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EFEITOS DA RADIAÇÃO GAMA NO CRESCIMENTO DE ASPERGILLUS FLAVUS 
PRODUTOR DE AFLATOXINAS E NO EMPREGO DA TÉCNICA DA REAÇÃO EM 

CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM AMOSTRAS DE GRÃOS DE MILHO 
INOCULADAS ARTIFICIALMENTE 

Simone Aquino 

RESUMO 

O presente trabalho teve como objetivos verificar os efeitos da radiação gama em grãos 

de milho contaminados artificialmente com Aspergillus flavus Link produtor de aflatoxinas; 

demonstrar a aplicação da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) no diagnóstico de 

A. flavus, bem como verificar o efeito da radiação no perfil das bandas de DNA. Vinte amostras 

de graos de miUio com 200 g cada foram irradiadas individualmente com 20 kGy, para eliminar a 

contaminação microbiana. Em seguida, as amostras foram inoculadas com A. flavus toxigênico 

(1 X 10^ esporos / mi), incubadas por 15 dias a 25 °C em ambiente com umidade relativa ao 

redor de 97,5% e irradiadas com 0; 2; 5 e 10 kGy. As amostras, 5 para cada dose de irradiação, 

foram analisadas individualmente quanto ao número de células fiingicas, atividade de água, teste 

de viabihdade (diacetato de fluoresceína e brometo de etídio), PCR e detecção de aflatoxinas 

(AFB). Os resultados demonstraram que as doses utilizadas foram efetivas na redução do 

número de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g), principalmente as doses de 5 e 10 kGy. 

Em adição, o teste de viabilidade mostrou uma diminuição de células viáveis com o aumento das 

doses de irradiação. A redução de AFBi e AFB2 foi mais eficiente com o emprego de 2 kGy, 

comparativamente à dose de 5 kGy, enquanto a dose de 10 kGy degradou totalmente as 

aflatoxinas. Além disso, observou-se que AFB2 apresentou-se raais radiosensível. O emprego da 

técnica de PCR revelou a presença de bandas de DNA em todas as amostras. 



EFFECT OF GAMMA RADIATION ON THE GROWTH 0¥ ASPERGILLUS FLAVUS 
AFLATOXINS PRODUCER AND ON THE USE OF POLYMERASE CHAIN 

REACTION TECHNIQUE (PCR) IN SAMPLES OF MAIZE -GRAINS ARTFICIALLY 
INOCULATED 

Simone Aquino 

ABSTRACT 

The aim of this present study was to verify the effects of gamma radiation on the growth 

of Aspergillus flavus Link aflatoxins producer; to demonstrate the application of Polymerase 

Chain Reaction (PCR) technique in the diagnostic of A. Fhvws,, as well to verify the effect of 

radiation in the profile of DNA bands. Twenty samples of grains maize with 200 g each were 

individually irradiated with 20 kGy, to eliminate the microbial contamination. In foUowmg, the 

samples were moculated with an toxigenic A. flavus (1x10^ spores/ml), incubated for 15 days at 

25 °C with a relative humidity of aiouud 97,5% and irradiated with 0, 2; 5 and 10 kGy. The 

samples, 5 to each dose of irradiation, were individually analyzed for the number of fiingal cells, 

water activity, viability test (fluorescein diacetate and ethidium bromide), PCR and aflatoxins 

(AFB) detection. The results showed that the doses used were effectives in reduchig the number 

of Colony Forming Units (CFU/g) mainly the doses of 5 and 10 kGy. In addition, the viability 

test showed a decrease of viable ceUs with increase of irradiation doses. The reduction of AFBi 

and AFB2, was more efficient with the use of 2 kGy in comparison with the dose of 5 kGy, 

while the dose of 10 kGy, degraded the aflatoxins. Thereby, it was observed tiiat AFB2 showed 

to be more radiosensitive. The use of PCR technique showed the presence of DNA bands, in all 

samples 
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1- INTRODUÇÃO 

1.1- Considerações gerais 

Os fungos podem causai' uma série de danos aos gjãos duiaute o plantio e colheita, bem 

como durante o armazenamento (SiUiker & Elliott, 1980). Os efeitos da invasão fúngica 

incluem a duninuição do poder de genninação, emboloramento visível, descoloração, odor 

desagradável, perda de matéria seca, aquecimento, cozimento, mudanças químicas e 

nutricionais, perda da quahdade e produção de micotoxinas (Christensen & Kaufman, 1969). 

Vários gêneros fúngicos podem produzir micotoxinas, entretanto, as toxinas mais importantes 

são freqüentemente produzidas pelos gêneros Aspergillus, PeniciUium e Fusarium (Almeida, 

1996). 

Aflatoxinas são metabólitos secundários produzidos por espécies do gênero Aspergillus, 

principalmente A. flavus, A. parasiticus e A. nomiiis. São compostos altamente tóxicos, 

mutagênicos, teratogênicos e carcmogênicos encontrados em uma ampla variedade de produtos 

agrícolas importantes tais como amendoim, milho, aiToz e caroço de algodão. Aflatoxmas são 

encontradas em muitos países, especialmente em regiões tropicais e subtropicais onde 

condições de temperatura e umidade são ótimas para o crescimento dos fungos e produção da 

toxina (Rustom,1997). Sabe-se que a produção de aflatoxmas por cepas de A. flavus ocorre 

devido à secagem e armazenagem inadequadas do produto. No caso do milho, teores de 

umidade acima de 17,5% e temperaturas superiores a 13°C, favorecem a formação da toxina 

(Rehana & Basappa, 1990). 

Era nosso país, durante a maior parte do ano, prevalecem condições de clima úmido e 

quente que propiciam o desenvolvimento fúngico e a produção de micotoxinas. O período da 

safra, muitas vezes, coincide com épocas chuvosas do ano, o que dificulta ou mesmo impede a 



secagem natuial do produto logo após a collieita até os níveis considerados seguros para a 

estocagem. A infra-estrutura para secagem artificial do produto é freqüentemente inexistente ou 

aquém da necessária. Nessas situações, os grãos permanecem temporariamente armazenados 

sob condições críticas, que favorecem o desenvolvimento de fiingos e a contaminação do 

produto por micotoxinas, tornando-o impróprio para o consumo humano ou animal (Castro, 

2003). 

Os métodos convencionais para detecção de fungos em alimentos incluem cultivo e 

identificação taxonómica, de acordo com a morfologia das culturas, porém tais métodos 

consomem muito tempo. A técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) é 

freqüentemente empregada paia a detecção de microrganismos patogênicos ou toxigênicos em 

vários substratos, incluindo ahmentos (Fach et a/.,1995). Métodos rápidos para a identificação 

de cepas de fimgos aflatoxinogênicos em produtos alimentícios estariam disponíveis para 

garantir a segurança toxicológica dos alimentos (Geisen, 1996). 

As radiações ionizantes produzem mudanças químicas que podem matar ou inativar 

microrganismos. Muitas aplicações são realizadas com o intuito de apenas causar redução dos 

microrganismos presentes em número e variedade, e, conseqüentemente, ehminar o risco de 

incidência de doenças veiculadas por alimentos (WHO, 1994). A inadiação ehmina 

contaminantes microbianos por inativação parcial ou total do material genético dos 

microrganismos ou parasitas contaminantes dos alimentos. O efeito mais importante é a 

interação de radiação com as moléculas de água através da produção de radicais e íons que 

atacam o DNA dos microrganismos (Farkas, 1985). 

A radiosensibilidade de microrganismos pode ser influenciada por vários fatores, tais 

como: temperatura do ambiente, atmosfera, pH, umidade do substrato e umidade relativa do ar 



(Hilmy etal., 1995; Saleh & Aziz, 1996; Abd El-Aal & Aziz, 1997), anahsaiido a sensibilidade 

de fungos à radiação gama, registraram que a dose necessária para a completa inibição do fungo 

em diferentes alimentos e produtos alimentícios, variou de 4 a 6 kGy. Várias publicações 

sugerem que os fiíngos são muito sensíveis à radiação gama. Neste sentido, Refai et ai, 1996 e 

Youssef et ai, 1999, constataram diminuição no crescimento fungico e na produção de 

micotoxinas após a irradiação de ahmentos. 



2 -OBJETIVOS 

Com base nas considerações gerais citadas, o trabalho teve como objetivos: 

• Verificai- os efeitos da radiação ionizante no fungo Aspergillus flavus, produtor de 

aflatoxinas, em grãos de milho contaminados artificialmente; 

• Demonstrar a aplicação da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) no diagnóstico 

de A. flavus presente em grãos de miUio; 

• Verificar a influência do efeito da radiação gama no perfil das bandas de DNA. 



3-REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 - O Milho 

O milho, cientificamente designado Zea mays L., é iima planta alta, robusta, 

monocotiledônea, pertencente à família das gramíneas, largamente utilizada como fonte de 

alimento em vários países. Na constituição do milho há, em média, 60 % de carboidratos, 10 % 

de proteínas, 4 % de hpídeos, além de minerais e vitaminas (Faucelli, 1983), Constitui um dos 

mais importantes grãos cultivados no mundo, sendo esse o cereal de maior produção no Brasil 

(35 miUiões de toneladas nas safras de 2001/2002). A produção brasileira desse grão só é 

superada pela dos Estados Unidos e China (CONAB, 2002). 

Portanto, torna-se de extrema importância o desenvolvimento de técnicas que controlem 

e evitem a produção de aflatoxmas durante o período em que seu teor de umidade pennanece 

ou se toma elevado. É um dos principais insumos para o segmento produtivo, sendo utilizado 

com destaque no arraçoamento de animais, em especial na suinocultura, na avicultma e na 

bovinocultura de leite, tanto na forma in natura como na forma de farelo, de ração ou de 

silagem. Na alimentação humana, o milho é comumente empregado na forma in natura, como 

millio verde, e na forma de sub-produtos, como pão, farhilia e massas. Na indúsuia, é 

empregado como matéria-prima para produção de amido, óleo, farinha, glicose, produtos 

químicos, rações animais e na elaboração de formulações alimentícias. Porém, pesquisas 

rebentes têm revelado novas utilidades para o cereal (Buli & Cantarella, 1993). 

A consei-vação do miUio é de mteresse fundamental porque sua produção se resümge a 

um CLu1o período e o abastecimento ocorre durante todo ano. O interesse na melhor e mais 

prolongada conservação do grão é tanto maior quanto mais numerosos forem os agentes 

naturais que cooperam paia sua deterioração e quanto mais fácil for a sua proliferação. Os 
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grãos, sendo estnituras vivas, tendem a se deteriorar por um processo natural. Em condições 

ambientais favoráveis ao processo, tais como alto conteúdo de umidade do grão e temperatura 

elevada, o fenômeno da respiração, representado pela combustão de matéria seca em presença 

de oxigênio, anidrido carbônico e água, é o responsável dueto pela evolução da deterioração. 

Inúmeros fatores podem influir no processo, como a espécie de semente utilizada no plantio, as 

condições climáticas desfavoráveis na colheita, os danos mecânicos, a secagem inadequada e o 

armazenamento impróprio (Fancelli, 1983). 

Sérios danos podem ser causados por fungos em grãos estocados: aquecimento, 

emboloramento, redução do valor nutricional e produção de micotoxinas são algumas das 

alterações que podem tornar os grãos impróprios para o consumo, resultando em grandes 

perdas econômicas (Paster & Bullerman, 1988). A respüação dos fiingos libera calor, dióxido 

de carbono e água, provocando o aumento da temperatura e da umidade dos grãos, favorecendo 

o crescimento de fungos. Em casos extremos os grãos tomam-se negros e carbonizados 

(Christensen e/f a/., 1969). 

3.2 - Aspergillus flavus e Aflatoxinas 

As espécies do gênero Aspergillus são, provavelmente, as mais implicadas na 

deterioração de alimentos. Morfologicamente, caracterizam-se pelo desenvolvimento de 

colônias coloridas e brilhantes e produção de conidios em cabeças do tipo "mop-like" 

(escovão), típicas. Denüo do gênero, a espécie A. flavus destaca-se por ser a mais importante 

produtora de aflatoxinas. Suas colônias são caracteristicamente verdes a amarelo-oliva (FIG. 1 

e 2), embora eventualmente possam apresentar-se amarelo-puro, tomando acinzentadas com a 

idade. Aproximadamente 50 % das cepas de A. flavus são produtoras de aflatoxinas (Geisen, 

2000). Longos conidióforos sustentam cabeças conidiais que são tipicamente radiados, com 



vesículas globosas a subglobosas e com esclerócios pretos presentes em 50% das cepas. O 

fungo apresenta afinidade particular por determinados substratos tais como amêndoas e 

sementes oleaginosas, sendo o amendoim, o milho e o algodão culturas mais atingidas e 

economicamente mais importantes. Outros alimentos usualmente contaminados por A. Jlavus 

são os condimentos, os alimentos preparados a partir de cereais, as farinhas e o pão (Pitt & 

Hocking, 1985). 

M-giHus flavus IMI 190 

FIGURA 1. Placa de Xgai A. flavus e parasiticus (AFPA) com colonias áeA.fla\ms 

FIGURA 2. Colônia gigante de Aspergillus flavus em Agar Batata Dextrose (PDA) 



As aflatoxinas são metabólitos secundários altamente tóxicos produzidos por espécies do 

gênero Aspergillus, principalmente A. flavus Link, A. parasiticus Speare e A. nomius. 

Quimicamente, as aflatoxinas são cumarinas substituídas ligadas a deidrofurano (FIG. 3). São 

conhecidas 17 substâncias do grupo, entretanto, as mais importantes em alimentos são as 

aflatoxinas Bi, B2, Gi e G2. A aflatoxina Bl é a mais tóxica seguida da Gj, B2 e G2. (Wyllie & 

Morehouse, 1977). 

As quatro substâncias são distinguidas com base nas suas fluorescências, ou seja, a 

aflatoxina Bj (AFBj) e a aflatoxina B2 (AFB2) emitem fluorescência azul (blue), A aflatoxina 

Gi (AFG)) e a aflatoxma G2 (AFG2) emitem fluorescência verde (green). A. flavus produz 

somente as aflatoxinas Bi e B2, enqnanto A. parasiticus e A. nomius produzem as quatro 

toxinas. Foi demonstrado, em uma variedade de espécies animais, que a aflatoxina B) é o mais 

potente carcinogênico de fígado que se conhece. A carcinogenicidade em animais é tão elevada 

que qualquer esforço deve ser feito para monitorar e reduzn os níveis em alimentos humanos 

(Pitt & Hocking, 1999). 

De acordo com Stoloff (1977) as aflatoxinas produzem quatro efeitos distintos; danos 

agudos ao fígado, cirrose de fígado, indução de tumores e efeitos teratogênicos. As aflatoxinas 

estão entre os mais importantes carcinógenos conhecidos, sendo classificadas na classe 1 dos 

carcinógenos humanos pela "International Agency for Research on Câncer" (lARC, 1993). 

As aflatoxinas são estáveis ao calor sendo decompostas à temperatura de cerca de 220 °C 

(Van Der Zijden et al., 1962). São destruídas por agentes oxidantes fortes e, devido à presença 

do anel lactona, são susceptíveis á ação de base (Magoon et ai, 1970). Apresentam baixo peso 

molecular, são bastante solúveis em solventes moderadamente polares como o clorofórmio, 

metanol, dimetilsulfóxido e pouco solúveis em água. Apresentam ponto de fusão ao redor de 



269°C (TAB.l), são paiticulannente sensíveis à luz ultravioleta, principalmente quando 

dissolvidas em soluções polares e são destruídas por autoclavação em presença de amônia e por 

tratamento com hipoclorito (WHO, 1979). 

TABELA 1. Propriedades químicas das aflatoxinas 

Aflatoxina Fórmula 
molecular 

Peso 
molecular 

Ponto de 
Fusão (°C) 

Absorção 
362-363 nm 

Emissão de 
fluorescencia (nm) 

Bl C 1 7 H 1 2 O 6 312 268-269 21800 425 

B2 C 1 7 H 1 4 O 6 314 286-289 23400 425 

Gl C 1 7 H 1 2 O 7 328 244-246 16100 450 

G2 C17H14O7 330 237-240 21000 450 

Fonte - Butler, 1974 
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Fonte-Orsi, 1995. 

FIGURA 3 : Estruturas químicas das aflatoxinas AFBi e AFB2. 

No Brasil, a presença de aflatoxinas em milho é atualmente regulada pela Resolução n° 

274 de 15 de outubro de 2002, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, que estabelece o 

limite de 20 |ug/kg para a soma das aflatoxinas Bi, B2, Gi e G2, e pela Portaria n° 183 de 21 de 

março de 1996, do Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agrária que 

estabelece o limite máximo de 20 |ig/kg, para somatória das aflatoxinas Bi, B2, Gi e G2, 

acompanhando o que foi estabelecido para os países do Mercosul (Brasil, 2002; Brasil, 1996). 

A TAB. 2 mostra os niveis de aflatoxinas de diversos produtos, determinadas pelo "U. S. 

Food and Drug Administration (FDA)" e a FIG. 4, os países que apresentam ou não 

regulamentação dos níveis de micotoxinas em alimentos. 
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TABELA 2. Níveis totais de aflatoxinas em alimentos estabelecidos pelo "U. S. Food and 

Drug Administration (FDA)" 

Produto Concentração (ng/g ou fig/kg) 

Todos os produtos, exceto leite, designados para consumo humano 20 

Milho para ahmentação de anmiais jovens e gado leiteiro 20 

Produtos de milho e amendoim para gado de corte, suínos e aves adultas 100 

Produtos de milho e amendoim para suínos de abate 200 

Produtos de milho e amendoim para gado de corte de abate 300 

Alimentos a base de semente de algodão (como ingrediente alimentar) 300 

Todas as outras matérias- primas alimentares 20 

Leite (aflatoxma M]) 0,5 

Fonte - Council for Agricultural Science and Technology, 2003. 

CCMSSÂO N^.10f#^i DÊ EMERêiA WUCLEf\R/SP-IP£N 
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• Krwivn to hare regulalions 

• No data 

• Known to lock regulations 

Fonte-FAO, 1997 

FIGURA 4. Países que possuem regulamentos sobre micotoxinas em alimentos (amarelo), 

países onde não se sabe se existem regulamentos (verde) e nações que não possuem 

regulamentos específicos (vermelho). 

3 3 - Condições para o crescimento de A. flavus e produção de aflatoxinas em milho 

Wilson etal. (1981) verificaram que no caso de grãos de milho, os principais fatores que 

afetam o desenvolvimento füngico são o conteúdo de umidade dos grãos, a temperatura, a 

umidade relativa do ambiente, o tempo de armazenamento, a oxigenação, as condições dos 

grãos antes da colheita e a quantidade de inoculo presente no grão antes do armazenamento. De 

acordo com Almeida (1996), baseando-se nessas considerações, fica evidente a importância de 

se avaliar o comportamento dos diferentes microrganismos fi-ente aos fatores intrínsecos 

(conteúdo de umidade e atividade de água) e aos fatores extrínsecos (temperatura, umidade 

relativa do ambiente e outros). 
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Northolt et al. (1977) verificaram que a atividade de água do substrato desempenha papel 

importante no crescimento fúngico e produção de micotoxinas. De modo geral, os estudos 

mostraram que as aflatoxinas podem ser produzidas em condições de atividade de água e 

temperaturas próximas daquelas mínimas para o crescimento de Aspergillus flavus. 

A água é, provavelmente, o mais importante determinante ecológico do crescimento 

fúngico em produtos estocados, embora outros fatores como, temperatura e composição gasosa 

intergranular também sejam relevantes. Mas nem toda a água presente está igualmente 

disponível para a colonização de microrganismos, pois parte está fortemente presa por ügações 

químicas ao substrato. Os valores de Aa oscilam entre O e 1, sendo que a Aa da maioria dos 

ahmentos frescos é superior a 0,99 (Jay, 1978). 

A facilidade com que a porção fracamente ligada pode ser removida depende do 

conteúdo de água do substrato. A disponibilidade de água no substrato determina não somente 

quais microrganismos são capazes de se desenvolver, mas também, a taxa de germinação dos 

esporos e subseqüente crescimento, suas interações com outros fungos, habilidade em produzir 

esporos e atividades metabóHcas (Lacey, 1988). 

Atualmente, aceita-se, de maneira geral, que as necessidades dos microrganismos devem 

ser expressas em termos de Aa do subsfrato (Jay, 1978). AAa tem sido definida como a relação 

entre a pressão de vapor da solução P (solutos em água, na maioria dos ahmentos) e a pressão 

de vapor PQ (usualmente a água). Isto pode ser expresso matematicamente pela Lei de Raoult: 

Aa = ¥ I Po= ni / ni+ 0 3 
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Onde, P e a pressão de vapor de uma solução, Po é a pressão de vapor da água pura, ni é o 

número de moles do solvente e ni é o número de moles do soluto, A umidade relativa (UR) é 

reservada para caracterizar condições atmosféricas (Troller et al., 1984). Este conceito está, 

ainda, associado com a umidade relativa (UR) da seguinte forma (Christian, 1963): 

U R = 1 0 0 x ^ a 

A Aa está relacionada com a Umidade Relativa em Equilibrio (ERH) da seguinte 

maneira: 

/ la = ERH 
100 

A Aa mínima para crescimento de A. flavus é 0,71 a 0,74, com valor étimo de 0,98, 

sendo a Aa mínimo para a produção de toxina em tomo de 0,82 e temperatura compreendendo 

entre 25 a 37 °C (Smith, D, et al, 1994). Segundo Pitt & Miscamble (1995) a atividade de 

água mínima para germmação e crescimento é 0,82 a 25 °C; 0,81 a 30 °C e 0,80 a 37°C. AAa 

mínima e faixa de temperatura ótima para a formação de micotoxinas do género Aspergillus são 

demonstrados na TAB. 3 Hunter (1969) propôs o valor de 0,87 como sendo o limite mínimo 

de Aa para a produção de aflatoxina em grãos de milho. 

Segundo Diener et al. (1970), não somente a Aa parece influenciar o desenvolvimento 

fúngico. O teor de umidade dos grãos também é um fator de fundamental importância no 

controle microbiológico dos alimentos, em razão de que abaixo de detennmados teores de 

umidade o A. flavus tem seu crescimento comprometido. 
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TABELA 3. Temperatura e Atividade de água (Aa) mínima para o crescimento e produção de 

micotoxinas das principais espécies toxigênicas do gênero Aspergillus 

Aa mínima 

Temperatura Micotoxinas 

Fungo (°C) faixa ótima 

Crescimento 
Produção de 
micotoxinas 

produzidas 

A. flams 6-45 35 0,78-0,80 0,83-0,87 aflatoxinas 

A. ochraceus 10-35 25 0,76-0,83 0,83-0,87 ocratoxinas 

A. parasiticus 6-45 35-37 0,78-0,82 0,87 aflatoxinas 

A. clavatus 10-37 25 0,85 0,99 patulina 

A. fiimigatus 10-55 40-42 0,82-0,94 nd* fumigatoxina e 

gliotoxina 

A. versicolor 4-39 25-30 0,78 nd* patulina e 

esterigmatocistina 

Fonte - Leitão, 1988 e Lacey 1991. 

*Não determinado 

Trenk & Hartmann (1970) observaram pouco crescimento áe A. flavus em grãos de milho 

com teores de umidade abaixo ou igual a 16%. Porém, quando este atingia 17%, o crescimento 

do fiingo e a produção de aflatoxina se elevavam e, ainda, quando este valor atingia 18%, o 

crescimento do A. flavus aumentava rapidamente. Diner & Davis (1970) observaram que a 

germinação e a esporulação do Aspergillus flavus ocorre entre 81 a 83 % de umidade relativa 

do ar. Entretanto, acima de 85%, o fungo desenvolve-se e produz aflatoxinas. Neste trabalho, 

os autores concluíram que um pequeno acréscimo na umidade relativa aumentaria o risco de 

contaminação pela micotoxina. 
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Diner & Davis (1966), observaram, em meio de cultwa, a produção máxima de 

aflatoxinas por Aspergillus flavus em temperatura de 25 °C, por 7 a 9 dias de incubação. O 

gênero Aspergillus cresce prontamente em temperaturas entre 15 e 30 °C (TAB. 4). 

TABELA 4. Temperatura média para o crescimento de algumas espécies de Aspergillus 

Espécies Temperatura (°C) 

Média Ótima 

A. restrictus 9-40 25-30 

A . clavatus 5-42 2S 

A .fumigatus 12-65 37-45 

A. flavipes 6-40 26-28 

A . terreus 11-48 35-40 

A . ustus 6-42 25-28 

A. sydowii >5-40 25 

A . versicolor 4-40 21-30 

A. candidus 3-44 25-32 

A . ochraceus 12-37 27 

A. flavus 6-45 25-37 

A . niger 9-60 17-42 

Fonte - Lacey & Magan 1991 

3.4 - Efeitos e mecanismos da radiação ionizante 

A característica da radiação de alta energía é causar ionização no meio em que é 

absorvida, ou seja, é capaz de remover elétrons de suas órbitas em átomos ou moléculas. Por 

esta razão é denominada de radiação ionizante. As radiações ionizantes cedem sua energia ao 
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meio no qual se difundem, mediante múltiplos processos de interação. A energia cedida é gasta 

na excitação e na ionização de moléculas gerando reações químicas que podem provocar 

modificações permanentes na estnitura físico-quíraica do material irradiado. A dose absorvida, 

ou simplesmente dose, é a quantidade de energia absorvida por unidade de massa do material 

irradiado. A unidade utilizada denomina-se Gray (Gy), onde 1 Gy é equivalente à energia de 1 

joule absorvido por 1 kg de material (Satin, 1993). 

As radiações utilizadas no processamento de alimentos não possuem energia suficiente 

para provocar qualquer reação nuclear na matéria e, portanto, não deixam nenlium resíduo 

radioativo no material após a irradiação. Por esta razão, o alimento ou qualquer outro material 

submetido a esse tipo de radiação não se torna radioativo (Maxy, 1992; IAEA,FAO, 

WHO,1999). 

3.4.1- Radiólise da água e seus produtos 

A água está presente em quase todos os alimentos, numa proporção em tomo de 

90 % em muitos vegetais, 80 % em frutas, 60 % na came e 40 % no pão. Mesmo produtos 

aparentemente mais secos contêm água; farinha de trigo 13 %, vegetais desidratados cerca de 

10 % e nozes 5 %. A radióhse da água é, portanto, de particular interesse em irradiação de 

ahmentos (Diehl, 1995). Os produtos da radiólise da água são (WHO, 1994); 

ãOH - radical hidroxila 

e aq - elétron aquoso (ou hidratado) 

»H - átomo de hidrogênio 

H2 - liidrogênio 

H2O2 - peróxido de hidrogênio 

H 3 O ^ (= H aq ) - proton hidratado 
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Enquanto «OH, e aq e «H são espécies reativas transitórias, H2 e H2O2, são os únicos 

produtos da radiólise da água estáveis. Por causa das reações (demonstradas abaixo) 

hidrogênio e peróxido de hidrogênio são largamente consumidos. 

H2O2 + e"aq - > -OH + OH" 

H2 + .OH H2O + .H 

Eles são consequentemente produzidos em baixas quantidades, mesmo quando as doses 

de irradiação são altas. A saturação da água com oxigênio pode aumentar intensamente a 

produção de H2O2. A fonnação de peróxido de hidrogênio (H2O2), conhecido por ser um 

agente oxidante, têm grande significado na irradiação de alimentos. O radical hidroxila (*0H) 

é um poderoso agente oxidante e o elétron aquoso (e aq) é um forte agente redutor. O átomo de 

hidrogênio («H) é um agente redutor menos efetivo. Considerando que todos os alimentos 

contêm substâncias que podem ser oxidadas ou reduzidas, as reações acima descritas são 

esperadas quando alimentos que contêm água são irradiados (Diehl, 1995). 

3.4.2- Influência do Oxigênio 

A presença ou ausência de oxigênio durante a irradiação tem uma importante influência 

no curso da radiólise. A água, em equilíbrio com o oxigênio do ar, contem baixas 

concentrações de oxigênio (cerca de 0,27 mM a temperatura ambiente). Átomos de hidrogênio 

podem reduzir o oxigênio formando o radical hidroperóxido, que é um agente oxidante fi-aco 

(WHO, 1994); 

•H + O2 ^ •HO2 

Em equilíbrio com radical ânion superóxido: 

•H02**H^+ • 0 ^ 2 
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Outro caminho para formação do radical superóxido é a reação de elétron aquoso com 

oxigênio: 

e'aq + 0 2 - > . 0 ~ 2 

Através da remoção de agentes redutores (e gq e «H), a importância do radical «OH e 

portanto o papel das reações de oxidação se toma maior em soluções oxigenadas. Ambos 

radical hidroperóxido («HOi) e radical superóxido (• 0~2) podem causar o aumento de do 

peróxido de hidrogênio (H2O2): 

2 .HO2 - > H2O2 + O2 

. O "2 + » ^ 2 + ^ H2O2 + O2 

Como demonstrado anteriormente, muitos outros radicais são produzidos quando os 

alimentos são irradiados. O oxigênio pode acrescentar alguns dos radicais, levando ao aumento 

de radicais peróxidos (Grant, 1991). 

3.4.3- Influência da temperatura 

A temperatura, durante a irradiação, também influencia a extensão de mudanças 

radiolíticas. O congelamento produz um forte efeito protetor para o ácido ascórbico, por 

exemplo. Como mencionado anteriormente, as reações intermediárias da radiólise da água são 

interrompidas em materiais congelados e são, desta forma, mantidos inertes das reações entre 

os radicais ou com o substrato. Quando o material alcança novamente temperatura ambiente, os 

danos no substrato são muito menores do que em produtos não congelados, quando irradiados. 

O congelamento não significa uma completa restrição da difusão. A difusão de moléculas e 

radicais livres é maior em temperatura de - 2 °C do que a - 10°C, e a - 10 °C mais do que -

80 °C (Ley, 1970). 
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3.4.5- Efeitos da diluição 

Quando uma solução diluída é irradiada, a extensão da degradação do soluto depende do 

número de radicais reativos disponíveis para a reação com as moléculas do soluto. A enzima 

pectinase apresenta uma alta radioresistência quando irradiada em estado seco, mas é 

amplamente inativada quando irradiada em soluções. O aumento da radiosensibilidade com o 

aumento da diluição é conhecido como efeito da diluição (Farkas, 1985). 

3. 4.6 - Efeitos biológicos da radiação ionizante 

Quando a radiação ionizante é absorvida por um material biológico, existe a possibilidade 

de que esta irá agir diretamente em alvos críticos na célula. As moléculas de ácido nucleico 

podem ser ionizadas ou excitadas, e por meio disso, miciar a cadeia de eventos que conduzem 

ás mudanças biológicas e à morte celular, se a mudança é suficientemente séria. Este é o efeito 

direto da radiação, o qual é o processo dominante quando esporos secos de microrganismos são 

irradiados. Alternativamente, a radiação pode interagir com outros átomos ou moléculas na 

célula, particularmente água, para produzir radicais hvres, os quais podem difundir-se o 

bastante para alcançar e danificar o DNA. Este efeito indireto da radiação é importante em 

células vegetativas, onde o citoplasma contem cerca de 80 % de água (Diehl, 1995). 

As doses de radiação causam pequenas mudanças químicas em alimentos, mas causa 

mudanças letais em uma célula bacteriana. Isto ocorre uma vez que o DNA tem uma 

propriedade particular diferenciada de todos os outros constituintes da célula. 

1. O DNA carrega as informações genéticas. A seqüência de piirinas e pirimidinas na cadeia de 

DNA serve como témplate para montar uma cópia de DNA no processo de divisão celular. 

cof«5Ão m.\omi oe e^r^â fAjuaE^R/sp-iPEN 
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2. Através dos témplales de RNA (ácido ribonucleico) esta seqüência determina a síntese de 

proteína, incluindo as enzimas que regulam o metabolismo celular. 

3. Moléculas de DNA são enormes em comparação com outras moléculas na célula e com isso, 

gera um grande alvo. 

4. A função do DNA como carreador de informação genética depende da molécula intacta. 

5. Somente uma cópia (ou poucas cópias) de uma molécula de DNA está presente na célula. 

Considerando que a sensibilidade á radiação de macromoléculas é aproximadamente 

proporcional ao seu peso molecular, Pollard (1966), estimou que uma dose de 0,1 kGy 

danificaria 2,8 % do DNA numa célula bacteriana enquanto que a mesma dose danificaria 

0,14% das enzimas e somente 0,00 5% dos amino ácidos. 

O dano correspondente a 2,8 % do DNA seria letal para uma ampla firação das células 

irradiadas, e isto teria conseqüências as quais são facilmente reconhecidas a olho nu: poucas 

colônias desenvolvidas quando inoculadas em meios de cultura. Efeitos da quebra do DNA em 

alimentos processados por radiação são mostrados por diversos autores (Villavicencio, 2000; 

Delincée, 2002). Em contraste, o dano de 0,14 % causado ás moléculas das enzúnas, seria 

difícil de ser detectado, mesmo com métodos analíticos sofisticados, e uma mudança de 

0,005% nos amino ácidos em sistemas biológicos não pode ser detectada. Essas considerações 

explicam porque uma dada dose pode ter um efeito letal nos microrganismos em uma amostra 

de ahmento irradiado, sem causar muita alteração na composição química do ahmento. 

3.5- Efeitos da radiação ionizante em alimentos 

O processamento de ahmentos por radiação requer uma exposição controlada e cuidadosa 

fi-ente á radiação ionizante de energia conhecida. A exposição deve ser adequada para produzir 
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um resultado desejado, evitando, ao mesmo tempo, a degradação do alimento. O tipo de 

irradiação utilizado no tratamento de alimentos se limita às radiações provenientes dos raios 

gama de alta energia, os raios X e os elétrons acelerados (WHO, 1994). 

As fontes de radiação utilizadas para a irradiação de alimentos são: os raios gama dos 

radionuclídeos Cobalto 60 ou Césio 137; raios-X gerados por máquinas com energia máxima 

de 5 MeV e feixes de elétrons com uma energia máxima de 10 MeV. Dos radionuclídeos o 

'^''Cs praticamente não é mais utilizado, devido a sua baixa disponibilidade. Portanto, o ^Co é 

a única fonte de raios gama de interesse prático. As vantagens da fonte de ^''Co são (Matsuda, 

2002): 

- Alta penetração e dose uniforme, permitindo o tratamento de produtos de tamanho, 

forma e densidades variáveis; 

- Uso comprovado por longa data em aplicações industriais; 

- Fácil utilização da fonte; 

- Baixo risco ambiental. 

Desvantagens: 

- Meia-vida de 5, 263 anos, o que significa que 12% da atividade da fonte deve ser 

substituída anualmente para manter a potência original; 

- Baixa taxa de dose. 

A irradiação inativa os organismos que decompõem os alimentos, em particular as 

bactérias, os mofos e as leveduras. E muito eficaz para prolongar o tempo de conservação de 

frutas fi-escas e hortaliças, pois, controla as mudanças biológicas normais associadas à 

maturação, à germinação e, por último, ao envelhecimento. A irradiação também destrói os 
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microrganismos causadores de doenças, inclusive os vermes parasitas e os insetos que 

deterioram os alimentos armazenados (OMS, 1989). 

A irradiação deve ser aplicada em alimentos já embalados, porém não evita a 

recontaminação ou a reinfestação. A qualidade do alimento irradiado, bem como o de outro 

alimento, é função da qualidade do produto original, que deverá ser produzido segundo as boas 

práticas de fabricação (Farkas, 1985, Villavicencio, 1998). A eficácia da ação bactericida e 

fungicida de uma determinada dose de radiação depende dos seguintes fatores: 

- Tipo e espécie de microrganismos; 

- Número de microrganismos (ou esporos) existentes inicialmente; 

- Composição do alimento. É possível que alguns constituintes do alimento, por 

exemplo, as proteínas, a catalase e as substâncias redutoras exerçam sobre os 

microrganismos uma ação protetora; 

- Existência ou falta de oxigênio; 

- Estado físico do alimento durante a irradiação. Tanto a quantidade de umidade como 

a temperatura do alimento exerce uma influência diferente nos microrganismos; 

- Fatores próprios dos microrganismos. A idade, a temperatura de crescimento e a da 

esporulação, e o estado (células vegetativas ou esporuladas) podem influir no nível de 

sensibilidade dos microrganismos (Murano, 1995). 
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A TAB, 5 apresentam dados de diferentes procedências, relativos às doses aproximadas de 

radiação necessárias para destruir diferentes tipos de microrganismos. 

TABELA 5, Doses letais aproximadas de radiação ionizante 

Organismos Doses letais 
aproximadas (kGy) 

Microrganismos Doses letais 
aproximadas (kGy) 

Humanos 0,0056-0,0075 Escherichia coli (G-) 1,0-2,3 

Insetos 22-93 Pseudomonas aeruginosa (G-) 1,6-2,3 

Vírus 10-40 Enterobacter aerogenes (G-) 1,4-1,8 

Leveduras 4-9 Lactobacillus spp. (G+) 0,23-0,38 

(fermentativas) Bacillus subtilis (esporos) 12-18 

Torula cremosis 4,7 Clostridium botulinum (A) (esporos) 19-37 

S. cerevisae 5 Clostridium botulinum (B) (esporos) 15-18 

Candida knisei 11,6 Clostridium perfringens (esporos) 3,1 

Mofos (com esporos) 1,3-11 Bacillus stearothermophilus (esporos) 10-17 

PeniciUium spp. 1,4=2,5 Mycobacterium tuberculosis 1,4 

Aspergillus spp. 1,4-3,7 Staphylococcus aureus 1,4-7 

Rhizopus sp. 10 Corynebacterium diphtheriae 4,2 

Fusarium sp, 2,5 Salmonella sp. 3,7-4,8 

Fonte - Frazier, 1993 

Geralmente os organismos mais simples são mais resistentes aos efeitos da radiação 

ionizante. Por exemplo, os vírus são mais resistentes do que as bactérias, as quais são mais 

resistentes que os bolores que, por sua vez, são mais resistentes que os seres humanos. A 

diferença na resistência do microrganismo não se restringe somente aos gêneros, mas também 

entre linhagens de uma mesma espécie (Monk, 1995). 

cfMssÃo m.\Qm. BE EMERÖA MUCLEAR/SP-IPEM 
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A idade das culturas pode influenciar consideravelmente a radiosensibilidade e por isso, 

experimentos conduzidos por diferentes autores, para determinar a sensibilidade à radiação de 

leveduras e bolores, não apresentem resultados idênticos, contudo, leveduras são geralmente 

mais resistentes do que bolores (Münzner, 1969). 

Em 1992, A WHO e a Americam Medicai Association afirmaram que o alimento 

irradiado, produzido sob boas práticas de fabricação (BPF) deve ser considerado seguro e 

nutricionalmente adequado, pois: 

• Não induz a alteração na composição do alimento, que do ponto de vista toxicológico, 

poderiam levar a efeitos adversos à saúde humana; 

• Não mtroduz alterações na microflora do alimento, que poderiam aumentar o risco 

microbiológico para o consumidor; 

• Não leva a perdas nutritivas, que poderiam impor efeitos adversos ao estado nutricional 

mdividual ou populacional (Spolaore et ai, 2003). 

A adequação nutricional dos alimentos irradiados é sumarizada em muitas revisões, as 

quais nos mostram claramente que as alterações ocorridas nos alimentos são minimas ou 

mesmo, em alguns casos, nulas quando se é respeitada a dose certa para cada tipo de alimento 

(Diehl et al, 1994). Em geral, o processo de irradiação nas doses recomendadas, acarreta 

poucas alterações químicas nos alimentos. Segundo Diehl (1992; 1995), nas doses de até 1 

kGy, as perdas nutricionais são consideradas insigrúficantes e nenhuma das alterações 

conhecidas encontradas nos alimentos irradiados é nociva ou perigosa, estando dentro dos 

limites encontrados normalmente para ahmentos (Satm, 1993; Delincée et al, 1998). 
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3.6 - Legislação para irradiação de alimentos no Brasil e no mundo: 

De acordo com a WHO (1977), o Comitê Técnico que se reuniu em 1976 concluiu que a 

irradiação de qualquer produto alimentar, acima de uma média total de dose de 10 kGy, não 

apresenta perigos toxicológicos, e conseqüentemente, testes toxicológicos de alimentos, então 

irradiados, não seriam necessários. Uma dose de 10 kGy não introduz, em especial, problemas 

nutricionais ou microbiológicos (Aziz, 2000). 

O ICGFI foi criado em 1984 pela Organização Mundial da Saúde (WHO), conjuntamente 

com a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e Agricultura (FAO) e a Agência 

Internacional de Energia Atômica (IAEA), para estudar as diversas aplicações da irradiação de 

alimentos. Esse gnipo vem acompanhando a evolução da aplicação dessa tecnologia a nível 

mundial. O Brasil, junto com mais 44 países, faz parte desse grupo (FIG.5). Somente os países 

Brasil, Chile e Argentina têm legislações sobre irradiação de ahmentos e estas regulamentações 

diferem entie si principalmente em termos de ahmentos que podem ser üradiados e doses 

aphcadas (Matsuda, 2002). 
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TABELA 6. Regulamentação para irradiação aprovada pelo United States Food and Drug 

Administration (FDA). 

Produto o Dose (kGy) Data 

Trigo e farinha de trigo 

Batatas 

Temperos vegetais secos e 

especiarias 

Prep. Enzimáticas secas ou 

desidratadas 

Carcaças suínas, cortes frescos 

ou processados 

Frutas frescas 

Prep. Enzimáticas secas ou 

desidratadas 

Substâncias vegetais 

aromáticas secas ou 

desidratadas 

Frango 

Fonte - Spolaore etal, 2003 

Desinfestação 0,2 a 0,5 21/08/63 

Estender a vida útil e desinfestação 0,05 a 0,15 01/11/65 

Descontaminação e desinfestação de 30 (máx) 15/07/83 

insetos 

Controle de insetos e microrganismos 10 (máx) 10/06/85 

Controle de T. spiralis 

Retardar maturação 

Descontaminação 

descontaminação 

Controle de microrganismos 

patogênicos 

0,3 a 1,0 22/07/85 

l 

10 

30 

18/04/86 

18/04/86 

18/04/86 

02/05/90 

CO^SAO m^òMl D€ MUfJ PÃRySP-IPFH 
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Fonte-ICGFI, 1999. 

FIGURA 5. Utilização Mundial da Irradiação de Alimentos. Países que aplicam 

irradiação de alimentos com propósitos comerciais (em verde) e países que ainda não aplicam a 

irradiação de alimentos (branco). 

No Brasil, os seguintes Decretos e Resoluções já publicados, são resumidos 

abaixo; 

• Decreto - lei n° 986 de 21 de Outubro de 1969 

Estabelece normas gerais sobre alimentos 

Início da movimentação sobre legislação brasileira sobre irradiação de alimento 
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Decreto lei n° 72 718, de 29 de agosto de 1973 

Estabelece normas gerais sobre irradiação de alimentos 

Normas Gerais para processamento. Estocagem, transporte, importação e exportação , 

venda e consumo de alimentos irradiados. Estabelece o logo da Radura no Rótulo do 

produto irradiado. 

Portaiia DINAL n ° 09 de 8 de março de 1985 MS - Revogada pela RDC a" 21 de 

26/01/01 

Aprovar normas gerais para irradiação de alimentos no Brasil, indicando para cada caso 

o tipo, nível e dose média de energia de radiação e o tratamento prévio conjunto ou 

posterior. Limitam dose a 10 kGy; Proíbem a re-irradiação. 

Portaria DINAL n ° 30 de 25 de setembro de 1989- Revogada pela RDC n° 21 de 

26/01/01 

Ampliando autorização a outros tipos de alimentos que não constavam da portaria 

anterior. 

Resolução ANVISA - RDC n° 21, de 26 de janeko de 2001 

Revoga as Portarias DINAL n" 09 de 08/03/85 e rf 30 de 25/09/89 

"4.3. Dose absorvida: Qualquer alimento poderá ser tratado por radiação desde que sejam 

observadas as seguintes condições": 

*a) A dose mínima absorvida deve ser suficiente para alcançar a finalidade pretendida; 

b) A dose máxima absorvida deve ser inferior àquela que comprometeria as propriedades 

funcionais e ou os atributos sensoriais do alimento". 
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3.7 - PCR 

A reação de polimerização em cadeia, PCR {Poiírnerase Chain Reaction) é a técnica que 

permite a amplificação do DNA in vitro, utüizando-se basicamente de uma reação enzimática 

catalisada pela poümerase (enzima termoestável), cuja atividade depende de íons Mg ++ e 

ocorre em 3 etapas: "Melting" ou desnatiuação, que consiste na sepaiação da dupla fita do 

DNA a ser amplificado; "Annealing" ou hibridização, ligação do iniciador ou "primer" ao 

DNA a ser amplificado e "Extension" ou extensão, ou seja, a pohmerização propriamente dita. 

(Saiki etal., 1988): 

1. Desnatiuação - Mcialmente é necessáiio que as duas fitas de DNA a serem amplificadas 

sejam separadas. A elevação da temperatura entre 90 a 95 °C promove a separação da fita 

dupla de DNA em duas fitas simples. Este procedimento é chamado "Desnaturação" ou 

"melting", e muitas vezes a temperatiua de desnaturação é determinada empiricamente e 

depende de alguns fatores como a quantidade de guanina e citosina (GC) do fragmento DNA 

alvo ou de interesse. 

2. Ajielamento - A polimerase para assumir suas funções, isto é, anexar as bases 

complementares, transformando as fitas simples em fitas duplas, necessita de um fragmento 

de DNA já ligado na região previamente escolhida. A solução, então, é demarcar as 

extremidades do DNA prociuado ou de interesse nas duas longas fitas simples, tornando-as 

duplas, apenas nesse intervalo. Para isso adicionam-se, à solução, os "pruners" ou iniciadores 

que são pequenos fragmentos sintéticos de DNA de fita simples, oligonucleotídeos de 20 a 

30 bases nitrogenadas de comprimento, que são sintetizados "m mXxd" baseados na 

seqüência de do DNA a ser amplificado sendo eles complementares a seqüência do segmento 

de DNA de interesse. O conhecimento da seqüência procurada é naturalmente pré-requisito 

paj-a a síntese dos "pruners". Os "primers" perseguem na reação as regiões, as quais foram 

CCM5SÂ0 MACinmi Df FÍJf híllH F^qP -IPFfJ 
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escolhidas, paia hibridizar-se às seqüências compleméntales nas duas fitas simples 

(usualmente 5'). Nas duas fitas surgem, assün, um pequeno fragmento de DNA de dupla fita 

intacta. A hibridização dos "primers" descrito como "Anneling" (do inglês), deve ser feito a 

uma temperatura inferior à da desnaturação (45 a 60 °C). 

3. Extensão- Quando os "primers" enconüam e ligam-se aos segmentos compleméntales, a 

DNA-Polimerase pode assumir sua função. Inicia-se a partir dos pequenos fragmentos de 

DNA de fita dupla (resultado do anelamento do "primer"), incorporado um a um os 

nucleotídeos conespondentes, isto é, as bases juntamente com as moléculas de açúcar e 

fosfato. A DNA-Polimerase hga os nucleotídeos entre si, completando assim as fitas simples 

e tornando-as duplas (extensão). A DNA-Polimerase não reconliece apenas o bloco de início 

como também consegue diferenciai' as duas extremidades dos "primers" (3'e 5'). Ela inicia a 

reação sempre pela extremidade 3' do "primer", completando a fita simples daí em diante, 

portanto, sempre na direção do fragmento procurado. 

Os fragmentos de DNA recém-formados fornecem mais moldes para a montagem 

de novas fitas nos ciclos subseqüentes, no entanto, com região já determinada, resumindo, 

temos uma reação em cadeia. Após cada ciclo, o número de fragmentos se duplica: de um 

formando-se 2, e então novamente 4, 8, 16, 32, 64, 128...de tal forma que pode ser defmida 

matematicamente por: 

N = No X 2 " 

N = número de moléculas amplificadas 

No = número de moléculas miciais 

n = número de ciclos de amplificação 
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O modelo teórico considera que a eficiência do processo de amplificação corresponde a 

100%, o que não é observado na prática. Experimentalmente, a eficiência da reação está abaixo 

da ideal e gira em tomo de 78% a 97%, dependendo do gene amplificado. Teoricamente após 

20 ciclos têm -se cerca de um millião; após 30 ciclos, cerca de um bilhão de cópias do 

fi-agmento de DNA de interesse. Saiki et al., 1985; MuUis et ai, 1986; MuUis & Faloona, 1987 

introduziram as diversas aphcações do PCR para a comunidade científica e atualmente é 

inesgotável a sua aplicação prática tanto na pesquisa básica como na aplicada. A PCR 

utilizando DNA polimerases termoestáveis foi descrita pela primeira vez por Kary Mullís e 

patenteada nos EUA sob o número 4.683.195, em julho de 1987 e número 4.683.202 (Hirata et 

ai, 1999). 

3.8 - Método fluorescente para estudo de viabilidade 

Com a utilização do Diacetato de Fluoresceína (DF) como mdicador da viabilidade de 

células de mamíferos (Rotman et ai, 1966), intensificaram-se as investigações a fim de 

esclarecer o mecanismo da reação fluorocromática do DF, até chegarmos ao modelo hoje aceito 

(FIG.7), proposto por Medzon & Brady (1969). Estudos realizados com Diacetato de 

Fluorescema - DF (3,6 diacetil fluoresceína) (FIG. 6), concluíram que este era hidrolisado por 

diferentes enzimas, tais como esterases e proteases. O produto desta conversão enzimática 

resulta na fluorescema que se acumulava inüacelulannente (fluorocromasia), desde que a 

membrana celular estivesse intacta, facilmente detectável sob luz ultravioleta, apresentando 

coloração verde brilhante (Guibault & Klamer, 1964). A fluoresceína pode ser visualizada 

através de microscopia de fluorescência por sua fluorescência verde brilliante. O mecanismo de 

ação da reação fluorocromática de células vivas (Medzon & Brady, 1969), pode ser 

visualizado na FIG. 7. 
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FIGURA 6. Fórmula estrutural do 3, 6 diacetil fluoresceína 
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FIGURA 7. Mecanismo para reação fluorocromática de células vivas 
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Outro corante fluorescente, o Brometo de Etídio (FIG. 8), penetra vagarosamente em 

células íntegras e rapidamente em células injuriadas originando uma fluorescência vermelho 

brilhante (Lopes, 2002). 
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Fonte-Orsi, 1995. 

FIGURA 8. Fórmula estiiitural do brometo de 2,7 diamino 9 fenil, 10 etil fenanüidina 

O BE (brometo de 2,7 diamino 9 fenil, 10 etil fenantiidina) possui a propriedade de 

penetrar rapidamente nas células danificadas, pois se liga ao DNA por intercalação, formando 

um complexo fluorescente com material nuclear, que visualizado ao microscópio de 

fluorescência, apresenta coloração avermelhada (Calich et ai, 1978). Este corante é capaz de 

alterar o DNA mitocondrial e inibh sua síntese (Nass, 1972), mas não mibe a síntese de 

proteínas plasmáticas (Avadhani et al., 1975). 

COMfSSÃO NACIONAL DC EWERttA NUOfAR/SP-IPEM 
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Takasugi (1971), utilizou o DF em teste citotóxico empregando, concomitantemente, 

outro composto fluorescente, o BE, que foi utilizado por Edidin (1970), como contracorante 

nos estudos de viabilidade de células de mamíferos. A combinação de ambas as substâncias 

fluorescentes (DF-BE) foi utilizada paia determinai- a viabilidade de micobactérias em cultivo, 

biópsia de tecido e de células fúngicas em cultivo, salientando-se a sensibilidade e rapidez de 

execução desta técnica (Corrêa et al, 1990). 

Rodiigues (2000), era seu estudo com tiês gêneros de dermatófitos, obseivou que as 

células não viáveis de dermatófitos coradas pelo BE apresentaram padrão uniforme de 

coloração (tonalidade vermelha clara e brilhante). Este fato também foi observado por outros 

autores estudando outios gêneros fiingicos (Calich et al, 1978; Corrêa etal, 1991). Em relação 

às células fúngicas viáveis, coradas pelo DF, estas exibiram áreas de intensa fluorescência em 

tonahdade Amarelo-esverdeada brilliante (Padrão de fluorescência PFl) e células com 

coloração esverdeada com fraca intensidade fluorescente (Padrão de fluorescência PF2) 

uniformemente distribuída. 
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4 - MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1- Amostras e milho 

Foram utilizadas 20 amostias de grãos de milho, contendo 200 gramas cada, (híbrido 

Pioneer 3041) cuhivado na Faculdade de Medicina Veterinária da USP, "Campus" de 

Pirassununga. As amostras de milho, armazenadas desde abril de 2002, foram pesadas e 

acondicionadas ern sacos plásticos individuais e envoltos em sacos de papel vedados com fita 

crepe. 

4.2- Irradiação 

As amostras foram irradiadas com a dose de 20 kGy no Instituto de Pesquisas Energéticas 

e Nucleares (IPEN - CNEN/SP) - Fonte GammaCell de Cobalto 60, com taxa de dose variando 

entre 4,74 kGy/h a 4,84 kGyAi, com a finalidade de se eliminai' os microrganismos 

contaminantes presentes no milho (FIG.9). Após esta etapa, 5 amostras foram destinadas ao 

experimento para o controle (O kGy), 2; 5 e 10 kGy, respectivamente. 



37 

FIGURA 9. Foto da Fonte de Cobalto 60 (GammaCell 220 AECL) do Instituto de Pesquisas 

Energéticas e Nucleares - IPEN/CNEN. 

4,3 - - Ajuste de atividade de água {Aa) e Umidade Relativa {UR) 

I. 

As amostras, irradiadas previamente com a dose de 20 kGy, foram acondicionadas em 

recipiente de vidro, umedecidas com 35 mi de água destilada estéril e inoculadas com A. flavus. 

Em seguida, foram colocadas em container plástico vedado, contendo recipiente com 200 mi 

de solução salina saturada de Sulfato de Potássio Anidro a 30% (K2SO4), a fim de se manter a 
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umidade relativa de 97,5 % (Winston & Bates, 1960). O container (FIG. 10) foi mantido em 

estufa à temperatura de 25 °C (FIG 11), por 15 dias. Após o período de mcubação, as 

amostras, exceto aquelas do grupo controle, foram irradiadas com de 2; 5 e 10 kGy. 

4.4 - Inoculação das amostras de milho com suspensão de Aspergillus flavus 

As amostras de milho foram inoculadas com suspensão da cepa de A. flavus produtora de 

aflatoxinas, proveniente do EVH (International Mycologi Institute). A suspensão de esporos foi 

preparada em frascos contendo solução Tampão Fosfato (PBS), pH 7,2 e Tween 80. A 

contagem foi efetuada em câmara de Neubauer e o número de esporos foi ajustado para 1x10^ 

esporos /ml. Volume de 2 ml da suspensão foi adicionado a cada amostra de 200 gramas de 

milho. 

FIGURA 10. Container com milho e solução K2SO4 
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FIGURA 11. Estufa e containers 

4.5- Isolamento da microbiota fúngica das amostras 

Após o período de incubação, 10 g de cada amostra foram colocadas em frascos de vidro 

contendo 90 ml de água destilada estéril, agitadas por 30 minutos e repassados 1 ml em 

diluições seriadas contidas em tubos de ensaio estéreis de 10 a 10"*. Para cada diluição, duas 

placas de Petri contendo agar AFPA (OXOID) foram semeadas com 0,1 ml de suspensão, 

distribuída pela superfície do meio e, posteriormente, incubadas por 6 dias a 25 °C. A 

contagem foi determinada por UFC/g (Pitt et al., 1983). Colônias de diferentes tipos 

morfológicos foram isoladas em agar Sabouraud dextrose e submetidas à técnica de 

microcultivo (Riddell, 1950). Os ñangos foram classificados até gênero, entretanto aqueles 

pertencentes do gênero Aspergillus foram classificados, até espécie, de acordo com os seguintes 

compêndios: Raper & Fennell, 1965; Arx, 1974. 

COWSSÂO HKlCfaf^L DE E«£Ra.A MUaBl̂ 'S.P-iPEW 
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4.6 - Análise de Aflatoxina 

A extração, purificação e confirmação das aflatoxinas nas amostras de milho foram 

determinadas seguindo-se a metodologia preconizada por Soares & Rodríguez-Amaya (1989). 

A quantificação foi realizada por fotodensitômetro marca Shimadzu, modelo CS 9000 com 

lâmpada de xenônio e >. de 366 nm. O limite de detecção da técnica é de 2 (ig/kg. 

4.7 - Determinação da Atividade de água (Aa) 

Os valores deAa das amostras foram obtidos utilizando-se equipamento AQUALAB CX-

2, da Decagon Devices Inc (FIG. 12). 

FIGURA 12 . Equipamento AQUALAB CX-2 
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4 .8 -PCR 

A extração de DNA de A. flavus foi realizada segundo o protocolo do Kit DNeasy Plant 

Mini Kit marca Qiagen. Os primers utilizados, bem como o protocolo de amplificação, foram 

elaborados de acordo com Färber etal. (1997). 

a) Primers : 

• nor-1. 5'- ACCGCTACGCCGGCACTCTCGGCAC-3' 

• nor-2 5'- GTTGGCCGCCAGCTTCGACACTCCG-3' 

b) O padrão de peso molecular: 

Padrão 1 Kb DNA Ladder, obtido da Life Technologies (Patente U.S. N° 4.403 036). 

c) Composição e quantidade de reagentes do mix: 

TABELA 7. Composição dos reagentes para análise de PCR 

Reagentes Quantid ade em |il 
Solução de DNA 5 

Água bidestilada 11,3 
Bufler comUgCh 2,5 

Primer 1 1 
Primer 2 1 
DNTP 4 

Taq- Polimerase 0̂ 2 

d) Programa Termociclador Gene Amp PCR System 9700, marca Biosystems (FIG. 13): 

Desnaturação inicial - 95 °C por 5 min 
Amplifícação —> 30 ciclos - Desnaturação 95 °C -1 min 

Anelamento -> 62 °C - 2 min 
Extensão 72 °c - 4 min 

Extensão final - 72 °C por 7 min 
Estabilização e parada de reação - 4°C 
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FIGURA 13. Termociclador Gene Amp PCR 9700 

e) Eletroforese: 

O gel de agarose foi preparado na concentração de 1,2 % e a este foi adicionado 1 [ú 

de brometo de etídio. Cada uma das amostras e controles receberam 4 |LI1 de azul de 

bromofenol. A corrida foi realizada em cuba de eletroforese a 100 V em 1 hora (FIG. 14). A 

disposição das amostras nos poços foi a seguinte: padrão de peso molecular 1 KB DNA Ladder 

(8 |il), amostras (10 \i\ cada), controle negativo (10 1̂ de mix + água destilada) e controle 

positivo (10 |4,1 de amostra com DNA de A. Jlavus). Finalizada a corrida, a imagem digital do 

gel foi registrada por sistema de fotodocumentação. 
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FIGURA 14. Cuba de eletroforese 

4.9 - Teste de viabilidade com corantes fluorescentes (DF-BE) 

Utilizou-se solução estoque de diacetato de fluoresceína (3,6 diacetil fluoresceína Sigma 

Chemical - USA), com uma concentração final de 5 mg/ml de acetona e mantida a temperatura 

de -20 °C. A solução estoque de brometo de etídio (2,7 - diamino-lO-etil-9 fenil-fenantridina 

Sigma Chemical - USA), foi obtida em concentração de 1000 ng/ml de solução tampão de 

fosfatos (PBS) pH 7,4 e estocada a -20 °C. Diluiu-se a solução de diacetato de fluoresceína 

2500 X e a de brometo de etídio 20 X, ambas em PBS. Em seguida, foi tomado volumes iguais 

das soluções diluídas. De cada amostra de milho inoculada, uma alíquota de 1 g foi colocada 

em tubo de ensaio e acrescentado 1 ml de água destilada estéril. Desta solução, alíquota 0,1 ml 

foi transferida para um novo tubo de ensaio e adicionadas partes iguais de DF e BE (0,1 ml). A 

mistura assim obtida foi incubada durante de 30 minutos a 25 °C. Em seguida, 1 gota da 

mistura foi colocada entre lâmina e lamínula e examinada em microscópio de fluorescencia 

(FIG. 15). 

CmSSkO HKlOm. DE E**£R<yA fíLKig\R/5P-IPEN 
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FIGURA 15. Fluxograma de preparação do teste de viabilidade com os corantes 

fluorescentes diacetato de fluoresceína e brometo de etídio. 
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5- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Milho 

Pesar amostras (200 gramas) 

5 amostras p/ 
2 kGy 

I 

5 amostras p/ 
5 kGy 

5 amostras p/ 
10 kGy 

5 amostras p/ 
controle 

Irradiar as amostras (dose de 20 kGy) para eliminação da microbiota 
natural 

I 

Corrigir ./4a c/ solução saturada de K2SO4 (container fechado a 25°C) 

I 

Contaminar c/ 1x10^ esporos/ml de Aspergillus flavus (2ml em 200 
gramas de amostra) ^ 

Aguardar 15 dias - estufa a 25°C - Aa controlada 

i 
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FIGURA 16. Representação esquemática das etapas do experimento 
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6-RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1- Análise prévia do milho utilizado no experimento (não irradiado e não inoculado) 

6.1.1- Pesquisa da microbiota fúngica, Aa e determinação de aflatoxinas 

Obseivou-se a presença de fungos em todas amostras, principalmente dos gêneros 

Aspergillus, PeniciUium e Fusarium, considerados como aqueles mais importantes do ponto de 

vista toxigênico. As espécies do gênero Fusarium foram as mais fi-eqüentes, com percentuais 

vallando de 8,33% a 94,81%. O Número de Unidades Formadoras de Colônias por giama 

(UFC) variou de 0,7 a 7,1 xlO"*. Dentro do gênero Aspergillus, A. flavus foi isolado em quatro 

amostras com freqüência variando de 2,07% a 27,77% (TAB. 9). Os níveis de Aa das amostras 

variai'am de 0,73 a 0,77 (TABELA 8). Análises micotoxicológicas das amostras de milho não 

revelaram a presença de aflatoxinas. 

Diversos autores relatam a predommância do gênero Fusarium em giãos de cereais. 

Abbas et al. (1988), analisando amostras de grãos de milho provenientes de 32 campos 

produtores em Minnesota (E.U.A.), isolaram, em ordem decrescente de freqüência as seguintes 

espécies do gênero Fusarium: F. graminearum (30%), F. subglutinans (23%), F. moliniforme 

(20%), F. oxysporum (14%) e F. proliferatum (12%). Meirelles et al. (1994), analisando 38 

amosfras de grãos de milho envolvidos com surtos de leucoencefalomalácia eqüina - LEME, 

encontraram 97,4% de contaminação por Fusarium spp., 57,9% por PeniciUium spp. e 36,8?^ 

por Aspergillus spp. Dentro do gênero Fusarium, a espécie F. moniliforme (82%) foi a mais 

prevalente. 
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Segundo Almeida et al. (2002), as análises microbiológicas de 57 amostras de grãos de 

milho colhidas em diferentes estágios de maturidade nas regiões de Capão Bonito e Ribeirão 

Preto, revelaram uma população fúngica (microbiota) constituída, predominantemente, por 

Fusarium moniliforme. Os dados obtidos em nossa investigação vem ao encontro de outras 

publicações que apontam o gênero Fusarium como o fungo filamentoso de maior freqüência 

em grãos de milho recém-colhido e armazenado provenientes do Brasil. Orsi et al. (2000), 

estudando 195 amostras de três hídridos de milho recém-colhido e armazenado, provenientes 

de Ribeirão Preto, Estado de São Paulo, relacionaram a influência dos fatores abióticos, na 

freqüência de isolamento da microbiota fiingica. As análises microbiológicas demonstraram 

que o gênero Fusarium foi o mais freqüente, seguido dos gêneros PeniciUium e Aspergillus. 

Com relação ao gênero Fusarium, a espécie F. moniliforme foi a mais freqüente nos 3 hídridos, 

principalmente na faixa de 0,70 a 0,79 áeAa. 

TABELA 8. Níveis áeAa das amostras de milho não irradiadas. 

Amostras Aa Temperatura °C 

1 0,77 27,6 

2 0,77 27,4 

3 0,74 27,4 

4 0,73 27,3 

5 0,74 27,4 

Média 0,75 
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FIGURA 17. Amostra de milho irradiado com 20 kGy e controle (não irradiado). 

COMtSSÃO W<:iOf«M De EW€R6ÍA NUCLEAR/SP-iPEN 



TABELA 9. Freqüência (%) e número de Unidades Formadoras de Colônias por 
grama (UFC/g) em 5 amostras de grãos de milho não irradiados e não inoculados. 
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Amostras Fungo Freqüência (%) * UFC/g 
1 Cladosporium 4, 16 % 0,7x10' 1 

PeniciUium 37,50 % 
0,7x10' 1 

A. amstelodomi 33,33 % 

0,7x10' 1 

Fusarium 8,33 % 

0,7x10' 1 

A. ochraceus 16,60% 

0,7x10' 

2 Fusarium 27,77 % 0,8x 10 ' 2 
A. amstelodomi 5,55 % 

0,8x 10 ' 2 

A. ochraceus 38,88 % 

0,8x 10 ' 2 

A. flavus 27,77 % 

0,8x 10 ' 

3 Fusarium 94,81 % 6,6x 10 ' 3 
A. flavus 2,07 % 

6,6x 10 ' 3 

A. ochraceus 1,55% 

6,6x 10 ' 3 

A. terreus 1,55% 

6,6x 10 ' 

4 PeniciUium 35,21 % 7,1x10" 4 
A. ochraceus 4.22 % 

7,1x10" 4 

Fusarium 57,04 % 

7,1x10" 4 

A. flavus 2,81 % 

7,1x10" 4 

A. candidus 0,70 % 

7,1x10" 

5 A. candidus 2,42 % 5,7x 10-* 5 
Fusarium 89,51 % 

5,7x 10-* 5 

A. ochraceus 0,80 % 

5,7x 10-* 5 

A. restrictus 0,80 % 

5,7x 10-* 5 

A. flavus 6,45 % 

5,7x 10-* 

Número de Unidades Formadoras de Colônias 
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6.1.2- Análise pelo método de PCR: 

Paia monitorai' o processo de detecção de DNA e a amplificação das seqüências, são 

necessários controles positivo e negativo. O controle positivo contem material com o DNA a 

ser amplificado pelos primers específicos, com a finalidade de checar a qualidade da 

preparação das amostias e da adequação dos paiâmetios para a amplificação (escolha dos 

primers, temperatura de anelamento, tempo para cada etapa do PCR, número de ciclos para 

amplificação de DNA, etc). A falha na detecção do controle positivo significa que existem 

fatores inibitórios, quantidade insuficiente de DNA na amostra a ser analisada ou os parâmetros 

usados para o PCR não estão corretos. O controle negativo é utilizado para confirmar a 

existência de contaminação de DNA no laboratório. Se um sinal é produzido, significa que os 

procedimentos preventivos de contaminação de materiais e soluções da exti-ação e amplificação 

falharam (Gachet et al., 1999). Para o controle negativo, em lugar de DNA, é colocado água 

Milli O autoclavada. 
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A análise pelo PCR das amostras de grãos de milho não irradiado revelou a presença de 

banda intensa no controle positivo (C+), ausência de produto na corrida do gel correspondente 

ao controle negativo (C -) e uma fraca banda de DNA de Aspergillus flavus na linha la na 

corrida da Polimerase da marca Biotools (FIG. 18). Nas demais não houve formação de bandas 

evidentes, indicando pouca quantidade de DNA ás A. flavus, uma vez que a banda do controle 

positivo foi fortemente detectado. Para a realização dos demais ensaios de amplificação, os 

parâmetros descritos em materiais e métodos foram mantidos (TAB. 7) e a polimerase de 

escolha foi a da marca Biotools. 

lOlSbp 

506 bp 
396 bp 

Polimerase Biotools Polimerase Invitrogen 

Padrão la 2a 3a C- I b 2b 3b 4b C+ 

FIGURA 18. Gel de elefroforese (PCR) de DNA extraído deA.fla\i4s das amostras 1,2,3 e 4 
do milho não irradiado. 
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6.2. Anáüse das amostras irradiadas cora 2; 5 e 10 kGy e controle (O kGy). 

6.2.1- Microbiota fúngica das amostras de milho do grupo controle (O kGy) e irradiadas 
com 2; 5 e 10 kGy. 

A aplicação de doses entre 2 e 7 kGy de radiação de ^^'Cobalto, resulta em uma destruição 

considerável de microrganismos presentes nos alimentos, praticamente elimmando os 

patógenos (WHO, 1994), Outra constatação importante foi realizada por Saleh et al. (1996) e 

Abd El- Aal et al. (1997) que observaram os efeitos da radiação gama em fungos, aplicando 

doses entre 4 e 6 kGy, visando uma completa mibição do fiingo em diferentes alimentos. 

Aziz et al., (2002) estudaram os efeitos da radiação gama na microbiota fimgica de frutas 

annazenadas em temperatura de refrigeração (abaixo de 10 °C), O número inicial de imidades 

formadoras de colônias por grama (UFC/g) nas fhitas variou de 4,8 x lO'̂  a 6,8 x 10^ por 

grama. Quando as fiutas foram inadiadas com dose de 1,5 kCy, a contagem total de ftingos foi 

reduzida a 1,4 x 10^ - 2,5 x 10^ . Naquelas irradiadas com a dose de 3,5 kGy, a redução 

variou de 1,4 x 1 o' a 2,5 x 10^ por grama. 

Em nossa investigação, a radiação gama foi efetiva na prevenção do crescimento. O 

maior grau de contaminação (40 a 650 xlO^ UFC/g) foi observado no grupo não irradiado 

(confrole). Os demais grupos, irradiados com 2; 5 e 10 kGy, apresentaram diminuição 

significativa no número de UTC/g. Em algumas amosüas do grupo iixadiado com 5 kGy 

(amostras 3 e 4) e 10 kGy (amostras 1 e 4), não foi observado crescimento fúngico (TAB. 10). 
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T A B E L A 10. Número de *L rFC / g das amostras de milho do grupo controle e irradiadas com 2, 
5 e 10 kGy, incubadas a 25 °C, durante 6 dias. 

Controle 2 kGy 5 kGy 10 kGy 

Amostra 1 500x10^ 0,5x10^ 0,001 X 10^ 0 

Amostra 2 40x 10^ 0,05x10^ 0,001 X 10^ 0,0005 x 10^ 

Amostra 3 600X10^ 1,5x10^ 0 0,002x10^ 

Amostra 4 600x10^ 0,2x10^ 0 0 

Amostra 5 650x10^ 0,03x10^ 0,001 X 10^ 0,001 X 10^ 

Média 478 X10^ 0,456 X 10^ 0,0006 X 10^ 0,00070 X 10^ 

D. P. 250,8 X 10^ 0,613 X 10^ 0,0005 X 10^ 0,00084 X 10^ 
LC. (95%) 478,0 ±311,4 0,456 + 0,761 0,0006 + 0,0006 0,0007 ± 0,0010 

D. P. = Desvio Padrão 
Foram realizados testes de Student generalizado para várias amostras e teste de Tukey. 
I . e . = Intervalo de Confiança 

FIGURA 19. Cultura de A. flavus em meio AFPA das amostras irradiadas com 2 kGy (sem 

formação de colônias) e não irradiada (com formação de colônias), ambas na diluição 10"̂ . 
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6,2.2 - Atividade de água (y4â  do controle edas amostras irradiadas com 2; 5 e 10 kGy 

Os níveis de Atividade de água dos grãos das amostras antes da incubação e após a 

irradiação com dose de 20 kGy, variaram de 0,55 a 0,65, nas diferentes amostras (TAB. 11). 

Após a irradiação com a dose de 20 kGy, para eliminação da microbiota natural, os valores de 

Aa sofreram uma redução em tomo de 0,10 a 0,20, uma vez que a atividade de água média do 

milho no momento da aquisição, girava em tomo de 0,75 (TAB. 8). Tal fato se deve ao efeito 

da radiólise da água disponível nas amostras, como efeito da radiação gama na dose de 20 kGy. 

TABELA 11. Níveis de Atividade de água (Aa) das amostras de milho antes da incubação e 
após a irradiação com dose de 20 kGy. 

Amostras Controle 2 kGy 5 kGy 10 kGy 
1 0,56 0,65 0,60 0,66 
2 0,55 0,61 0,60 0,65 
3 0,53 0,60 0,59 0,63 
4 0,56 0,58 0,58 0,67 
5 0,58 0,60 0,62 0,66 

Média 0,55 0,60 0,60 0,65 

Em tais condições, a germinação e crescimento não seriam observados, após a etapa de 

inoculação de esporos do fiingo, caso o ajuste de Aa não fosse realizado, uma vez que a 

germinação e crescimento de A. Jlavus requerem yla acima de 0,85 e temperatura mínima de 10 

°C (Council For Agricultural Science And Technology, 2003). Após a incubação por 15 dias, 

os níveis médios de Aa das amostras atingiram valores entre 0,88 a 0,94 (TAB. 12), ideais 

para o desenvolvimento do estudo. 
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TABELA 12. Valores de Atividade de Água (Aa) das amostras de milho, após 15 dias 
de incubação a 25°c em ambiente com Umidade Relativa de 97,5%. 

Amostras Controle 2 kGy 5 kGy 10 kGy 
1 0,92 0,91 0,90 0,96 
2 0,91 0,92 0,91 0,96 
3 0,93 0,89 0,87 0,92 
4 0,93 0,93 0,87 0,92 
5 0,94 0,92 0,87 0,96 

Média 0,926 0,914 0,884 0,944 
D. P. 0,011 0,015 0,019 0,022 

LC. (95%) 0,926 ± 0,014 0,914 ±0,019 0,884 ± 0,024 0,944 ± 0,027 

• D. P. = Desvio Padrão 
• I.C. = Intervalo de Confiança 

6.2.3 - Determinação de Aflatoxinas nas amostras controle e irradiadas com doses de 2, 
5 e 10 kGy: 

O uso de radiação gama para inativar aflatoxinas já foi investigado (Rustom, 1997) . A 

toxicidade de um alimento a base de amendoim, contaminado com AFBi, foi reduzida a 75% e 

100% após a irradiação com raios gama nas doses de 1 e 10 kGy, respectivamente 

(Temcharoen & Thilly, 1982). A presença de água tem um importante papel na destruição de 

aflatoxina por energia gama, uma vez que a radiólise da água leva á formação radicais livres 

altamente reativos. Estes radicais podem atacar AFBi, no anel fiirano terminal, gerando 

produtos de baixa atividade biológica (Rustom, 1997). Patel et al. (1989) obtiveram, com a 

adição de 1 ml de peróxido de hidrogênio a 5% em uma solução aquosa de AFB] (50(xg /ml), a 

degradação de 37 a 100% da toxina nas doses mais baixas (2 kGy). Os produtos finais da 

degradação não demonstraram qualquer atividade, no teste de mutagenicidade de Ames. O 

mesmo tratamento reduziu os níveis de AFB] em sementes de amendoim em 73-80%. 
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Uma certa preocupação foi causada quando uma série de relatos indicando o aumento da 

produção de aflatoxinas em esporos de A. flavus ou A. parasiticus ou culturas derivadas de cada 

um destes esporos, foram irradiados. Contudo, os resultados não foram claros. No entanto, 

Ingi-am e Faikas (1977), revisando alguns destes primeiros estudos, concluíram que a 

irradiação propiciou a diminuição da produção de aflatoxinas, sem, contudo, ocorrer qualquer 

aumento nos níveis da toxina 

Segundo alguns autores, os riscos de produção de aflatoxinas nos alimentos pós-inadiados 

não é maior dos que naqueles alimentos não irradiados e armazenados em condições normais. 

O aumento da produção de aflatoxina após a irradiação, verificado em condições laboratoriais, 

não são observadas na prática (Germano et aí., 2001). 

Várias publicações sugerem que fungos são sensíveis à radiação gama e que a produção de 

micotoxinas diminui após a irradiação de alimentos (Refai et ai, 1996; Youssef et ai, 1999). 

Neste sentido, Aziz et ai,(2002) demonstraram redução na concentração de AFBi em ameixas 

e támaras irradiadas com a dose de 3,5 kGy e estocadas em lefiigeração durante 28 dias, em 

relação ao dia O (sem irradiação) (TAB. 13). 

COf^SÂO Hmcmi D€ EMERQA ĴOEAR/SP-fPEN 
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TABELA 13. Detecção de micotoxinas em diferentes amostras de fi-utas não irradiadas e 

irradiadas (3,5 kGy) e estocadas em refrigeração por 28 dias. 

Amosfras não irradiadas Total de amosfras Amostras **Conc. média de 

positivas AFBi(^ig/kg) 

Ameixa 10 2 380-500 

Támara 4 4 380-500 

Amostras iiradiadas Total de amostras Amostras **Conc. média de 

(3,5 kGy) positivas AFBi(Mglcg) 

Ameixa 10 1 20 

Támara 4 0 *Nd 

Fonte: Adaptada de Aziz et al., 2002. 
* Limite não detectável 
* * Concentração média de A F B i 
* * * Limite de detecção de A F B i = 0,1 )J.g/kg 

Em nosso estudo, observamos que a inativação das aflatoxinas AFBi e AFB2 foi mais 

eficaz nas doses de 2 kGy, do que nas doses de 5 kGy. Isto se explica uma vez que as amostras 

irradiadas com dose de 2 kGy apresentaram Aa mais elevada (média de 0,91), em relação ás 

inadiadas com dose de 5 kGy (Aa média de 0,88) (TAB. 12). 

A não detecção de aflatoxinas nas amostras de 10 kGy comprova que tal dose foi efetiva 

na completa degradação destas toxinas, associada a Aa elevada das amosfras (com média de 

0,94). Também é possível observar que a AFB2 é mais radiosensível do que AFBi, sendo 

diminuída em torno de 44 vezes na dose de 2 kGy e 17 vezes na dose de 5 kGy, já com relação 

aos níveis de AFBi, estes diminufram em torno de 3 vezes para a dose de 2 kGy e 2 vezes 

para a dose de 5 kGy (FIG. 20 e 21). 
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Os níveis de AFBi detectados nas amostias do grupo controle variaram de 1844,4 a 

2597,2 |Lig/kg Nas amostras dos grupos irradiados os níveis variaram de 398,3 a 1187,4 /ig/kg 

(2kGy); 1046,8 a 1552,0 |ug/kg (5kGy). Nas amostras irradiadas com 10 kGy não foi detectada 

a presença de aflatoxina Bi (TAB. 14 e FIG.20). 

Em relação a AFB2, os níveis detectados no giupo controle variaiam de 481,1 a 778,2 jug 

/kg. Os níveis de AFB2 nas amostras irradiadas variaram de 5,7 a 27,2 ug/kg (2kGy); 15,1 a 

97,9 fig/kg (5kGy). Por outro lado, nas amostras irradiadas com 10 kGy, a presença de AFB2 

não foi detectada (TAB. 15 e FIG. 21). 
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• Controle 

• 2 kGy 

• 5 k G ^ 

• 10 k C ^ 

FIGURA 20 - Quantificação de AFBi nas amostras do controle, 2; 5 e 10 kGy, 
em ug/kg (ppb). 

TABELA 14. Quantificação de AFBi do controle e amostras irradiadas com 2, 5 e 10 kGy 
em ug/kg. 

Amostras Controle 2 kGy 5 kGy 10 kGy 

( l A g / k g ) ( l A g / k g ) ( u g / k g ) ( l A g / k g ) 

I 2597,2 398,3 1552,0 N D * 
2 N D * 729,5 1120,5 N D * 
3 1844,4 571,7 1121,1 ND * 
4 2159,4 556,5 1096,0 N D * 
5 2258,5 1187,4 1046,8 ND * 

Média 2214,88 688,68 1187,28 N D * 
D. P. 310,06 302,43 206,11 -

I.C. (95%) 2214,88 ± 493,4 688,68 ± 375,5 1187,28 ± 255,9 -

Nota : ND = Não Detectável 
D. P. = Desvio Padrão 
l.C. = Intervalo de Confiança 
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FIGURA 21. Quantificação de A F B 2 nas amostras do controle, 2, 5 e 10 kGy, 
em |ig/kg (ppb). 

TABELA 15. Quantificação de Aflatoxina B2 do controle e amostras irradiadas com 2, 5 e 
10 kGy em p-g/kg. 

Amostras Controle 

(lAg/kg) 

2 kGy 
(lAíí/kg) 

5 kGy 
(itg/kg) 

10 kGy 
(lig/kg) 

1 778,2 11,3 97,9 N D * 
2 N D * 27,2 20,5 N D * 
3 485,0 5,7 17,1 ND * 
4 481,1 N D * 19,8 N D * 
5 540,1 9,7 15,1 ND * 

Média 571,10 13,48 34,08 ND * 
D. P. 140,67 9,45 35,74 -

LC. (95%) 571,10 ±223,8 13,48 ±11,73 34,08 ± 44,38 -

ND = Não Detectável 
D. P. = Desvio Padrão 
l.C. = Intervalo de Confiança 
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6.2.4 - Anáüse pelo método de PCR das amostras de milho do grupo controle e das 
amostras irradiadas com as doses de 2 , 5 e 10 kGy. 

O emprego da técnica de PCR com finalidade diagnóstica, freqüentemente gera 

resultados falso negativos, devido á presença de compostos interferentes presentes no substrato 

(Färber, 1997). Neste sentido. Rossen, et al. (1992) descreveu que a técnica de PCR é sensível 

nas amostras de alimentos complexos que contêm quantidades altas de gordura, proteínas e 

carboidratos. 

Rowe e Towner (1994) demonsfraram que contaminação bacteriana total pode ser amda 

detectada por técnicas de hibridização em amostras de alimentos üradiados contendo bactérias 

não viáveis. Técnica qualitativa de PCR, no entanto, não distingue células viáveis de células 

mortas de microrganismos. O PCR é uma técnica rápida e sensível para a amplificação 

específica de um segmento particular de DNA (Zhou et ai, 2000). 

Técnicas de hibridização de DNA têm sido desenvolvidas para detectar a contaminação 

bacteriana em ahmentos (Hill, 1991). Dúvidas surgiram a respeito da possibilidade de que a 

irradiação provocasse mudanças nas estruturas moleculares e no DNA de microrganismos 

patogênicos, a ponto de não permitir a correta detecção, ou seja, que o processo poderia ser 

usado para mascarar condições sem higiene na produção e manipulação de alimentos, 

"erradicando" a contaminação bacteriana detectável (Diehl, 1995). 

zmssko m\£mi dc emersa MuaE^R/sp-ipEN 
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A probabilidade (X) de uma molécula com peso molecular M sofier mudanças com a 

irradiação é dada por (Brynjolfsson, 1981): 

X = 10 I g . M.D 

Onde G = o número de mudanças por 100 eV de energia absorvida 

D = a dose em kGy 

O valor de G está usualmente abaixo de 4 quando sistemas aquosos são irradiados. Se a 

água (M=18) é iixadiada com uma dose (D) de 10 kGy, então; 

X= 1 0 " \ 4 . 1 8 . 1 0 = 7 , 2 . 1 0 " ^ 

Significa que 7,2 de cada 100 000 moléculas de água sofreram mudanças. Se o DNA 

com um peso molecular de M= 10 ^ é irradiado, têm -se X= 4000, o que significa cada 

molécula de DNA sofreu mudanças em 4000 vezes. A maior parte destas mudanças pode não 

ser letal, mas a quebra das fitas duplas freqüentemente é. O valor G para quebra das duplas fitas 

gira em tomo de 0,07. Este DNA poderia então ter recebido 70 quebras na dupla fita. 

X = 1 0 " \ 0 , 0 7 . 1 0 ^ 1 0 = 70 

No presente traballio, todas as amosüas irradiadas nas doses de 2; 5 e 10 kGy 

produziram produtos específicos da amplificação de A. flavus, sendo possível a observação de 

bandas de DNA no gel, demonstrando que a probabilidade de quebra das duplas fitas, causada 

pela ação da inadiação no DNA fúngico, conforme citado, não causou influência na 

amplifícação do DNA do A. flavus, pela técnica qualitativa de PCR. 
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As amostras de milho irradiadas com 20 kGy e posteriormente inoculadas com A. Jlavus 

demonstraram a presença de bandas intensas de DNA de A. Jlavus em todas as amostras 

analisadas (FIG. 22). Também foi possível visualizar as bandas de DNA nas amostras 

irradiadas com 2 kGy, exceto linha 4 onde não há banda formada, por perda da amostra (FIG. 

22 - b). Em todas as amostras de milho irradiadas com 5 kGy, nota-se a formação de bandas 

de DNA deA.Jhvus fortemente definidas, conforme imagem registrada (FIG. 22-c), observado 

também na amostra irradiada com 10 kGy (FIG.22-d). O presente estudo demonstrou que o uso 

da PCR para um rápido diagnóstico qualitativo do A. Jlavus, em amostras de milho 

contaminado é perfeitamente viável. 

Controle (a) 2kGy(b) 5kGy (c) lOkGy(d) 

FIGURA 22. Gel de eletroforese de DNA extraído de A. Jlavus das amostras do Controle e 
irradiadas com 2, 5 e 10 kGy (PCR). 
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6.2.5 - Teste de viabilidade com corantes fluorescentes DF-BE: 

Quando uma população de microrganismos é irradiada com um dose baixa, somente 

algumas destas células serão danificadas ou mortas. Com o aumento da dose de radiação, o 

número de microrganismos sobreviventes diminui exponencialmente (como ocorre com o 

aumento em tiatamentos com calor). Diferentes espécies e diferentes linliagens de uma mesma 

espécie requerem doses diferentes para atingir o mesmo grau de inativação. 

Uma medida de sensibilidade à radiação, comumente usada, é a dose Dio, a qual elimina 

90 % de uma população. Leveduras se reproduzem principalmente por brotamento ou por 

bipartição de uma única célula, formando novas células, mas também por formação de esporos. 

Fungos crescem por expansão de estiaituias finas chamadas de hifas e também produzem 

esporos. Da massa de células de leveduras ou de bolores durante a produção de hifas, é difícil 

realizar a separação de células individuais e conseqüentemente este é o problema para delinear 

a cuiva de sobrevivência e determinar o valor Dio para tais organismos (Diehl, 1995). 

Uma curva típica de inativação é demonstrada na FIG. 23. Neste caso, a inclinação da 

curva indica um valor Dio de 0,55 kGy para a inativação de Salmonella lyphimurium em carne 

moída (Kampelmacher, 1981). 
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FIGURA 23. Efeitos da madiação em S. typhimurimn em carne moída. (Adaptado de 
Kampelmacher, 1981). 

Para bolores e leveduras, um número de esporos (previamente determmados) são 

moculados em meios de cultivo ou em amostras de alimentos, as quais são irradiadas com 

diferentes doses. As amostras são testadas para a presença ou ausência de sobreviventes após a 

incubação. O crescknento dos fungos pode ser visualizado em placas de Petri (Diehl, 1995). 

Com a evidenciação de que o diacetato de fluoresceína podia ser utilizado como 

indicador da viabiUdade de células de mamíferos, tendo como base a propriedade que possuem 

as células füngicas de acumular a fluorescema (fluocromasia) abriu-se caminho para novas 

COWÍSSÂO nmom. mEmA nuclear/sp-ipen 
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possibilidades como a determinação da viabilidade de culturas de fungos, coloração 

fluorescente de bactérias e de microrganismos do solo (Corrêa et al, 1990). 

Observa-se que conforme o aumento das doses, a freqüência de células mortas (coradas 

em vermelho) aumentou progressivamente. Fato contrário ocorreu em relação às células viáveis 

(coradas em verde) irradiadas nas frês doses do ensaio (TAB. 15). As células viáveis coradas 

pelo Diacetato de Fluorescema - DF exibiram frês padrões de fluorescência (PF), a saber (FIG. 

24): 

PFl- Encontrado nas amosfras de milho do grupo confrole, representado por células 

intensamente coradas em tonalidade verde brilhante; 

PF2- Encontrado nas amosfras de milho irradiadas com 2, 5 e 10 kGy, representada por 

células com coloração esverdeada apresentando fraca intensidade fluorescente; 

PF3- Encontrado nas doses de 5 e 10 kGy , com fluorescência somente na região da 

parede celular, lembrando formato em anel. A região intracelular, por sua vez, não se 

apresentava corada. 
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FIGURA 24. Foto de 6 campos observados em microscópio de fluorescência realizadas 

no Departamento de Micotoxinas - ICB/USP. 
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TABELA 16. Freqüência de células vivas e mortas, coradas pelo método fluorescente (DF-BE) 
das amostras de milho do grupo controle e irradiadas com 2, 5 e 10 kGy. 

Controle 2 kGy 5 kGy" 10 kGy 
Células Células Células Células Células Células Células Células 
Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas Mortas Vivas 

% % % % % % % % 
14 86 94 6 98 2 96 4 
25 75 94 6 96 4 98 2 
NC NC 98 2 95 5 99 1 
NC NC 94 6 98 2 99 1 

* X= 19,5 * X= 81,5 X = 95 X = 5 X = 96,8 X = 3 X = 98 X = 2 

(D J».) 7,8 (D.P.) 2,0 (D.P.) 1,5 (DJ».) 1,4 
LC. (95%) LC. (95%) LC. (95%) LC. (95%) 
19,5 ± 70,1 95,0 ± 3,2 96,8 ± 2,4 98,0 ± 2 ^ 

• Média de 4 repetições 
• * Média de 2 repetições 
• DF-Diacetato de Fluorescema 
• BE-Brometo de Etídio 
• Não Contado 
• D.P. = Desvio Padrão 
• l.C. = Intervalo de Confiança 

A fi-eqüência das amostras irradiadas com 2, 5 e 10 kGy, apresentada pelo teste de 

viabilidade com corantes fluorescentes DF-BE, demonstrou uma ordem crescente de células 

mortas, à medida que as doses empregadas foram aumentando. Quanto às células viáveis, estas 

apresentaram intensidade de fluorescencia verde PFl e PF2, nas amostras irradiadas com 2 

kGy, sendo a maioria PF2. 

As amostras irradiadas com 5 kGy apresentaram raras células PFl e 50% PF2 e PF3, 

respectivamente. Amostras irradiadas com 10 kGy apresentaram predominantemente células 

PF3, cuja fluorescencia era distribuída mais fortemente na região da parede celular, enquanto 

que a região intracelular apresentava-se fracamente corada, lembrando o formato em anel. 
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Segundo Corrêa et al. (1986), as áreas intensamente coradas pelo DF, Padrão PFl , são 

sitios possuidores de maior atividade liidrolisante, através da acetilesterases. O padrão PF2 

(fraca intensidade fluorescente) pode ser afribuído à fraca atividade enzimática. Alguns autores 

sugerem que a fi'aca intensidade de fluorescência esteja ligado ao envelhecimento celular. 

Também devemos considerar a capacidade das células de produzir as enzimas proteases e 

esterases relacionadas ao mecanismo de penetração do DF, ou baixa atividade hidrolisante 

através das acetilesterases. 

Em nosso estudo, o cultivo das amosfras de A. flavus em milho, paia cada ensaio nas 

diferentes exposições à radiação gama, foram reahzados no mesmo período de tempo (6 dias), 

juntamente com o controle. Portanto, a menor intensidade da coloração fluorescente verde não 

está relacionada com o envelhecimento das células, uma vez que a frradiação foi realizada no 

material fúngico de mesma idade de cultivo. A intensidade fraca na coloração esverdeada de 

células viáveis nas doses de 2, 5 e 10 kGy (PF2) em relação ao controle (FPl), ocorre devido 

aos efeitos diretos e indii"etos da radiação nas enzimas envolvidas com o mecanismo de 

penetração do DF. Além disso, a coloração PF3, pode estar relacionada ao fato da radiação 

interagir com o conteúdo intracelular do esporo, onde há maior concenfração de água, 

preseivando a intensidade do corante fluorescente na parede cehilai". 

C0W5SÃ0 HK\Qm.l DC E«éERSIA ^ÜXLÍ^R/SP-iPEN 
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7- CONCLUSÕES 

• Baseado no Número de Unidades Formadoras de Colónias (UFC/g), constatou-se que a 

radiação ionizante, nas doses de 2, 5 e 10 kGy, reduziu o crescimento de A. flavus; 

• O teste de viabilidade (DF-BE) demonstrou ser eficiente na avaliação dos danos celulares 

causados pelas diferentes doses de radiação; 

e A Ü T a d i a ç ã o se torna mais e f i c c i z se associada às condições de elevada Aa do substrato 

demonstrando que a presença de água tem um importante papel na destruição de aflatoxina por 

energia gama, uma vez que doses mais baixas foram mais eficazes na inativação de AFBi e 

AFB2, por apresentarem Aa mais elevada, como obseivado nas amostras in-adiadas com a dose 

de 2 kGy; 

• O emprego da radiação gama, nas três diferentes doses, não resultou diferença nos peiíis das 

bandas de DNA de A .flavus; 

• O uso da PCR é perfeitamente aplicável no diagnóstico qualitativo do A. flavus em 

amostras de milho contaminado, como alternativa de detecção rápida. 
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