem flingica de ragdo
submetida a doses de radiacdo gama.

Dose Tempo Unidades formadoras de colonias por grama (ufc g ') + s
(kGy) (dias) Filamentosos Leveduras Total
0 7 34x10%£40x10° abc 3,9x10%°:81x100 ab 7,3x10*£70x10° a
45 1.4 x 104i4,0X103 C 2,1x 104i7,1X103 bc 3,5x 104i6,1X103 abc
3,5 7 1,3x10%236x100 d  43x10%+42x100 e 1,7x10°+77x10* d
45 <1,0x 107 f  23x10°+s58x100 d  24x10°+55x100 d
8,0 7 Nd g Nd g Nd g
45 Nd g Nd g Nd g
15 7 Nd g Nd g Nd g
45 Nd g Nd g Nd g

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a logyy (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: ndo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10°ufc g’

No caso da rag¢do, ndo houve diferenca significativa entre as contagens para o grupo
controle nos distintos tempos de armazenamento. Para a dose 3,5 kGy, as contagens de
filamentosos foram inferiores ao limite de detecgdo apds 45 dias. E nas doses de 8,0 e 15 kGy,
ndo foi observado nenhum crescimento.

A estabilidade microbioldgica de um alimento ¢ alcangada mediante a manipulagdo de
fatores necessarios ao desenvolvimento dos microrganismos (A, composi¢do quimica, pH,
temperatura), o que implica em expd-los a um ambiente adverso e desta maneira inibir seu
crescimento ao interferir em sua homeostase. A homeostase ¢ a tendéncia dos microrganismos
a estabilizarem seu ambiente interno em resposta a fatores externos. Se o equilibrio interno €
afetado pelos fatores de preservacao utilizados no alimento, entdo o microrganismo deixa de
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se multiplicar ou reduz sua velocidade de reproducdo, canalizando sua energia a restabelecer
o equilibrio, quando este ndo ocorre pode produzir-se a morte do microrganismo (LOPEZ,
2006).

A radiacdo ionizante tem um efeito metabolico por induzir a perda de muitos
constituintes celulares (ions organicos, aminoacidos, nucleotideos, vitaminas e outros), que
influencia na habilidade do organismo para se adaptar as condigdes adversas (GRIFFIN,
1994). No presente trabalho, os danos causados durante a irradiagdo repercutiram ao longo do
tempo de armazenamento, como um decréscimo na vitalidade dos fungos. Aos sete dias, os
fungos ainda tentavam recuperar-se da injuria sofrida, sendo possivel recuperar um maior
nimero de células vidveis a partir dos substratos testados. No entanto, aos 45 dias esse
nimero mostrou-se significativamente reduzido. Isso pode ter ocorrido por uma perda de
eficiéncia dos mecanismos de reparo aos danos causados pela irradiagdo, principalmente em
nivel de ADN.

Deve-se ter o cuidado com o armazenamento, subseqiiente ao processo de irradiacao.
Ap6s a irradiagdo, o contato do substrato com o oxigénio pode permitir o crescimento das
unidades fungicas sobreviventes. Tal fato pode ser agravado, em condi¢des inadequadas de
temperatura e umidade, as quais também favorecem o desenvolvimento fingico. E
recomendavel também, precaugdes contra recontaminagoes.

No segundo ensaio, prevaleceu a contaminacdo de fungos filamentosos em relagdo a
de leveduras em todas as amostras. Os dados de reducdo em fungdo da dose de radiagdo
empregada sao mostrados nas Tabelas 11, 12 e 13 para o fuba, farelo de soja e ra¢do avicola,
respectivamente.

Tabela 11. Influéncia da dose de radiagdo gama sobre a micobiota natural de fuba, 2° ensaio.

Fonte GL QM F Pr>F
Dose 3 19.09493785 541.34* 0.0001
Fungo 2 7.73012956  219.15* 0.0001
Dose x fungo 6 1.44146274  40.87* 0.0001
erro 24

Nota: GL, grau de liberdade; QM, quadrado médio; F-Snedecor; *significativo P<0,001.

Dose Unidades formadoras de colénias por grama (ufc g') + s
(kGy) Filamentosos Leveduras Total
0 61x10°+1x10° a 1,1x10°x12x10>° b 72x10°z12x10° a
3,5 3,7x10°x15x1020 ¢ Nd d 3,7x10%+15x10 ¢
80 23x10*x23x10° ¢ Nd d 23x10°+23x10® ¢
15 Nd d Nd d Nd d

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a log;o (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: néo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10%ufc g

Observa-se que para o fubad a contagem de fungos filamentosos e leveduras reduziu
significativamente quando aplicada a dose 3,5 kGy em relagdo ao controle ndo irradiado.
Apesar de ndo ter sido observada diferenga significativa entre essa dose e 8 kGy, para esta
ultima foi encontrada grande variagdo na contagem, a qual esteve muito proéxima ao limite de
deteccdo da técnica. Nota-se, mais uma vez, maior sensibilidade das leveduras quando
comparadas aos fungos filamentosos.
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Tabela 12. Influéncia da dose de radiagdo gama sobre a micobiota natural de farelo de soja, 2°
ensaio.

Fonte GL QM F Pr>F
Dose 3 15.23965119 20.33* 0.0001
Fungo 2 19.72716256 26.32* 0.0001
Dose x fungo 6 3.80991280 5.08** 0.0017
erro 24

Nota: GL, grau de liberdade; QM, quadrado médio; F-Snedecor; *significativo P<0,001; ** P<0,05.

Dose  Unidades formadoras de colonias por grama (ufc g') + s
(kGy) Filamentosos Leveduras Total
0 1,7x10%+31x10° Nd b 1,7x10*=31x10° a
35 3,0x10°+15x10° Nd b 3,0x10°=15x100 a
8,0 <1,0x10° Nd b Nd b
15 Nd Nd b Nd b

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a logjo (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: ndo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10°ufc g’

o o e

Ao avaliar a radiagdo sobre o farelo de soja, apesar de ainda ser possivel o isolamento
de fungo sobrevivente depois de submetido a 8 kGy, esse foi encontrado abaixo do limite de
deteccdo. Nao houve diferenca significativa entre o controle ¢ a dose 3,5 kGy, sendo a
micobiota eliminada com 8 kGy. Leveduras ndo foram isoladas, nem mesmo no farelo de soja
ndo irradiado.

Tabela 13. Analise de variancia da influéncia da dose de radia¢do gama sobre a micobiota
natural de racdo, 2° ensaio.

Fonte GL QM F Pr>F
Dose 3 41.13491776 181.92* 0.0001
Fungo 2 2.55853578  11.32* 0.0003
Dose x fungo 6 1.18551862  5.24** 0.0014
erro 24

Nota: GL, grau de liberdade; QM, quadrado médio; F-Snedecor; *significativo P<0,001; ** P<0,05.

Dose Unidades formadoras de col6nias por grama (ufc g") + s
(kGy) Filamentosos Leveduras Total
0 45x10°:93x100 a 43x10%:36x10° a 88x10*x12x10' a
35 23x10°+58x100 b Nd ¢ 23x10%+58x10' b
8,0 <1,0x10° ¢ Nd ¢ <1,0x 10° c
15 Nd ¢ Nd ¢ Nd c

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a logyy (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: ndo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10%ufc g

A reducdo da micobiota observada neste trabalho esta de acordo com a literatura, a
qual relata que a dose de radiagdo necessaria ¢ dependente da contaminagdo inicial, quanto
menos contaminado o substrato menor ¢ a dose necessaria para se alcangar a esterilizacao
(ICGFI, 1995).

O encontro fungico inicial no segundo ensaio foi maior € a A, também. A A, ¢ um dos
principais fatores ambientais para controle do desenvolvimento flingico e sua atividade
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metabolica (BRESLER et al., 1998), sendo considerado junto com a temperatura, os mais
criticos durante a estocagem (MONTANI et al., 1988).

Em relagdo a classificagdo e estado morfologico dos fungos sobreviventes a irradiacao
em ambos os ensaios, temos que o substrato farelo de soja submetido a 3,5 kGy apresentou o
crescimento de Aspergillus com apenas hifas e clestotécio, Cladosporium sp. e Fusarium spp.
em meio DRBC, este ultimo apresentou micélio estéril quando submetido a bateria de
identificagdo da espécie. Clestotécios produzidos por Aspergillus sdo estruturas resistentes
onde esporos sexuais (ascosporos) sao formados, servem ao papel de sobrevivéncia em
condi¢des ambientais extremas (DURAN et al., 2007). O mesmo substrato irradiado com 8
kGy apresentou crescimento de Cladosporium spp., Curvularia spp. e Fusarium spp. em
meio DCPA, porém apds feito o repique deste ultimo para a identificacdo da espécie, houve
apenas a formacao de micélio estéril, ou seja, sem a presenca de estruturas reprodutivas que
servissem a identificacdo. Este fato faz suspeitar da ocorréncia de mutante auxotréfico, o qual
requer suplementacao nutricional para se desenvolver.

O fuba quando submetido a 3,5 kGy, permitiu o crescimento de fungos dos géneros
Aspergillus spp., Eurotium spp.e Penicillium spp. no meio de contagem geral DRBC. No
entanto, ao serem repicados para identificagdo da espécie, esses fungos evidenciaram o
crescimento apenas de micélio estéril. Em relacdo a racdo, na amostra com 3,5 kGy houve o
crescimento de Cladosporium spp. e Fusarium verticillioides.

Aziz et al. (2007) verificaram que a contagem fungica em sementes decresceu com o
aumento da dose de radiagdo e o crescimento de Fusarium spp. foi inibido a 4 kGy em cevada
e 6 kGy em trigo e milho. No presente trabalho, foi observado o crescimento de Fusarium
spp. a partir de farelo de soja irradiado com 8 kGy, apesar deste ndo ser capaz de produzir
conidios, a0 menos apds o primeiro repique posterior ao isolamento.

Em geral, foi observado que os fungos que resistiram a dose de 3,5 kGy pertencem
principalmente aos géneros Cladosporium spp., Curvularia spp. Aspergillus spp. e Fusarium
spp. Este ultimo, quando submetido a bateria de identificagdo teve alguns representantes que
apresentaram apenas o crescimento de micélio estéril, o que ndo permitiu a identificacdo em
nivel de espécie, com excecdo dos isolados de racdo submetida a 3,5 kGy, para os quais foi
verificado tratar-se de F. verticillioides.

Diferencas na radiossensibilidade entre géneros fungicos sdo discutidas na literatura.
Blank e Corrigan (1995) verificaram que os esporos de Alternaria, Curvularia e
Cladosporium foram pelo menos trés vezes mais resistentes a radiagdo, quando comparados
aos géneros Aspergillus e Penicillium. Maity et al. (2003), ao irradiar sementes, verificaram
que Aspergillus submetido a 4 kGy ndo sobreviveu, enquanto Alternaria persistiu. A resposta
diferencial destes fungos a radia¢do pode ser em funcdo da presenca de macroconidio de
parede espessa, o qual pode conferir uma protegdo a esses fungos (SALEH et al., 1988).
Entretanto, recentemente, Maity et al (2008) verificaram diferenca na radiossensibilidade
entre géneros fungicos e, em ordem crescente de sensibilidade relata: Aspergillus sp
<Alternaria sp <Curvularia sp <Trichoderma sp. A completa inibigdo do crescimento de
Aspergillus sp e Trichoderma sp foi observada a 3 kGy ¢ 2 kGy respectivamente, enquanto
que para Alternaria sp e Curvularia sp foi a 2.5 kGy.

Fungos altamente radiorresistentes foram observados por Silva et al (2006), os quais
descrevem a dose de 16 kGy como necessdria para inativar diferentes espécies fungicas
contaminantes de documentos e livros antigos. Esses fungos foram previamente isolados de
livros tratados quimicamente. Dentre os fungos mais resistentes, relatam o género
Cladosporium spp.

Uma redugdo significativa da micobiota de guarana (em p6 e em grao) foi alcangada
com a dose 5 kGy, mas essa dose permitiu o reisolamento de Cladosporium e Rhizopus a
partir de 20 % das amostras e Penicillium de 10% (AQUINO et al., 2007).
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A dose de radiagdo necessaria para reduzir a contaminacao microbiana ¢ dependente
do microrganismo envolvido, do tipo de alimento e condi¢cdes do teste tais como a
temperatura no momento da irradiagdo (Food Safety). Como observado, quanto mais
contaminado estiver um substrato, maior ¢ a dose de radiacdo necessaria para eliminar a
micobiota. Por isso sempre ¢ muito importante a prevengdo da contaminagdo e o controle de
qualidade de matéria-prima. A irradiacdo, assim como outros métodos de controle, deve ser
utilizada de forma complementar e ndo como medida isolada. Um avango para a sanidade
animal no Brasil, pode ser proporcionado pela Instru¢ao Normativa n® 4 (de 23 de fevereiro de
2007), a qual aprova o Regulamento Técnico sobre as condig¢des higiénico-sanitdrias e de
boas praticas de fabricacdo para estabelecimentos fabricantes ou fracionadores de produtos
destinados a alimentagdo animal. Esse regulamento define os requisitos higi€nico-sanitarios
das instalagdes, equipamentos e utensilios, do pessoal e da produ¢do, além de tornar
obrigatdria a implantagdo de procedimentos operacionais padrdes.

Acredita-se que os alimentos secos podem ser submetidos a doses mais altas de
radiagdo, pois a umidade € responsavel por intensificar os efeitos sobre o valor nutricional do
alimento. Trabalhos relatam que substratos considerados secos, como as racdes, podem ser
submetidos a altas doses de radiagdo com menor comprometimento nutricional (CHEN et al.,
2000; AL-MASRI, 2003). Apesar dessa vantagem, de acordo com os resultados encontrados
no presente trabalho, uma dose de 3,5 kGy ja seria suficiente para garantir uma qualidade
higiénica das ragdes. Vale lembrar que a contaminagao inicial encontrada para os ingredientes
e ragdo avicola foi relativamente baixa. Entretanto, para o uso de tal dose, o efeito da
irradiacdo sobre o valor nutricional, em especial a propor¢ao de vitaminas, ¢ sensorial da
ragdo precisa ser verificado antes do inicio de um processo comercial. E conveniente salientar
ainda que o processo de armazenagem pos-irradiacdo precisa ser controlado para permitir a
manuten¢do da qualidade da ragdo, pois caso haja aumento da umidade e/ou temperatura,
pode favorecer o crescimento da micobiota residual. Deve-se também precaver para que nao
ocorra recontaminagao.

Chelack et al. (1991b) apresentam resultados consistentes com a hipotese de que a
reducdo da microbiota competitiva por irradiagdo ¢ responsavel pelo aumento da produgdo de
micotoxina, observada quando cevada com microbiota natural ¢ inoculada com o fungo
toxigeno Aspergillus alutaceus var. alutaceus posterior a irradiagdo. Esta deve ser uma
preocupacao ao se irradiarem cereais e ragoes.

A dose 3,5 kGy proporcionou significativa redu¢cdo da contagem fungica. No entanto,
observou-se a existéncia de uma micobiota residual. E preciso conhecer o comportamento
desses fungos sobreviventes. Sabe-se que a irradiacdo ¢ usada ha décadas como método
indutor de mutacao, seus efeitos sobre fungos vém sendo estudados. De grande relevancia, ¢
sua influéncia sobre isolados fungicos toxigenos. Para tal, valeu-se neste trabalho de cepas
fingicas de referéncia, como descrito mais adiante.

4.3 Radiossensibilidade de Cepas Fungicas de Referéncia de Aspergillus spp.

4.3.1 Irradiacdo das cepas em CYA

As cepas de referéncia utilizadas neste trabalho representam espécies (A. flavus, A.
carbonarius, A. ochraceus, A. parasiticus, A. niger) comumente encontradas em ragdes
avicolas no Brasil (RIBEIRO et al., 2000; ROSA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006;
FRAGA et al., 2007). Sdo aerobios e distinguem-se por tolerarem teores baixos de dgua nos
alimentos (URBAIN, 1986; PITT; HOCKING, 1997).

Observou-se que a partir da dose de 1,5 kGy ocorre inativagdo de coldnias, sendo que
cerca de 50% delas foram inativadas com dose de 2 kGy, com exce¢do do A. parasiticus. A
Tabela 14 lista, para cada espécie, a dose necessaria para causar a inativacdo de 50% das
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colonias. Considera-se como colonia inativada aquela que depois de irradiada e submetida a
nova incubag¢do ndo apresenta crescimento.

Tabela 14. Doses para inativagao de 50% das colonias de Aspergillus spp. em meio CYA.

Espécie D5y (kGy £ 0,5)
Aspergillus flavus 2,0
A. carbonarius 1,5
A. ochraceus 2,0
A. parasiticus 3,0
A. niger 2,0

Entre as cepas avaliadas, foi verificada varia¢do na radiossensibilidade. A. carbonarius
teve 50% de suas colonias inativadas com 1,5 kGy e 100 % com apenas 2 kGy. A. ochraceus,
A. niger e A. flavus tiveram 50% de suas colonias inativadas com 2,0 kGy, a dose que
alcangou 100% de inativacdo foi respectivamente 2,5; 3,0; e 4,0 kGy. A. parasiticus
apresentou Dsy de 3,0 kGy e foi completamente inibido a 4,5 kGy. Norberg e Serrra-Freire
(1993) citam a dose de 2,2 kGy como dose letal minima (DLM) de radiagdo gama para A.
flavus. Grande radiorresisténcia foi observada para outra espécie do género, A. versicolor,
fungo inicialmente isolado de livros tratados quimicamente, foi resistente a 15 kGy, quando
irradiado apos crescimento sobre placas de Petri com o meio MEA 2%, sendo que a dose de
20 kGy foi necessaria para a sua completa inativagdo (SILVA et al., 2006).

A radiorresisténcia de um organismo esta relacionada com varios fatores tais como
temperatura, meio em que o microrganismo encontra-se, atmosfera, tipos de células e sua
idade fisiologica (SANTOS et al., 2003). Trabalhos sobre radiossensibilidade flngica,
efetuados a partir do crescimento em meios de cultivo, auxiliam na investigacdo das doses.
Porém, de grande relevancia € o estudo de diferentes doses de radiacdo gama sobre o proprio
substrato ou em outro, cuja composi¢do nutricional e o estado fisico sejam o0s mais
semelhantes possiveis.

4.3.2 Irradiagdo em milho

A importancia de se realizar ensaios sobre substratos naturais, ademais dos meios
artificiais, ¢ que desta maneira os resultados podem revelar dados mais fidedignos de como
estas espécies fungicas se comportam em alimentos irradiados. O milho utilizado no
experimento foi acrescido de dgua destilada e submetido a estabilizagdo da A, a 0,98.

Coldnias sobreviventes foram repicadas para posterior avaliagdo. As placas onde
nenhum crescimento foi observado receberam Nd (ndo detectado), como pode ser observado
na Tabela 15.
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Tabela 15. Efeito de doses de radiagdo gama sobre Aspergillus spp. em milho.

Dose Contagem (ufc g) de Aspergillus spp.
(kGy) A. flavus A. carbonarius A. niger A. ochraceus  A. parasiticus
0 4.0 x 10° = 6,7 x107 6,4 x 10° + 7.1 x 10* 2,8X107:t7,0x106 8,6 x10%:8,1x10° 1,8 x10%:6 4x10°
a c bc c ab
2,0 6,7x 10°x64x100 3,3x 10" £58x 10 6,7x10"58x100 1 x 101 x10> 1,4 x10° +1,0x10°
d ef e e d
3,5 3,7x10°+55x10° Nd Nd Nd 3,7 x10%+5,5x10°
e f f f e
40-80 Nd f Nd f Nd f Nd f Nd f

Os dados foram apresentados como média + s. As contagens foram transformadas a log;o (x+1) e analisadas pelo teste de
minima diferenga significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,001).
Nd: néo detectado.

Limite de detecgdo: 1 x 10%ufc g™

Observa-se que houve significativa reducdo na contagem fungica com a dose 2 kGy, a
qual ja reduziu a contagem das cepas analisadas a <1,0 x 10°, com excecio de A. flavus e A.
parasiticus. Para tal, essas tltimas espécies exigiram a dose 3,5 kGy. Nota-se que, semelhante
ao ocorrido com o processo de irradiagdo a partir do crescimento dos fungos em meio CYA,
A. flavus e A. parasiticus foram os mais radiorresistentes. A completa inibi¢do da
contaminagao fingica foi observada a partir de 4 kGy, o que esta de acordo com o relatado na
literatura. A dose 4 kGy ¢ citada por Refai et al. (1996) como responsavel por inibir
completamente A. ochraceus, previamente inoculado (10° ufe g) em ragio e doses entre 4 a 6
kGy foram reportadas como capazes de inibir completamente a micobiota contaminante de
alimentos e racao (AZIZ et al., 1990). Esse intervalo de dose ¢ citado para outros géneros
fungicos, Aziz et al (2007) verificaram um decréscimo na contagem de viaveis de Fusarium
com o aumento da dose de radiagdo e o crescimento foi completamente inibido com 4 kGy em
graos de cevada e 6 kGy para graos de trigo e milho.

Diferenga na radiossensibilidade entre espécies de Aspergillus é descrito na literatura.
Borges (2004), ao submeter grdos de milho, amendoim, trigo e arroz a radiagdo gama,
descreve A. ochraceus e A. carbonarius como as mais radiossensiveis, com Dsy (dose
necessaria para inativar 50% das colonias) e Dy (dose necessaria para inativar 100% das
colonias) proximas a 2,2 kGy e 3,2 kGy, respectivamente. A. niger e A. flavus foram
intermediarios com Dsg 2,5 kGy e Dy 4,1 kGy. A. parasiticus foi a mais radiorresistente das
espécies estudadas, com Dsg e Dy de 3,1 kGy e 4,7 kGy.

Observou-se a partir de fungos irradiados, obtidos por dilui¢do seriada, o crescimento
de colonias sem observacdo macroscopica de conidios. E, ao submeter as placas a
microscopia Optica, confirmou-se a existéncia de micélio estéril (Figura 8). O fato da cepa
irradiada ndo realizar conidiogénese no meio de cultivo pode indicar tratar-se de um mutante
auxotroéfico, o qual requer certos nutrientes para o seu desenvolvimento.
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Figura 8. A. ochraceus submetido a 2 kGy de radiagdo gama, em milho picado. Micélio
estéril apos 10 dias de incubagdo a 28° C, aumento de 100x.

Em contrapartida, ao retornar o milho (dentro do Erlenmeyer) para incubacdo em
estufa a 28° C e realizar posterior plaqueamento direto sobre DG18, houve crescimento para
as amostras submetidas a doses de radiacdo até 5.5 kGy (Figura 9). E possivel que esse
crescimento tenha ocorrido por fungo presente no interior do grao picado. O crescimento de
Aspergillus spp. endbgeno ¢é relatado na literatura, Farias et. al. (2000) obtiveram varios
isolados a partir de graos de milho aparentemente sadios.

Figura 9. Crescimento de cepas padrio submetidas a 5,5 kGy sobre milho picado
(granulometria média 2mm). A. A. ochraceus, observacdo direto do Erlenmeyer; B. A. flavus
em meio DG18.

O processo de diluigdo utilizado favorece o crescimento de fungo que se encontra na
superficie do grdo, enquanto o plaqueamento direto possibilita o crescimento também daquele
armazenado dentro do grao. Borges (2004) ao utilizar diferentes tratamentos pds-radiagcdo
gama para avaliar a radiossensibilidade de espécies de Aspergillus spp., verificou que o
nimero de amostras onde os fungos permaneceram vidveis foi 5% menor para as amostras
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avaliadas por diluicdo seriada, em relacdo as submetidas ao teste de viabilidade por
plaqueamento direto dos graos de milho, trigo e amendoim.

No experimento realizado por Borges (2004), ndo houve diferenga significativa entre
os substratos (amendoim, arroz, aveia, trigo) com relacdo aos valores das doses de radiagdo
gama necessarias para a inativagdo de espécies de Aspergillus. A autora entdo sugere que os
efeitos observados foram ocasionados pela interagdo direta da radiacdo com o ADN do fungo
e ndo por danos indiretos provocados a essa molécula por radicais livres produzidos pela
radiacao no substrato.

Em muitas placas com o meio CYA, nas quais fora colocado o inoculo a partir das
dilui¢des do milho picado, apesar de ndo ocorrerem colonias, foi verificado que havia no meio
uma caracteristica embacgada, que ao microscopio revelou se tratar de conideos germinados
(Figura 10). Foram encontrados até 6,5 kGy, conideos germinados em todas as cepas, com
excecdo de A. ochraceus, para o qual a germinacdo foi observada até 5,5 kGy. Essa
germinagdo provavelmente tenha ocorrido em funcio de reserva de nutrientes disponivel no
conideo, mas ndo prosseguiu até formar micélio, talvez pela incapacidade do fungo irradiado
sintetizar proteinas. Este fato ¢ devido a lesio no ADN, umas das principais alteragdes
relatadas em fungos e outros microrganismos irradiados.

A seqiiéncia esperada do desenvolvimento de fungos do género Aspergillus ¢ ilustrada
na Figura 11. Avaliacdo genética permitiu verificar que mutantes podem ter sua
conidiogénese afetada por ndo aquisi¢do de competéncia para tal ou por ndo desenvolverem
nem ao menos os conididforos (GRIFFIN, 1994), o que pode ter ocorrido no presente
trabalho. Um mutante desse tipo pode requerer uma condi¢do nutritiva especial, além de ser
mais sensivel a situagdes de estresse.

As doses 7 e 8 kGy resultaram em completa inibicdo de germinagdo de conidios,
situacdo parecida foi observada com amendoim em grao. Este quando submetido a 5 kGy teve
reducdo na percentagem de infeccdo de 82% para 17,3% dos graos e nenhuma contaminacao
foi observada com 10 kGy (PRADO et al., 2006).

Figura 10. Aspergillus flavus submetido a 6,5 kGy de radiagdo gama, em milho picado. A.
Visdo da placa (dilui¢do 10™") com meio DG18, apds incubacdo por sete dias a 28°C; B.
Conidios germinados, com aumento de 100x.
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Figura 11. Desenvolvimento esperado de um Aspergillus, representado por A. nidulans, a
partir do crescimento de uma hifa (GRIFFIN, 1994).

4.3.3 Avaliacdo morfoldgica de cepas de Aspergillus controle e irradiadas

Neste trabalho, foram observadas variacdes morfologicas entre cepas controle e
irradiadas, tais como cor, textura e reverso das colonias (Figuras 12 e 13). As principais
mudangas foram a menor producdo de conidios nos isolados irradiados e a grande presenca de
esclerocios em alguns isolados, como observado em A. ochraceus irradiado com 2 kGy,
isolado por dilui¢ao seriada do milho. As alteragdes microscopicas encontradas estdo dentro
das variagdes ja observadas para as espécies, de acordo com Klich (2002). Nas tabelas 16, 17,
18, 19 e 20, sdo colocadas as caracteristicas macro e microscopicas das cepas controle e
irradiadas de A. flavus, A. parasiticus, A. niger, A. carbonarius e A. ochraceus,
respectivamente e, seu padrdo descrito na literatura (KLICH, 2002). Os dados de medidas
microscopicas foram obtidos por média de dez medigdes. Essas tabelas podem ser observadas
no Anexo E.

o

A |

&=

“F“iglrjl"d 12. Cacteristicas orfolgicas de Aspergillus parsiticus sobre G25N ¢ CY20S
incubados sete dias a 25° C e CYA incubado por sete dias a 37° C. A- controle; B- mesmo
fungo apos irradiacao com 2,5 kGy.
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Figura 13. Caracteristicas morfologicas de Aspergillus carbonarius sobre G25N ¢ CY20S
incubados sete dias a 25° C e CYA incubado por sete dias a 37° C. A- irradiado com 1 kGy;
B- mesmo fungo apds irradiagdo com 2,0 kGy.

Alguns trabalhos foram conduzidos para avaliar o potencial da radiagdo ionizante
como agente mutagénico. Cordeiro et al. (1995) compararam a eficicia de trés agentes
mutagénicos sobre o fungo Metarhizium anisopliae, utilizado no Brasil para controle
biologico de pragas de pastagens e de culturas de cana-de-agucar. Foram selecionadas doses
que proporcionassem de 1 a 5% de sobrevivéncia. Verificaram que a radiagdo gama foi o
mutagénico mais eficiente com uma porcentagem de obtengdo de mutantes auxotroficos de
aproximadamente 0,2%, seguido pela luz ultravioleta (0,12%) e pelo acido nitroso (0,06%).

Radiag¢do gama produz principalmente mutagdes aleatdrias no ADN; luz ultravioleta é
uma radia¢do que produz principalmente danos nos pares de bases do ADN; 4cido nitroso é
um mutagénico quimico que produz desaminacao dos componentes do ADN (CORDEIRO et
al. 1995).

Fungos mutantes morfologicos podem ser distinguidos visualmente, pelas alteragdes
na cor, textura quando comparados aos representantes ndo irradiados (CORDEIRO et al,
1995). Ao longo do trabalho, foi observado que ao submeter os fungos irradiados a repiques
sucessivos em meio de cultura, os mesmos tendem a voltar a apresentar caracteristicas
morfologicas muito proximas ao padrao ndo irradiado. Os nutrientes disponiveis no meio,
associados as condi¢des adequadas de temperatura favorecem o crescimento dos fungos. O
retardo no crescimento € a menor producdo de conideos (micélio reprodutivo) foram mais
intensamente visualizados apds o primeiro isolamento do fungo submetido a irradiagao.

4.3.4 Estudo da ultraestrutura

No estudo por microscopia eletronica de transmissdo, foi observado que em
isolados fungicos ndo irradiados, a parede celular aparece uniforme e completamente rodeada
por uma intacta camada fibrilar. A membrana plasmatica também aparece com formato
uniforme em todas as partes. Todas as organelas, tais como o nucleo, mitocondrias, reticulo
endoplasmatico, vactolos, granulos eletrodensos e septos exibiram aspecto normal (Figura
14).
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Em isolados fungicos tratados por radiacdo gama, alteracdes ultraestruturais sao
detectadas na parede celular, membrana plasmatica e ao nivel de citoplasma. A maior
variagdo patologica foi verificada ocorrer sobre sistemas endomembranosos. A radiacdo gama
afeta principalmente membrana plasmética e a membrana das organelas, em especial, do
nucleo e mitocdndria. Sdo notados sinais de inicio de depressdo celular, incluindo alteragao da
forma e hifas dilatadas, aumento de vacualizacdo do citoplasma, acompanhado de fusdo de
vacuolos, aumento de septo e precoce degradacao de granulos eletrondensos. No isolado de A.
ochraceus submetido a 2 kGy de radiagdo gama e isolado por dilui¢do seriada a partir do
milho (Figura 15), foi observada completa autolise e desorganizagdo do citoplasma da hifa,
caracterizada por ruptura de membranas, acompanhada por destruicdo e ruptura da membrana
plasmatica com massiva fusdo de vesiculas.

Os efeitos da irradiagdo foram mais intensos no meio intracelular dos esporos flngicos

que na parede celular, como observados por Aquino et al. (2005) ao usarem teste de
fluorescéncia (FDA-BE) para avaliar a viabilidade de fungos em amostras de milho
irradiadas. Esses autores justificam tal encontro em fun¢do do maior contetido hidrico e,
conseqilientemente, do maior efeito de compostos radioliticos no interior celular.
Evidéncias ultraestruturais de alteracdes na membrana plasmatica, com interrupgdes a
intervalos variaveis e formacdo de pequenas vesiculas dentro do citoplasma, j& foram
encontradas em conseqiiéncia ao uso do biocida Akacid®™™* sobre A. parasiticus, verificado
por microscopia eletronica de transmissdo (RAZZAGHI ABYANEH et al., 2006). A partir de
micélio fungico exposto a diferentes concentragdes fungistaticas, verificou-se o efeito do
biocida ao nivel de membrana plasmatica da hifa e ndo foram observados danos 6bvios a
parede celular. Foi observada também uma marcada deplecdo do conteudo citoplasmatico da
hifa, com ruptura de membranas de organelas como nucleo, mitocondria e reticulo
endoplasmatico, demonstrando que o quimico passa pela parede celular, mas também pela
membrana plasmatica.

A alteragdo em membranas de organelas e membrana plasmatica observada no
presente trabalho, quando o fungo foi submetido a radiacdo gama, também ¢ relatada como
uma propriedade antifungica do 6leo essencial de Thymus spp. avaliado sobre A. niger
(RASOOLI et al, 2006). E, essas alteragdes sdo correlacionadas a interferéncia com reagdes
enzimaticas necessarias a sintese de membranas e parede, o que afeta a morfologia e o
crescimento fungico (RASOOQOLI et al, 2005).
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Figura 14. Fotomicrografia por microscopia eletronica de transmissdo de Aspergillus
ochraceus controle (0 kGy), aumento (x 16700). CW: corpos Woronin; GE: granulos
eletrondensos; N: nucleo; NO: nucléolo; M: mitocondria; MP: membrana plasmatica; P:
parede celular; S: septo; V: vactolo.
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Figura 15. Fotomicrografia por microscopia eletronica de transmissdo de Aspergillus
ochraceus irradiado com 2,0 kGy, isolado por dilui¢ao seriada do milho. Aumentos: A (x
5800); B (x 20700); C (x 13100); D (x 34600). CW: corpos Woronin; N: nucleo; M:
mitocondria; MP: membrana plasmatica; P: parede celular; S: septo; V: vactiolo; VF: fusao de
vacuolo; VMP: vesicula.
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4.3.5 Perfil toxigeno

O uso da irradiacdo tem sido proposto como um processo apropriado para eliminar
fungos toxigenos, antes da producdo de micotoxinas (REFAI et al., 1996). Entretanto, a
possibilidade de alimentos irradiados serem mais susceptiveis a subseqiiente infec¢do por
fungos toxigenos ou que os fungos possam ser estimulados a produzirem mais toxina apos
exposicao a radiagdo gama foi relatado por Paster e Bullerman (1988).

No campo da pesquisa com irradiacdo para a descontaminagdo fungica, o ponto
de maior conflito entre pesquisadores diz respeito a capacidade de diferentes fungos
produzirem micotoxinas apds terem sido irradiados, o que tem sido avaliado sob diferentes
condi¢des laboratoriais.

Neste trabalho, cepas depois de irradiadas e repicadas em meio de cultura para
verificar produgdo de toxina, sob as mesmas condigdes, apresentaram perfil distinto.
Aspergillus parasiticus (NRRL 2999) controle ¢ dois isolados irradiados com 2,5 kGy
produziram respectivamente, 8,5815 pgg’, 51,724 ug g e 68,6406 pg g de AFB,. Esses
resultados mostram que as condigdes de irradiagdo usadas para eliminar o crescimento
fingico no presente trabalho, induz aumento da capacidade toxigena com 2,5 kGy nesta
espécie.

Para a cepa de A. flavus (NRRL 5520) controle ndo foi detectada a produgdo de
aflatoxinas, enquanto a mesma cepa apos 4 kGy de radiacdo gama produziu 0,8 pg ml™ de
AFB,.

Aspergillus niger (ATCC 1004) controle produz 5,344 ng ml”' de OTA. O isolado
submetido a 2 kGy de radiagdo gama obtido por diluigio seriada produziu 1,7 ng ml™,
enquanto outro isolado também submetido a 2 kGy, porém isolado a partir de plaqueamento
direto do milho produziu 38,72 ng ml™' de OTA.

Aspergillus ochraceus (NRRL 3174) controle mostrou-se grande produtor de OTA,
com 51,108 pg ml”'. OTA nio foi produzida por isolado obtido por dilui¢io seriada do milho
apds 2 kGy de radiagdo. Enquanto que outro isolado obtido por plaqueamento direto do
milho, apds 3,5 kGy, produziu 101,472 ug ml™ de OTA.

A producdo de toxina ¢ aparentemente suprimida quando o numero de esporos por
volume de substrato excede a certo nivel (KARUNARATNE; BULLERMAN, 1990).
Ferreira-Castro et al. (2007) atribuem o aumento observado na produgdo de fumonisina por F.
verticillioides em milho irradiado com 2 kGy, quando comparado ao controle ndo irradiado,
ao menor tamanho do indculo. Entretanto, esses mesmos autores, encontraram uma menor
producdo de fumonisina apds a dose 5 kGy, que ainda apresentou uma contagem residual. O
tamanho do indculo também foi decisivo sobre amendoim, Gunterus et al. (2007) observaram
que o acumulo de aflatoxina aumentou com a reducdo do indculo fingico.

A cepa flingica, as condi¢des de estocagem, a umidade do substrato ¢ a dose de
radiagdo utilizada afetam o crescimento fungico e a producdo de micotoxinas (AZIZ;
MOUSSA, 2002). No presente trabalho, foram utilizadas cepas de referéncia e o perfil
toxigeno foi avaliado antes e apds a irradiagdo. Foi verificado que cepas irradiadas e isoladas
do milho pelo método de dilui¢do seriada mostraram-se menos produtoras que o padrio ou
mesmo, ndo produziram toxina. Em contrapartida, o aumento do potencial toxigeno foi
observado pelas cepas isoladas por plaqueamento direto do milho. Neste ultimo caso,
favoreceu-se a estrutura fingica que estava no interior do grao de milho.

A resposta adaptativa de fungos toxigenos a condi¢des ambientais desfavoraveis
também j& foi estudada para o uso de fungicidas, quando se verificou que o uso desses
quimicos pode estimular a produgdo de toxina pelos fungos resistentes e sobreviventes
(D’MELLO; MACDONALD, 1997). Observou-se que o uso de aditivos (preservantes) em
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alimentos estimula uma maior producdo de toxina (Barbato, 2008)*. Fernandes (2008)*
verificou que cerca de 80 % das cepas de A. flavus isoladas de ra¢des para cdes sdo
aflatoxigenas. Essas racdes passam por peletizagdo, processo que reduz a contaminagdo
fingica, porém as cepas isoladas apresentam grande potencial toxigeno. Esses relatos
reforcam a hipotese de que situagdes de estresse induzem uma maior producao de toxina pelos
fungos.

Ao somar a ocorréncia de alteragdes morfoldgicas com mudangas na habilidade em
produzir toxina de cepas irradiadas, supde-se que a irradiacdo possa induzir alteragdes de
caracteristicas genéticas em fungos toxigenos. O que esta de acordo com relatos anteriores,
Chelack et al. (1991) observaram a ocorréncia de variantes de A. ochraceus, a partir de
irradiagdo em cevada com 1 kGy. A partir da cepa original com conideos de cor ocre,
isolaram cepas com conideos de cor amarela, branca e com produ¢do de pigmento vermelho
que se difunde no meio. As cepas variantes tiveram aumentada sua capacidade de produzir
ocratoxina A, permaneceram estaveis e apds meses continuaram a exibir esse maior potencial
ocratoxigeno. Esses mesmos autores consideram existir uma possivel relagdo inversa entre
intensidade (escuro) da colora¢do da colonia de cepas de Aspergillus ochraceus e sua
produgdo de ocratoxina A. Em seu trabalho, cepas que apresentavam pigmento vermelho
soluvel no meio de cultivo produziram bem menos que as cepas com conideos amarelos, a
qual teve producdo inferior a cepa com conideos de cor branca.

A produgdo de micotoxinas por Aspergillus esta associada com morfogénese. O gene
veA ¢ requerido para a produgdo de intermediarios de aflatoxinas por A. parasiticus, bem
como para a formacao de estruturas de resisténcia conhecidas por esclerdcios (CALVO et al.,
2004). Esse mesmo gene também controla a producdo por A. flavus de aflatoxinas, ACP e
aflatrem (DURAN et al., 2007). Essas conclusdes foram atingidas ao verificar que a presenga
de gene veA mutante comprometeu, tanto as caracteristicas morfoldgicas, como a produgao de
micotoxinas. Ao inibir a atividade desse gene, afeta-se a sobrevivéncia de A. parasiticus e A.
flavus, tendo em vista que ele é necessario a formagao de esclerocios (DURAN et al., 2007).

As mutagdes ocorrem de forma espontanea na natureza e constituem um recurso
bioldgico necessario a evolucdo das espécies. A radiagdao ionizante tem sido avaliada por
pesquisadores para a producao de mutantes, selecionados para a producao de determinadas
substancias. Um exemplo ¢ a selecdo de levedura mutante, produtora de maiores quantidades
de carotenoide (SUN et al., 2004). No entanto, ha de se preocupar com o tipo de alteragdo
induzida em fungos potencialmente toxigenos contaminantes de cereais e ragoes.

As doses de radiagdo ionizante autorizadas para fins quarentenarios no Brasil variam
de 50 a 300 Gy (0,05 a 0,3 kGy) (MAPA, 2007), cujo objetivo ¢ a desinfestagdo de insetos-
praga. Aplicacdes inferiores a 1 kGy sdo consideradas doses baixas de radiagdo (SHARMA,
1998). Para a reducdo da micobiota sdo necessarias doses médias de radiagao (1 a 10 kGy),
usadas no tratamento de carnes bovinas, de frangos e para descontaminacdo de temperos
(SHARMA, 1998). No presente trabalho, observou-se a ocorréncia de alteracdes na
morfologia e fisiologia fingicas (producdo de toxina) com doses médias de radiacdo gama (2
a 4 kGy).

4.3.6 Avaliacdo genética de Aspergillus por polimorfismo de ADN amplificado ao acaso

A técnica de RAPD baseia-se na repeticdo ciclica da extensdo enzimatica de
iniciadores (pequenas seqiiéncias complementares de ADN) que se anelam nos dois extremos
opostos de uma fita de ADN que serve como molde. Nesta, utiliza-se apenas um unico primer
ao invés de um par, e esse primer tem sua seqiiéncia arbitraria e, portanto, sua seqiiéncia alvo

* Dados submetidos & publicagdo.
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¢ desconhecida (ARAUIJO et al., 2003). Ja foi utilizada com sucesso em Aspergillus spp., tais
como em A. fumigatus (LIN et al. 1995), e A. ustus (RATH et al., 2002).

Os marcadores moleculares constituem regides do genoma possiveis de serem
detectadas e sua presenca ou auséncia pode caracterizar um organismo cuja seqiiéncia e
fun¢@o, na maioria das vezes, sdo desconhecidas (GOSTIMSKY et al., 1999). Neste trabalho,
utilizou-se trés marcadores moleculares, cujos produtos de amplificagdo para as distintas
cepas fungicas sao mostrados nas figuras 16, 17 e 18. Trés isolados ndo se desenvolveram nao
sendo possivel avalia-los. Dentre esses, dois de A. ochraceus e como restou apenas uma cepa
irradiada desta espécie, a mesma foi retirada da avaliagdo dos resultados genéticos.

Ao observar o dendograma de similaridade (Figura 19), verifica-se um bom
agrupamento e observa-se que, apesar de apresentar algumas alteracdes, os fungos se
agrupam de acordo com a espécie fungica. Os numeros da linha superior do grafico
representam a distancia, sendo que quanto mais préximos a zero se unam os fungos, maior a
similaridade. Os niimeros sobre as ramas do dendrograma indicam a robustez do nodo obtido
mediante 1000 interagdes dos agrupamentos possiveis (analise de bootstrap), considerando-
se valores acima de 70 bons.

Os isolados de A. carbonarius (UFPE 1546) submetidos a 5 kGy e 2 kGy de radia¢do
gama, respectivamente, obtidos a partir de plaqueamento direto do milho em meio DGIS,
apresentam alto grau de similaridade entre si (> 90 %). Uma pequena diferenca foi observada
em relagdo a cepa padrdo de A. carbonarius nao irradiada (0 kGy). No entanto, pode-se dizer
que as cepas irradiadas ndo sofreram mudangas significativas no genoma, a0 menos com 0s
trés marcadores moleculares utilizados, pois mantém um grau de similaridade superior a 85 %
em relacdo a cepa padrao original.

As cepas de A. niger (ATCC 1004) padrio e irradiada com 2 kGy (esta tltima obtida
apods diluicdo seriada do milho) possuem grau de similaridade superior a 90 %. Observa-se
também que esses dois isolados formam um grupo com os isolados de A. carbonarius,
anteriormente descritos, o que ¢ justificavel, pois pertencem a mesma secdo (Subgénero
Circundati — Secao Nigri).

Quando se observa os isolados de A. parasiticus (NRRL 2999) padrio e irradiado com
3,5 kGy e 5,0 kGy de radiacdo gama, nota-se similitude acima de 95 %, apesar de ser
perceptivel uma pequena alteragdo gendmica para o isolado irradiado com 5 kGy.

Os isolados de A. flavus (NRRL 5520) submetidos a 3,5 e 5,0 kGy de radiagdo gama,
respectivamente, apresentam similitude proxima aos padrdes (ndo irradiados) e ao isolado por
diluicdo do milho irradiado com 2 kGy. Esses cinco isolados formam um grupo com os
pertencentes ao A. parasiticus. Essas espécies sdo fechadamente relacionadas, o que esta de
acordo com sua classificagdo taxondmica: A. flavus e A. parasiticus pertencem a se¢do Flavi
do Subgénero Circundati.

O isolado de A. parasiticus, irradiado com 2,0 kGy, repicado a partir do processo de
dilui¢do seriada, encontra-se isolado dos outros grupos.

Os isolados irradiados de A. ochraceus ndo apresentaram crescimento, ndo sendo
possivel sua avaliagdo genética. Esta dificuldade de avaliacao posterior a irradiacdo ¢ relatada
na literatura. Segundo Cordeiro et al. (1995) o ndo crescimento de fungos alterados
morfologicamente em meio proprio indica possivel mutacao auxotrdpica e, fungos submetidos
a radiacdo gama podem apresentar alta freqiiéncia de aberragcdes cromossdmicas, o que
dificulta uma posterior analise genética.

A técnica RAPD usando o primer R108 mostrou ser de execugdo simples e eficiente
em delimitar cepas para estudos epidemiologicos de A. flavus, A. niger ¢ A. fumigatus
isolados de pacientes humanos (RACLAVSKY et al., 2006). No entanto, nio se conseguiu
com esta técnica se isolar grupos toxigenos de atoxigenos. Tran-Dinh et al. (1999), ao usarem
17 primers através da técnica de RAPD sobre 20 isolados de A. flavus e 15 de A. parasiticus,
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encontraram dois grupos em cada espécie, ambos com cepas toxigenas e nao toxigenas.
Nenhuma associacao foi verificada entre RAPD gendtipo e a habilidade para produzir toxina.
Bau et al. (2005) utilizaram RAPD para caracterizar 53 cepas de A. carbonarius produtores ¢
ndo produtores de OTA, através da qual, esses autores verificaram que 49 cepas toxigenas
apresentavam o mesmo padrao, apesar de produzirem diferentes niveis de OTA. Isso significa
que nao foi encontrada correlagdo entre seqiiéncia de bandas (clusters) e nivel de producao de
toxina. No entanto, quatro cepas que formaram um grupo distinto, ndo produziram OTA e foi
considerada a possibilidade de fazerem parte de uma nova espécie de Aspergillus da secdo
Nigri.

A identificagdo por RAPD de diferentes espécies de Aspergillus pode ser usada para
obter uma informacgao rapida e precisa sobre similaridades e dissimilaridades (AIAT, 2006).
Neste trabalho, observaram-se pequenas diferencas de similaridades entre cepas padrdo
irradiadas e ndo irradiadas, em fun¢do da dose aplicada. No entanto, 0 RAPD genotipo nao
chega a realizar uma segrega¢do, ao menos com os trés marcadores genéticos utilizados. A
ndo observacdo de alteracdo genética significativa reforga as conclusdes obtidas a partir dos
resultados da avaliagdo morfoldgica. Foi observado durante a execucdo deste trabalho que
cepas irradiadas, logo que dispostas em meio de cultivo, apresentam alteragdes morfoldgicas
que as diferem do padrao nao irradiado. Porém, ao serem submetidas a repiques sucessivos,
passam a apresentar morfologia muito préxima ao padrdo. A irradiagdo induz a um estresse
afetando metabolicamente e, ao ser fornecido nutriente e condigdes adequadas de crescimento
aos fungos, essa alteragdo fisioldgica é superada. Esses achados sugerem que cepas irradiadas
podem voltar a se desenvolver, deteriorando o substrato, desde que sejam fornecidas
condi¢des para seu crescimento.
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Figura 16. Produtos de amplificagdo por RAPD obtidos a partir de espécies de Aspergillus spp. E mostrada a amplificagdo com o primer R 108.
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Figura 17. Produtos de amplificagdo por RAPD obtidos a partir de espécies de Aspergillus spp. E mostrada a amplificagdo com o primer R 151.
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Figura 18. Produtos de amplificagdo por RAPD obtidos a partir de espécies de Aspergillus spp. E mostrada a amplificagdo com o primer UBC90.
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Figura 19. Dendograma de similaridade genética, obtido a partir dos produtos de amplificagdo por RAPD com os primers R108, R151 ¢ UBC90
para isolados de Aspergillus spp. controles e irradiados. A escala superior representa a distincia taxonomica.
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4.4 Irradiacdo de Aflatoxina B;

Além da micobiota deteriorante, preocupa a ocorréncia de micotoxinas. Existem
estudos sobre a redug¢do da concentragdo de aflatoxinas (RUSTOM, 1997) e ocratoxina
(REFALI et al., 1996) por exposicdo a radiacdo gama. Trabalhos prévios demonstram que a
dose requerida para reduzir a toxina ¢ superior a necessaria para inibir o crescimento fingico.

No presente trabalho, a aflatoxina B; na concentragcdo de 500ppb foi irradiada com 4 e
8 kGy. Ao realizar a leitura das placas de CCD verificou-se que para ambas as doses, ndo foi
detectada fluorescéncia, o que indica a degradag¢dao da AFB, (Figura 20).

Aflatoxina € resistente a radiagdo gama em condi¢des secas, mas mostra-se sensivel
em solucdes aquosas (PATEL et al., 1989).

Padréao Padrao

0 kGy

Figura 20. Cromatografia em camada delgada de AFB, na concentragdo de 500ppb (0,5 pg
ml™") submetido a 0, 4 ¢ 8 kGy de radiagio gama. Foi injetado 15 pl das amostras, trés
aplicacdes cada, ¢ 5 pl do padrio de AFB; com 18,0645 ug ml™.

Aquino et al (2005) verificaram que a degradacdo de AFB; e AFB, foi maior com a
dose de 2 kGy quando comparada a de 5 kGy, justificado pelo fato da A, ter sido diferente,
0.91 e 0.88 para o milho irradiado com 2 e 5 kGy respectivamente. A redugdo de AFB,
(97,6% a 2 kGy, 94% a 5 kGy) foi mais eficiente que a reducdo de AFB; (68,9% a 2 kGy,
46% a 5 kQGy). A dose de 10 kGy resultou em completa reducdo tanto de AFB; quanto de
AFB;.

Aziz et al. (2007) verificaram que 5 kGy inativou fumonisina B; por 96,6%, 87,1% e
100% em trigo, milho e cevada, respectivamente. A dose de 7 kGy foi suficiente para
completa destruicdo de fumonisina B; em trigo e milho. A contaminacdo natural inicial de
fumonisina B; era de 0,5 pug g, 5,8 ug g’ e 13,2 pg g para cevada, trigo e milho
respectivamente. A redugdo total da contaminacdo em cevada com dose mais baixa em
relacdo aos outros substratos provavelmente deveu-se a menor concentragao inicial.

Prado et al. (2003), ao irradiarem amendoim com 15, 20, 25 e 30 kGy, conseguiram
uma reducdo de 69-74% e 55-62% para amostras naturalmente contaminadas com 248 e 85
ng kg de aflatoxina B,.



Aziz e Youssef (2002) descrevem que o tratamento de alimentos e produtos agricolas
com 5 kGy destroi 44-48% de aflatoxina B;, 16-20% de ocratoxina A e 56-75% de
zearalenona, enquanto 10 kGy resultou em 82-88% de reducdo de AFB;, 88-94% de
zearalenona e apenas 44-48 de OTA. AFB, foi completamente destruida com 20 kGy.

Aflatoxinas sdo altamente resistentes a varios tratamentos fisicos e quimicos (PATEL
et al., 1989). Destruicdo completa de AFB; em amendoim naturalmente contaminado com
niveis de 86 ¢ 248 pg kg™ ndo foi alcangada mesmo com doses de até 30 kGy (PRADO et al.,
2005).
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5 CONCLUSOES

1) A contagem flngica decresce com o aumento da dose de radiacdo aplicada. E, a dose 8
kGy foi eficiente em eliminar a micobiota de ingredientes e ra¢do avicola.

2) Dos fungos que resistiram a dose 3,5 kGy, Cladosporium spp., Aspergillus spp. e Fusarium
spp. foram os géneros predominantes.

3) A inativagdo de cepas de referéncia de Aspergillus spp. em meio CYA foi observada a
partir de 1,5 kGy, sendo que a dose 4,5 kGy foi responsavel pela inativacdo de todas as
colonias. Ha diferengas na radiossensibilidade entre espécies ¢ Aspergillus parasiticus
mostrou-se a mais radiorresistente.

4) A macroscopia dos fungos irradiados mostra diminuicdo da conidiogénese e aumento da
ocorréncia de estruturas de resisténcia, como os esclerocios. Alteragdes ultraestruturais foram
observadas principalmente em nivel de membrana plasmatica e de organelas, em especial
nucleo e mitocondrias.

5) Irradiagdo com as doses 2,5 ¢ 4 kGy, em milho, estimulou a produg¢do de AFB; por A.
parasiticus e A. flavus, respectivamente.

6) Aspergillus niger exposto a 2,0 kGy de radiagdo gama e A. ochraceus a 3,5 kGy, ambos em
milho, aumentaram a producao de ocratoxina A.

7) O processo fisico de irradiagdo altera a morfologia e promove o aumento na produgdo de
toxina apos exposi¢do de Aspergillus spp. a doses médias de radiagdo gama (2 a 4 kGy). Ndo
foram observadas alteragdes significativas no genotipo fingico, ao menos com os trés
marcadores utilizados, através da técnica de RAPD. As alteragdes morfologicas, em funcao do
estresse metabolico induzido pela irradiagdo, sdo superadas ao fornecerem nutrientes e
condi¢des adequadas ao desenvolvimento dos fungos. Dessa forma, sugere-se que fungos
expostos a irradiagdo podem voltar a se desenvolver e deteriorar o substrato, desde que
fornecidas condicdes para seu crescimento.
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ANEXO A - Célculo do tempo de irradiacéo

O calculo do tempo necessario de exposi¢do das amostras aos raios gama, necessarios
para atingir a dose de radiacdo pretendida, foi realizado através de um programa desenvolvido
pelo Dr. Hélio Vital. Para cada amostra ¢ dose foi calculado o tempo especifico. Como
exemplo, segue o calculo do tempo de exposi¢do para as amostras de 2 kGy (cepas de
referéncia em milho picado). Foi considerada a altura média de todas as amostras, depois de
acondicionadas na gaveta do irradiador, de sete cm (14 /2 cm).

TEMPO DE EXPOSICAO
GAVETA NO CENTRO DA CAMARA SUPERIOR DO BPCDI
Autor: Helio C. Vital (IPE, Out. 1999)

Data (ex: 19,10,2000)? 24,5,2007

Dose Média Total Desejada (Gy)? 2000

Diametro ou Altura Maxima da Amostra (cm)? 14
Densidade da Amostra (g/cm3)? 0.2

Geom. Amostra: Esf.(=1); Cil.(=2); Ret.(=3)? 2

Fatores para Calculo da Taxa de Dose Efetiva
Decaimento  Altura Auto-Atenuacdo Build-Up Total
0.8455 0.7558 0.9767 1.0000  0.6241

Taxa Média : 21.470 Gy/min
Tempo de cada Meia Exposi¢ao: Oh 46m 17.2s
Tempo de uma Exposi¢ao Continua: 1h 32m 51.7s

Observacoes:
Amostras devem ser giradas 180 graus no meio da irradiacao
Transitos da fonte ndo devem ser incluidos na cronometragem

Erros sistematicos médios estimados: 3 - 8%

Outro Calculo (SouN) ?
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ANEXO B - Calculo de producéo de toxina

e Aspergillus parasiticus (0 kGy)

Ao comparar o padrao com a amostra em CCD, verificou-se que: 2 puL da amostra era
equivalente a 2 pL padrdo. O padrdo foi previamente quantificado por espectrofotometria em
3,4 ug/ml de AFB, Dessa forma os céalculos de producao foram feitos como descritos abaixo.
1000 pL — 3,4 ug AFB;

2 uL (injetado) —— X =0,0068 ug AFB;

2 pL amostra — 0,0068 ng AFB;
500 puL (volume ressuspendido) —— X =1,7 ug AFB;
0,1981 gr micelio 1,7 ng AFB,;

1 gr micelio —— X =28,5815 ug AFB;

Quantidade de toxina detectada: 8,5815 ug AFB;

* A parasiticus (2,5 kGy)*
Ao comparar o padrdo com a amostra em CCD, verificou-se que: 2 pL da amostra era
equivalente a 6 uL padrao.

1000 pL —— 3,4 ug AFB,

6 uL —— X =0,0204 ng AFB;

2 uL amostra — 0,0204 ng AFB,
500 puL (volume ressuspendido) —— X =5,1 ug AFB;
0,0986 gr micelio 5,1 ug AFB,

1 gr micelio —— X =51,7241 pg AFB;

Quantidade de toxina detectada: 51,7241 pg AFB;

e A. parasiticus (2,5 kGy) 2
Ao comparar o padrao com a amostra em CCD, verificou-se que: 2 pL da amostra era
equivalente a 6 uL padrao.

1000 pL — 3,4 ug AFB,

6 uL —— X =0,0204 ng AFB;

2 pL amostra — 0,0204 ng AFB,
500 pL (volume ressuspendido) —— X =5,1 ug AFB;
0,0743 gr micelio 5,1 ug AFB;

1 gr micelio —— X =68,6406 ug AFB;

Quantidade de toxina detectada: 68,6406 g AFB,

71



ANEXO C - Férmulas dos meios de cultura

1. Agar Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC)

Glicose 10g
Peptona bacterioldgica 5¢g
KH2PO4 1 g
MgSO4.7H20 0,5 g
Agar-agar I5g
Rose Ben%ala 25 mg
Dichloran 2 mg
Cloranfenicol 100 mg
Agua destilada 1000 ml

*5 % m/v em adgua — 0,5 ml
®0,2 % m/v em etanol — 1 ml

Esterilizar por autoclavagdo a 121° C por 15 minutos. O pH final deve estar entre 5,5 e 5,8.
Armazenar o meio preparado protegido da luz, pois os fotoprodutos de Rose Bengal sdo
inibidores fungicos.

2. Agar Dichloran Glicerol 18 % (DG18)

Glicose 10g
Peptona bacteriologica 5¢g
KH2P04 1 g
MgSO4.7H20 0,5 g
Agar-agar I5¢g
Glicerol 220 g
Dichloran® 2 mg
Cloranfenicol 100 mg
Agua destilada 1000 ml

20,2 % m/v em etanol — 1 ml

Esterilizar por autoclavacdo a 121° C por 15 minutos. O pH final deve estar entre 5,5 ¢ 5,8.

3. Agar Dichloran Cloranfenicol Peptona (DCPA)

Glicose 10g
Peptona bacteriologica S5¢
KH2PO4 1 g
MgS0,4.7H,0 0,5¢g
Agar-agar I5¢g
Dichloran® 2 mg
Cloranfenicol 100 mg
Agua destilada 1000 ml

20,2 % m/v em etanol — 1 ml

Esterilizar por autoclavagdo a 121° C por 15 minutos. O pH final deve estar entre 5,5 e 5,8.
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4. Agar Extrato de Malte (MEA)

Glicose

Peptona bacterioldgica
Extrato de malte
Agar-agar

Agua destilada

lg
20g
20g
20g

1000 ml

Esterilizar por autoclavagdo a 121° C por 15 minutos. O pH final .

5. Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA)

Sacarose 30g
Czapek concentrado 10 ml
Solugao traco de metais I ml
KH2PO4 1 g
Extrato de levedura 5¢g
Agar-agar I5¢g
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar por autoclavacdo a 121° C por 15 minutos. O pH final 6,7.

Czapek concentrado

NaNO; 30g
KCl1 S5¢g
FeS0O,4.7H,0O 0,1g
MgSO4.7H20 0,5 g
Agua destilada 1000 ml

Solucéo traco de metais

CuS04.5H,0 05¢g
ZHSO4.5H20 1 g
Agua destilada 100 ml

As solugdes podem ser conservadas sem esterelizacao.

6. Agar Czapek 20 Sacarose (CY20S)

Sacarose 200 g
Czapek concentrado 10 ml
Solugdo traco de metais 1 ml
KH2P04 1 g
Agar-agar I5¢g
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar por autoclavacdo a 121° C por 15 minutos. O pH final .

7. Agar Nitrato Glicerol a 25 % (G25N)

Czapek concentrado 10 mL
Extracto de levadura 37¢g
Glicerol grado analitico 250 ¢g
Agar 12¢g
Agua destilada 750 ml

Esterilizar por autoclavacdo a 121° C por 15 minutos. O pH final .
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8. Agar Folhas de Cravo (AFC)

Colocar de 1 a 5 folhas de cravo, previamente esterelizadas por irradiacdo, em placas
de Petri de 6 cm de didmetro e agregar Agar agua a 1,5% temperado a 45° C (esterelizado por
autoclavacdo a 121° C por 15 minutos.

9. Agar Batata Dextrose (BDA)

Batata 250 g
Glicose 20g
Agar-agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Batatas lavadas e descascadas (250 g) sdo cortadas em pedagos, adicionadas de 500 ml de
agua e fervidas em autoclave a vapor fluente por 45 minutos. Fundir o agar-agar (20 g) com
500 ml de 4gua. Filtrar o caldo das batatas e adicionar o agar. A polpa da batata ¢
homogeneizada para obter um puré e a metade ¢ adicionada ao agar, junto com os 20 g de
glicose. Completar o volume para um litro. Esterilizar por autoclavacdo a 121° C por 15
minutos.

10. Caldo Extrato de Levadura Sacarose (YES)

Extrato de levedura 20¢g
Sacarose 150 g
Agua destilada 1000 ml

* Para preparar o Agar YES acrescentar ao caldo 15 g de agar-agar.

Esterilizar por autoclavagdo a 121° C por 15 minutos.
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ANEXO D — AnAlises Estatisticas

Efeito de diferentes doses de radiacdo gama sobre a micobiota de fubd, avaliado por

contagem geral em meio DRBC. 1° ensaio.

The SAS System
General Linear Models Procedure
Class Level Information

Class Levels Values

DOSE 4 1234

FUNGI 3 123

LOG 12 0 2.004321374 2.303196057 2.478566496 3.301247089
3.477265995 3.602168551 4.113976758 4.176120211 4.204147125 4.255296632
4.278776458

Number of observations in data set = 36

Dependent Variable: LOG

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 98.42477408 8.94770673 64.98 0.0001
Error 24 3.30499459 0.13770811

Corrected Total 35 101.72976867

R-Square C.V. Root MSE LOG Mean
0.967512 25.34015 0.37109043 1.46443643
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
DOSE 3 96.23208371 32.07736124 232.94 0.0001
FUNGI 2 1.08353409 0.54176705 3.93 0.0333
DOSE*FUNGI 6 1.10915627 0.18485938 1.34 0.2775

Univariate Procedure
Variable=RES

Normal Probability Plot
0.9+ *

+H+* e+
bt *
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Plot of RES*PRED. Symbol is value of DOSE.

+H++++

75



[ | I [
RES
1
2
2
2 1
0 +3 2-2 1 11
2 1
-1
2
-2
| | | |
| | [ |
0 2 4 6

PRED
NOTE: 23 obs hidden.

General Linear Models Procedure

T tests (LSD) for variable: LOG
Alpha= 0.05 df= 24 MSE= 0.137708
Critical Value of T= 2.06

Least Significant Difference= 0.361

Means with the same letter are not significantly different.

T Grouping
A

B
C
C

Mean
3.9570
1.9007
0.0000
0.0000

© © © © =2

DOSE

A WODN
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ANEXO E - Caracteristicas morfologicas de cepas de Aspergillus spp. controles e submetidas a radiagdo gama.

Tabela 16. Caracteristicas morfologicas sobre MEA de Aspergillus flavus, cepa controle e submetida a radiagdo gama, comparadas ao padrao

descrito na literatura.

Macroscopicas (colbnias)

Microscépicas

%) Tipo Cor Vesicula Estipe Métulas Fialides Conidios
KLICH (50) 65- Algodonosa, conidio olivaou  Esférica a (250)400- (6)8-10 7-12 x Globoso a

(2002) 70 mm flocosa, verde escuro, alongada, 800x 8-17 (16)x 5-7 (2,5)3-4 eliptico 3-6
especialmente no micélio branco, seriagdo pum pm (5)um pm de
centro reverso incolora  variavel diametro,

amarelo escuro (12)20- parde lisa
45(85) pm ou
finamente
rugosa
60 mm Algodonosa, Branca, marrom Globosa a 428 x 9,3 - 7,26 um  Lisos,

0 kGy micélio reprodutivo  esverdeado no alongada, pum esféricos
escasso, vegetativo  micélio poucas 6um
abundante reprodutivo, bisseriadas,

reverso amarelo 31 x 35um
claro uniforme
55 mm Algodonosa, Branca, mostarda  Globosa a 328 x 8.3 - 5,8 um Lisos,

4 kGy micélio reprodutivo  no micélio alongada, pum esféricos
escasso, vegetativo  reprodutivo, maior 4,4um
abundante reverso marrom presenca de

amarelado a bisseriadas,
marrom claro 28 x 30 um

uniforme
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Tabela 17. Caracteristicas morfologicas sobre MEA de Aspergillus parasiticus, cepa controle e submetida a radiagdo gama, comparadas ao
padrdo descrito na literatura.

Macroscépicas (coldnias)

Microscopicas

%) Tipo Cor Vesicula Estipe Métulas Fialides Conidios
KLICH  60-70 Coldnias flocosas nao densas. Conidio oliva ou verde escuro, (10)20-35 pm, esférica (100)2  Qdo 8-11x3-5  Globoso, 3,5-6
(2002) mm Micélio inconspicous, reverso incolor ou do amarelo ou levemente 50-500 presente: 7- pm pm de diametro,
ocaionalmente com flocos, escuro ao verde escuro alongada, radiada, pm 10 x 3-7 um parede
predomina uniseriada distintamente
rugosa
Cobrem  Baixas e aveludadas, micélio Verde musgo escuro pelo Radiada, bisseriada, 100 x 6x 2,4 um 3x2,4 um Rugosos e
0 kGy a placa reprodutivo abundante e micélio reprodutivo, vegetativo 12 pm 4,8um esféricos 3 x
vegetativo escasso cinza, reverso amarelo marrom 2,4um
claro
2,0kGy 60 mm Baixas com abundante micélio Verde escuro, reverso marrom Radiada  unisseriada 5x24um  Esféricos,
reprodutivo, escasso vegetativo amarelo claro mais escuro no em sua maioria e 140x - rugosos muito
centro espatulada 8-10 pm 4,8 um espinhosos
2x24 pum
2,5kGy 55 mm Abundante micélio vegetativo; Verde escuro, conididéforos Radiada, bisseriada, 80 x 5x2,4 um 3x2,4um  Esféricose
escasso reprodutivo abundantes e baixos; reverso 10 um 2,8 um rugosos 3 x 2,4
marrom amarelo a marrom claro, pm
centro mais escuro
2,5kGy 70 mm Abundante micélio vegetativo; Verde escuro, conididforos Radiada, algumas 100 x 8x2,4 um 3x24um  Esféricos e muito
escasso reprodutivo abundantes e baixos; reverso unisseriadas, 10 um 4,8 um rugosos 2 x 2,4

marrom amarelo a marrom claro,
centro mais escuro

pm
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Tabela 18. Caracteristicas morfologicas sobre MEA de Aspergillus niger, cepa controle e submetida a radiagdo gama, comparadas ao padrao

descrito na literatura.

Macroscopicas (colbnias)

Microscépicas

%) Tipo Cor Vesicula Estipe Métulas Fialides Conidios
KLICH 50-70 Col. granular a conidios negros,  (20)30-75 (300) 400-  12-20 (40)  7-10x3- Globoso
(2002) mm flocosa, micélio micélio branco, um quase 3000 x X 3-6 pm 4 um (3)3,5-4,5(5)
branco e reverso incolor esférica, (7MH12- pum,
incompiscuoso bisseriada, 17(20) um usualmente
rara muito ou
unisseriada levemente
rugoso
65 mm Col. flocosa, Conidios marrom Globosa, 2968,5 x - - Globosos €
0 kGy micélio branco €scuro a negro, esférica e 13,3 um rugosos 4,4
reverso incolor bisseriada pum
45,7 pm
2,0 kGy 57 mm Col. flocosa, Conidios marrom  Globosa, 2765 x 12 18,4 um 6,4 um  Globosos,
micélio branco escuro a negro, esférica e pum levemente
reverso incolor bisseriada rugosos 3,14
49,8 um um
2,0 kGy 59 mm Col. flocosa, Conidios marrom  Globosa, 2587 x 14 11,2 pm 10,9 um  Globoso, liso
micélio branco escuro a negro, esférica e um a levemente
reverso incolor bisseriada rugoso 4,3
45,3 um um
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Tabela 19. Caracteristicas morfologicas sobre MEA de Aspergillus carbonarius, cepa controle e submetida a radiagdo gama, comparadas ao
padrdo descrito na literatura (continua).

Macroscopicas (colbnias)

Microscépicas

%) Tipo Cor Vesicula Estipe Métulas Fialides Conidios
KLICH 55-70 Micélio Conidio negro, 65-90 um (400)1000-  25-40 x 6- 8-12x 5-7  grandes, 7-
(2002) mm inconspicuos ou reverso incolor quase 3500x 15- 11 um um 10 um,
felpudo, micélio ou levemente esférica, 20 pm, globoso,
baixo, estipes amarelo bisseriada paredes
longas rugosas
59 mm Sumergida, Amarelo claro Radiada, 630x 13 Algumas Muito Lisos, algo
0 kGy profunda, sulcada, = com areas mais bisseriada um irregulares amorfas rugosos 8
abundante micélio  escuras dada pelo 64pm em 6um pm
vegetativo, escasso  micélio tamanho 21
reprodutivo e reprodutivo. um
localizado em Conidi6foros
setores escassos, altos,
marrom escuro a
negros. Reverso
sulcado amarelo
claro
55 mm Sumergida, Amarelo claro Radiada, 540 x 12 Forma e Forma e Esféricos
1,0 kGy profunda, sulcada, = com areas mais bisseriada  pm tamanho tamanho  algo
abundante micélio  escuras dada pelo 56um irregular irregular  rugosos 7
vegetativo, escasso  micélio pm

reprodutivo e
localizado em
setores

reprodutivo.
Conidioforos
escassos, altos,
marrom escuro a
negros. Reverso
claro com areas
amarelas mais
escuras
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Tabela 19. Continuagao.

1,5 kGy

2,0 kGy

57 mm

60 mm

Sumergida,
profunda, sulcada,
abundante micélio
vegetativo, escasso
reprodutivo e
localizado em
setores

Sumergida,
profunda, sulcada,
abundante micélio
vegetativo, escasso
reprodutivo e
localizado no
centro da coldnia

Amarelo claro
com areas mais
escuras dada pelo
micélio
reprodutivo.
Conidioforos
escassos, marrom
€SCuro a negros:
altos na periferia
e baixos na zona
central da
colonia. Reverso
claro com areas
amarelas mais
escuras

Amarelo claro
com areas mais
escuras no centro
dada pelo micélio
reprodutivo.
Conidioforos
€scassos marrom
€SCuro a negros:
altos na periferia
e baixos na zona
central da
colonia. Reverso
claro com areas
amarelas mais
escuras

Radiada
S51lum

Radiadas,
bisseriadas
58um

764 x 14 Algumas

um irregulares
em
tamanho 19
pm

880x 13 Irregular na

um forma e

tamanho

7 um

Irregular na
forma e
tamanho

Esféricos
algo
rugosos 7,2
um

Esféricos e
muito
rugosos 7,4
pm
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Tabela 20. Caracteristicas morfologicas sobre MEA de Aspergillus ochraceus, cepa controle e submetida a radiagdo gama, comparadas ao
padrdo descrito na literatura.

Macroscépicas (coldnias)

Microscépicas

@ Tipo Cor Vesicula Estipe Métulas Fialides Conidios
KLICH  44-55 Micélio Amarelo claro a Globosa a 300-1700 6-12x2-6 7-12x2-3  2,5-3,5 um, liso ou
(2002) mm reprodutivo nao amarelo forte, amarelo  alongada, pum pm um finamente rugoso,
denso, ambar; reverso 25-55 um, esférico ou
inconspicuoso a amarelo a laranja claro  bisseriadas levemente eliptico
flocoso
48 mm Baixas, abundante Ocre central Globosa, 140 x 5,3 7,6 pm 5,8 um Esféricos, lisos, 2,8
0 kGy micélio (reprodutivo) e creme  radiada um um
reprodutivo. na periferia. 24,9 um
Escasso vegetativo, Conidioforos
circunscrito auma  abundantes e baixos
zona de 4 mm na cor ocre. Reverso
periferia. Elevacdo =~ marrom escuro no
central de 6 mm centro ¢ mais claro na
coberta de conidios  periferia
35mm Baixas, escasso Ocre central Globosa, 70 a 80 x 8 um 7,2 pm Lisos, esféricos 2,4
2,0 kGy micélio (reprodutivo) e creme  bisseriada 4,8 um pm
reprodutivo. na periferia. Reverso 23 um
Presenca de marrom escuro no
esclerdcios rosas centro e mais claro na
periferia
3,5kGy 42mm Baixas, pouco Ocre central Globosa, Parede 9,7 um 7,9 um Lisos, esféricos 2,5
micélio (reprodutivo) e creme  bisseriada  rugosa, um
reprodutivo. na periferia. Reverso 28,5um marrom
marrom no centro e palida, 230
mais claro na periferia pum
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