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RESUMO

Este trabalho investigou as al-
teracdes morfolégicas do fungo
Aspergillus flavus inoculados em
graos de amendoim e irradiados com
raios gama de "*’Cs. O objetivo foi
estudar por macroscopia o efeito da
radiagdo sobre a morfologia de cepas
de Aspergillus flavus em graos de
amendoim. Os experimentos foram
realizados com amostras de graos de
amendoim in natura (cru e descas-
cado), adquirido em supermercados
da Cidade do Rio de Janeiro. Para
o estudo foi selecionada a espécie
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Aspergillus flavus — CMT 00079. Os
grdos de amendoim foram inoculados
com a cepa fungica e as placas foram
incubadas em cAmara de germinagao
BOD, a25°C, por 5 dias. No sexto dia
as amostras foram submetidas a radia-
cdo gama de uma fonte de césio-137,
com uma taxa de dose de valor médio
em torno de 1,6 kGy/h. As doses ab-
sorvidas foram: 0; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5;
3.0; 3.5; 4.0; 4.5; 5.0; 5.5; 6.0; 6.5;
7.0; 7.5 e 8.0 kGy. Observou-se a ra-
diossensibilidade do fungo com doses
absorvidas de 4.5 a 8.0 kGy com 1,
7 e 15 dias, obtendo-se a inativagdo
com 8.0 kGy. Verificou-se ainda que,
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apds repiques em meios nutritivos,
os isolados irradiados recuperaram a
taxa de crescimento em 15 dias até a
dose de 7.5 kGy.

Palavras-chave: Morfologia. Radiacdo
gama. Radiossensibilidade.

SUMMARY

This study investigated the mor-
phologic changes of the fungus As-
pergillus flavus, inoculated in peanuts
and irradiated with gamma rays from
137Cs. The effects of radiation on the
morphology of Aspergillus flavus



PESQUISH|

were evaluated macroscopically. The
experiments were performed with
samples of peanuts in natura (raw
and peeled) purchased in superma-
rkets in the city of Rio de Janeiro.
For the study was selected the species
Aspergillus flavus - CMT 00079. The
peanuts were inoculated with the
fungal strain and the plates were
incubated in a germination chamber
BOD, at 25 °C for 5 days. On the
sixth day the samples were subjected
to gamma radiation from a source of
cesium-137, with an average dose
rate of approximately 1.6 kGy/h. The
absorbed doses were 0, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5,3.0,3.5,4.0,4.5,5.0,5.5,6.0,6.5,
7.0, 7.5, and 8.0 kGy. Radiosensitivity
in the fungus was observed with doses
between 4.5 and 8.0 kGy, at 1, 7 and
15 days after the irradiation; inacti-
vation was achieved with the dose of
8.0 kGy. The samples irradiated with
doses up 7.5 kGy, recovered the gro-
wth rate within 15 days, after being
subcultured in nutrient media.

Keywords: Morphology. Gamma
irradiation. Radiosensitivity.

INTRODUGAO

s grios adaptam-se a larga

faixa climética dentro das

regides tropicais e subtropi-

cais, com excecao daquelas
excessivamente Umidas. O cultivo de
graos apresenta todo um ecossistema
proprio. Ap6s a colheita, com o pro-
cesso de secagem e armazenamento,
produz-se uma intensa mudanga nos
fatores ecoldgicos, a qual tem reper-
cussdo sobre a micobiota que provém
do campo. Dessa forma, passam a
predominar fungos como Aspergillus
spp. e Penicillium spp. O Brasil apre-
senta deficiéncias nos processos de
producio de grios, seja na colheita e
pos-colheita. No periodo de safra, a
caréncia na rede de armazenamento,

que implica na permanéncia dos graos
no campo, fora dos silos, sujeitos
as intempéries ambientais torna-se
nitidamente percebida. Em relacdo
ao transporte, em sua maioria, é
realizado através de precdria malha
rodovidria. Os grdos sdo sujeitos a
periodos prolongados sob condi¢gdes
de alta temperatura, aumento de umi-
dade, fatores importantes para a perda
da qualidade, seja pelo crescimento
flingico, como também pela producao
de micotoxinas. Essa situagao € preo-
cupante para o agronegocio.

Os fungos sd@o micro-organismos
ubiquos, presentes em diversos cli-
mas, dominando especialmente em
areas mais quentes e sa0 mais comuns
nos trépicos, onde ocorre a maior
diversidade de espécies (PITT &
HOCKING, 1997). Nestas regides,
¢ necessdrio maior aten¢do com a
contaminaco e crescimento de espé-
cies toxigenas nos produtos agricolas
(ALMEIDA et al, 2000).

O Aspergillus é um género de
fungos anamérficos que se reprodu-
zem pela produgdo de fialoconidios
(KLICH, 2002). Possuem grande
versatilidade metabdlica e habilidade
para dispersar seus conidios no am-
biente. Podem manter-se em desen-
volvimento sob condicdes adversas,
tais como baixa umidade e atividade
de dgua (DIONELLO et al., 2000).
Possuem espécies encontradas como
contaminantes em todos locais da Ter-
ra. Dominam especialmente em dreas
mais quentes e s20 mais comuns nos
trépicos (PITT e HOCKING, 1997).

Virias espécies de Aspergillus tém
especial importancia para humanos
e animais devido a capacidade de
produzir metabdlitos téxicos quando
presentes nos alimentos (principal-
mente, A. flavus A. parasiticus e A.
ochraceus). Sdo mais encontradas
como contaminantes de alimentos e
outros materiais nas dreas de clima
tropical e subtropical. Muitas espécies
tém grande capacidade de crescimen-
to e metabolismo em baixa atividade
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de dgua (PITT e HOCKING, 1997).
O género é considerado a maior
causa de degradacdo de produtos
agricolas, tanto antes como apés a
colheita. Além da deterioragdo do
alimento, representantes deste género
tem a capacidade de produzir uma
grande variedade de micotoxinas,
configurando como o toxigeno mais
comum, afetando a cadeia alimentar,
podendo contaminar produtos como
amendoim, nozes, sorgo, soja e outras
oleaginosas (KLICH, 2002), sendo o
A. flavus de particular importancia de-
vido ao seu impacto sobre a agropecu-
aria e a saide humana (DURAN et al.,
2007). O crescimento fungico reduz
o valor nutricional e a digestibilidade
do alimento. Ademais, a producio de
micotoxinas nos graos pode ocasionar
danos diretos a saide dos animais por
meio de casos de intoxicagdo, cha-
mados de micotoxicose, que podem
se apresentar de forma aguda, suba-
guda ou, mais comumente, crénica
(FIGUEIRA et al., 2003). Com base
na literatura disponivel, pode-se dizer
que o melhor método para controlar
a contaminacdo por micotoxinas em
alimentos é prevenir o crescimento de
fungos (SANTURIO, 2000).

A irradiagdo tem sido utilizada
para reduzir ou eliminar a microbiota
de diferentes substratos, como: amen-
doim, arroz, aveia e trigo (BORGES,
2004); milho (AQUINO et al., 2005);
livros e documentos antigos (SILVA,
2006); amendoim (PRADO, 2006) e
guarand em po usado como estimu-
lante (AQUINO et al., 2007).

Os raios gama sdo ondas ele-
tromagnéticas, com alto poder de
penetracdo, que passam através dos
alimentos sem deixar residuos. Essa
técnica se constitui numa vantagem
quando comparada a outros trata-
mentos de desinfec¢do, como, por
exemplo, aqueles que utilizam pro-
dutos quimicos. A irradiacdo além
de eliminar ou reduzir o ndmero
de micro-organismos presentes no
substrato, tem por proposta melhorar
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a qualidade higiénica por reducdo de
agentes deteriorantes, em especial os
fungos (ICGFI, 1995). A irradia¢do
de alimentos ¢ eficiente na redugdo
ou eliminagdo de fungos toxigenos.
Contribui na comercializagdo dos
produtos inécuos, mantendo a quali-
dade dos alimentos no mercado nacio-
nal, podendo contribuir também para
tornar mais competitiva a exportagao
de grdos, com beneficios diretos para
toda cadeia produtiva (ICGFI, 1995).
A dose absorvida depende da con-
taminacao inicial, sensibilidade dos
organismos e proposta do tratamento
(ICGFI, 1995).

H4 ainda muitas lacunas sobre os
efeitos da irradiagdo sobre a mico-
biota do amendoim e sdo necessarios
mais estudos sobre os efeitos desse
tratamento fisico sobre fungos toxi-
genos do género Aspergillus spp. O
presente trabalho objetivou estudar,
por macroscopia, o efeito da radiacao
sobre a morfologia de cepas de Asper-
gillus flavus em graos de amendoim.

MATERIAL E METODOS

As amostras de grios de amen-
doim, in natura e descascado, foram
adquiridas em supermercados da
cidade do Rio de Janeiro (RJ). A
verificacdo da atividade de dgua foi
realizada no Laboratério de Reologia
e Moagem da EMBRAPA, Guarati-
ba/RJ.

Para o estudo, foi selecionada a
espécie Aspergillus flavus — CMT
00079. A cepa foi cedida pelo La-
boratério de Avaliagdo e Promogdo
da Saide Ambiental, da Colecdo
Micolégica de Trichocomaceae do
I0C/ FIOCRUZ. Para a reativagdo
da cepa liofilizada, esta foi inoculada
em placas de Petri contendo o meio
de cultura BDA (Batata Dextrose
Agar) em triplicata, por 10 dias, in-
cubadas em camara de germinagdo
BOD (Fanem-347F), a temperatura
de 25 °C. As andlises micoldgicas
foram realizadas no Laboratério de

Taxonomia, Bioquimica e Biopros-
peccdo de Fungos (LTBBF) do IOC/
FIOCRUZ

Ap6s o crescimento da cepa de
referéncia - Aspergillus flavus CMT
00079, esta foi inoculada em graos de
amendoim e as placas foram incuba-
das em camara de germinacao BOD,
a temperatura de 25 °C, onde perma-
neceram por 5 dias para o crescimento
das coldnias fingicas. No sexto dia as
amostras foram submetidas as doses
de radiacdo gama: 0; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5.5; 6,0;
6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 kGy, no Centro
Tecnolégico do Exército (CTEx) em
Guaratiba, RJ. As placas de Petri com
as amostras foram inseridas no irra-
diador que possui fonte de Césio-137
e posicionadas no volume central do
irradiador, onde a taxa de dose € de
1,6 kGy/h. No interior do irradiador,
a temperatura média foi de 33 °C. Na
metade do tempo de irradiacdo, as
amostras eram reposicionadas para
receber a dose mais uniforme possi-
vel. Os tempos de irradiagdo foram
calculados para cada dose, usando-se
um programa desenvolvido para essa
finalidade. O programa considera o
decaimento da fonte, altura, geome-
tria, densidade das amostras e baseia-
-se no mapeamento dosimétrico do
irradiador (VITAL, 2000). A incerteza
total nas doses foi de = 15%. Apés a
irradiacdo, as placas foram levadas
ao LTBBF-IOC/FIOCRUZ onde de
cada uma das placas irradiadas, foram
retirados graos que foram inoculados
diretamente em placas de Petri con-
tendo o meio de cultura BDA, para
verificar a auséncia ou presenca de
crescimento de coldnias e demais
caracteristicas flingicas, apds a irra-
diacdo. As placas foram incubadas
em camara de germinacdo BOD, a
temperatura de 25 °C, e observou-se
o crescimento das colonias no 19, 7°
e 15° dia.

As caracteristicas macromorfol6-
gicas das coldnias foram observadas
de acordo com o roteiro preconizado
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por Klich, 2002 para identificagcdo de
espécies do género Aspergillus, com
0 objetivo de se observar cor, textu-
ra, reverso, diametro das colOnias e
presenca de estruturas de resisténcia,
como os esclerdcios. As colonias
crescidas e uma colonia controle
(ndo irradiada) foram transferidas
para as placas de Petri, contendo o
meio de cultura MEA (Extrato de
Malte Agar), sendo inoculadas em
3 pontos equidistantes e incubadas
por 7 dias para a observagao da taxa
de crescimento e das caracteristicas
macroscdpicas das colonias. No 7°
dia, foram feitas as leituras das taxas
de crescimento das coldnias com au-
xilio de um paquimetro eletrénico, a
observacdo da coloragdo, aparéncia
geral da col6nia e de seu reverso para
futura comparagdo com a literatura
especifica, visando a confirmagdo da
radiossensibilidade fiingica através
da andlise das caracteristicas macro-
morfoldgicas da espécie Aspergillus
flavus — CMT 00079.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Ap6s a irradiacdo, a taxa de cres-
cimento das coldnias com 1,7 e 15
dias podem ser observadas na Tabela
1. Foi observado que do 1° ao 7° dia
apos a irradiacdo, houve crescimento
com doses 0; 1,0; 1,5; 2,0 ; 2,5; 3,0;
3,5 e 4,0 kGy, demonstrando ina-
tivacdo com 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
7,0; 7,5 e 8,0 kGy. No 15° dia apds
a irradiacdo, houve crescimento com
doses 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5;
4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5
kGy, demonstrando inativagdo com a
dose de 8,0 kGy.

Segundo Klich (2002), o didmetro
normal das col6nias em 7 dias sobre
0 MEA mede de 65-70 (50) mm e em
10 dias sobre 0 MEA mede de 60 a
70 mm. As medidas de crescimento
apos as diferentes doses de irradiacao
podem ser observadas na Tabela 2.

De acordo com as medidas reali-
zadas, foi observado que de 0 a 4.0
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kGy as coldnias se portaram dentro
do intervalo, tendendo a diminuir em
kGy 1 dia 7 dias 15 dias didmetro com o aumento da dose. A
partir de 4.5 kGy, a medida de cres-
cimento tendeu a diminuir, ficando

Tabela 1 - Crescimento de A.flavus CMT 00079 apos diferentes doses de radiagao gama.

0 + + +
1a . . N bem menor em 7.5 kGy. De 4.5 a
’ 7.5 kGy, os didmetros das colonias
1,5 * * * diferiram com os de Klich (2002),
2,0 + + + pois ficaram menores que os valores
2,5 + + + descritos. A partir de 8.0 kGy nao
3,0 + + + houve crescimento.
3.5 + + + Segundo Klich (2002), as car_acte—
n . . . risticas macroscépicas da espécie do
’ género A. flavus sobre o meio MEA
4,5 - - * em 7 dias estdo descritas como: co-
5,0 = = + l16nias pulvurulentas com coloragio
55 - - + esverdeada; textura flocosa; micélio
6,0 a ) n submerso branco, com reverso de
6.5 i i . colorido as vezes amarelo opaco. O
’ esclerécio, se presente, assume cor
7.0 i i * marrom para preto (Tabela 3).
7,5 - - + Foram também observadas na
8,0 - - - Tabela 3 varia¢cdes morfoldgicas entre

Obs. (+) = houve crescimento; (-) = ndo houve crescimento cepas controle e irradiadas, tais como:
cor, textura e reverso das colonias. Em

placas com doses absorvidas de 0 a

Tabela 2 - Diametro das colonias de A. flavus (CMT 00079) incubada por 7 dias sobre MEA. 4.5 kGy foi constatado nas colonias
a presenga de esclerdcios. Nas placas
Doses absorvidas (kGy) Diametro (mm) irradiadas com doses de 3.0 a 4.5 kGy,
0 65.02 foi observada uma gradativa dimi-
nuicdo de esclerécios na cor marrom
10 62,72 claro, desaparecendo completamente
1,5 57,89 em 5.0 kGy . As alteragdes macros-
20 56,14 cOpicas encontradas das doses de 5.0
25 55,50 a 8.0 kGy ndo estdo dentro das varia-
¢oOes ja observadas para a espécie, de

2l 28,17 acordo com Klich (2002).
3,5 50,66 Diferencas na radiossensibilidade
4,0 50,23 entre géneros flingicos sdo discutidas
45 46.32 na literatura, porém nio se discytem
tempo de incubacdo apds irradiacdo
2 e para as andlises micoldgicas, o que
55 2523 € de extrema importancia para ava-
6.0 19.17 liacdo da radiossenssibilidade dos
65 15.48 fungo, o que pode levar a erros con-
clusivos de inativagao ou eliminacao.
e R Blank e Corrigan (1995), veri-
7,5 8,45 ficaram que esporos de Alternaria
8,0 N.C. spp., Curvularia spp. Cladosporium

- - - — spp. foram pelo menos trés vezes
As medidas descritas foram feitas em triplicatas e calculada as pp_ . p . L
suas respectivas médias; NC = ndo cresceu mais resistentes a irradia¢@o, quando

comparados aos géneros Aspergillus
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Tabela 3 - Caracteristicas morfoldgicas e coloracdo das coldnias inoculadas em amendoim, irradiadas e isoladas em meio de cultura MEA 25°C.

Dose Caracteristicas fisicas e coloragao da coldnias A. flavusus CMT 00079 isoladas em meio de
(kGy) cultura MEA
0.0-2.0 Col6nia esférica, centro elevado, verde oliva, textura flocosa; micélio branco com revers o de verde
2.5 Colbnia esférica, centro elevado, verde oliva, textura flocosa; micélio branco com reverso de branco
3.0 Col6nia esférica, centro elevado, verde oliva, textura flocosa; micélio branco com reverso de verde
3.5 Colbnia esférica, centro elevado, verde oliva, textura flocosa; micélio branco com reverso de verde
4.0 Col6nia esférica, centro elevado, verde oliva, textura flocosa; micélio branco com reverso de verde
4.5 Colbnia esférica, centro elevado, verde oliva textura flocosa; micélio branco com reverso verde
5.0 Colbnia esférica, verde oliva castanho, textura flocosa; micélio branco com reverso verde
5.5 Coldnia esférica, amarelo cinzento, textura flocosa, micélio branco amarelado com reverso laranja
6.0 Colbnia esférica, verde oliva, textura flocosa; micélio branco amarelado com reverso de verde
6.5 Col6nia esférica, verde oliva, textura flocosa; micélio branco amarelado com reverso de verde oliva
7.0 Colbnia esférica, verde opaco, textura flocosa; micélio verde opacocom reverso verde cinzento
7.5 Coldnia esférica, verde claro, textura aveludada; micélio verde opacocom reverso verde cinzenta

spp. € Penicillium spp. A resposta
diferencial desses fungos sugere a
presenca de macroconideo de parede
espessa, que pode conferir prote-
¢do (as andlises micoldgicas nesse
experimento foram inoculadas em
um dia e observadas no sétimo dia).
Maity (2004), ao irradiar sementes,
verificou que Aspergillus submetido
a 4.0 kGy nao sobreviveu, enquanto
Alternaria persistiu, sendo que as
andlises micoldgicas nesse experi-
mento foram inoculadas em um dia
e observadas no sétimo. Este autor
demonstrou a radissensibilidade do
fungo do género Aspergillus spp.
em 4.0 kGy o que € coerente com o
fator tempo de 7 dias. Borges (2004),
observou no sétimo dia apds a ino-
culagdo a radiossenssibilidade entre

espécies de Aspergillus flavus e A.
parasiticus em graos de amendoim,
aveia, arroz e trigo irradiados. Esse
autor descreve A. parasiticus como
o mais radiorresistente das espécies
estudadas, com D50 e DO de 3.1
kGy e 4.7 kGy, respectivamente e
A. flavus, com D50 e DO de 3.5 kGy
e 4.5 kGy, respectivamente, o que é
coerente com o trabalho em estudo.

O crescimento de Aspergillus
spp. endégeno € relatado por Farias
(2000), que obteve varios isolados
de grios de milho aparentemente sa-
dios. A menor producio de conidios,
com crescimento mais lento e grande
presencga de esclerdcios (estrutura
de resisténcia em isolados irradia-
dos), foi observada por Ribeiro et
al., (2008) quando irradiou milho
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picado contaminado por Aspergillus
spp. com doses 0; 2.0; 3.5 € 5.0 kGy.
Observou-se que houve significativa
diminui¢cdo com a dose de 2.0 kGy
e completa inibi¢ao a partir de 4.0
kGy; as andlises micoldgicas foram
inoculadas em 1 dia e avaliadas no
7° dia.. Esses autores citam a espécie
de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, porém estes resultados
diferem com o trabalho em discus-
sd0, pois a inibi¢ao foi a partir de 4,5
kGy no periodo de 1 e 7 dias e com
8.0 kGy em 15 dias. O crescimento
flingico em graos de amendoim sub-
metidos a irradiacdo foi observado
por Prado (2006) para dose de até 5
kGy, a qual proporcionou redug¢do no
percentual de infec¢do de 82% para
17,3% dos graos.
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Segundo Ribeiro et al (2009), o
fub4 quando submetido a 3.5 kGy,
permitiu crescimento de fungos dos
géneros Aspergillus spp., Eurotium
spp e Penicillium spp. No entanto, ao
serem repicados para identificacio da
espécie, esses fungos evidenciaram o
crescimento apenas de micélio esté-
ril. No trabalho em discussao houve
crescimento ap6s repiques de 15 dias,
logo os micélios ndo eram estéreis.

CONCLUSAO

Com a realizagdo deste traba-
lho, ampliou-se a visdo geral da
macromorfologia de Aspergillus
flavus (CMT 00079) com diferentes
doses de radiacdo gama. Variacdes
morfoldgicas foram observadas en-
tre cepas controle e irradiadas, tais
como: cor, textura, reverso, diAmetro
das coldnias e presenca de estruturas
de resisténcia, como os esclerdcios.
Constataram-se alteracdes morfoldgi-
cas nesta espécie a partir de 4.5 kGy,
em relacdo ao controle (ndo irradiado)
. Porém, a inativacdo deste fungo
com 1 e 7 dias ocorreu com doses
absorvidas de 4.5 a 8.0 kGy e em 15
dias somente com 8.0 kGy ocorreu a
inativagdo. Logo, as coldnias do 1°
e 7° dias sdo mais radiossensiveis.
E as do 15° dia apresentaram um
comportamento mais radiorresisten-
tes, demonstrando a resisténcia de
alguns macroconidios. Com 1, 7 e
15 dias, a inativacdo da micobiota foi
intensificada com o aumento da dose
e que 8.0 kGy foi a dose necessaria
para inativar a contaminaco fingica
do amendoim.

Portanto, ao submeter os fungos
irradiados a repiques sucessivos em
meios de cultura, estes tendem a
retomar caracteristicas morfoldgicas
muito proximas ao padrdo ndo irradia-
do, dependendo do nimero de dias de
incubagdo. Os nutrientes disponiveis
no meio, associados as condigdes
adequadas de tempo e temperatura,
favorecem o crescimento dos fungos.
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