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Radiacdo gama sobrea micobiota deracéo avicola e Aspergillus spp.

Gamma radiation on the mycoflora of poultry feed and Aspergillus species

Jésska Mara Martins Ribeird' Lilia Renée Cavaglieri" Hélio de Carvalho Vital"
César Daniel Kruger'V Carlos Alberto da Rocha Rosa'v

RESUMO

O objetivo deste experimento foi investigar o efeito
da radiacdo gama sobre a micobiota natural de ingredientes
e racdo avicola e seu impacto sobre espécies de Aspergillus
spp. Para tanto, fubd, farelo de soja e ragédo foram expostos a
uma fonte de césio-137 nas doses 0; 3,5; 8 e 15kGy. Amostras
de milho, inoculadas com suspensdo de conidios de Aspergillus
spp., foram irradiadas com doses de 0 a 8kGy. Observou-se
reducdo das contagens com o aumento da dose, obtendo-se
eliminacdo da micobiota com 8kGy. Uma maior
radiossensibilidade de leveduras foi observada em comparagao
a fungos filamentosos, e aqueles que resistiram a dose de 3,5kGy
pertenciam, em sua maioria, aos géneros Cladosporium spp.,
Curvularia spp., Fusarium spp. e Aspergillus spp. As espécies
A. flavus e A. parasiticus mostraram-se mais radiorresistentes
que as demais avaliadas. Redugé@o na conidiogénese e presenga
de estruturas de resisténcia foram detectadas logo apés a
irradiacdo. Constatou-se também que, apos repiques em meios
nutritivos, os isolados irradiados recuperaram a taxa de
crescimento normal. Verificou-se ainda que o estresse
metabdlico induzido pela irradiagdo promoveu aumento na
produgdo de aflatoxina B, e ocratoxina A.

Palavras-chave: irradiagdo, milho, fungo, micotoxina.
ABSTRACT

This experiment investigated the effects of gamma
radiation on the mycoflora of natural ingredients and poultry
feed, and its impact on species of Aspergillus spp. Corn meal,
soybean meal, feed and maize (inoculated with spore suspension
of Aspergillus spp.) were irradiated with 0, 3.5, 8 and 15kGy by
exposure to a *¥'Cs source. Increasing radiation doses led to
lower counts so elimination of mycoflora was observed at 8kGy.

In addition, filamentous fungi exhibited a greater resistance to
radiation than yeasts and those that withstood 3.5kGy were
mostly Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium spp. or
Aspergillus spp. A. flavus and A. parasiticus have been found
to be the most resistant among the species studied. Post-
irradiation reduction in the spore production as well as presence
of resistance structures have been observed. When such altered
colonies were isolated and grown on nutritional media again,
they recovered their normal growth pattern. In addition, a
significant increase in the production of aflatoxin B, and
ochratoxin A was found, probably due to metabolic stress
caused by irradiation.

Key words: irradiation, corn, fungi, mycotoxin.

INTRODUCAO

O crescimento fungico reduz o valor
nutricional e a digestibilidade do alimento. Ademais,
os fungos podem ocasionar danos diretos a salide dos
animais por meio de casos de intoxicagdo, chamados
de micotoxicose, que podem se apresentar de forma
aguda, subaguda ou, mais comumente, cronica
(FIGUEIRA etd., 2003).

A micobiota e a contaminagdo de racbes
avicolas por micotoxinas vém sendo estudadas no
Brasil. Niveis altos de contagem fungica foram
observados por ROSA et a. (2006) ao avaliarem
matérias-primas e ragdes avicolas procedentes do

'Centro Federal de Educagdo Tecnolodgica de Rio Verde (CEFET-RV), 75901-700, Rio Verde, GO, Brasil. E-mail:

jessikarj@yahoo.com.br. Autor para correspondéncia.

'"Departamento de Microbiologia, Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC), Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina.
"Centro Tecnol6gico do Exército, DDQBN, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
VDepartamento de Microbiologia e Imunologia Veterindria, Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ,

Brasil.

Recebido para publicagéo 10.07.08 Aprovado em 01.12.08



Radiag8o gama sobre a micobiota de racéo avicola e Aspergillus spp.. 1453

Estado do Rio de Janeiro. A maioria das amostras
analisadas por esses pesquisadores excedeu o limite
paraqualidade higiénica, estabelecido em 1 x 10*ufcg*
(GMP, 2005). Esses mesmos autores encontraram o
género Aspergillus spp. como o maisfrequente, sendo
A. flavus a espécie prevalente. Em outro estudo,
Penicillium spp. foi encontrado como 0 mais
prevalente seguido por Aspergillus, e A. flavus foi
isolado apartir de 25% das amostras analisadas. Além
disso, 64,5% das amostras continham niveis de
dflatoxinaB, (AFB)) quevariarandel1,2a17,5ugkg*
(OLIVEIRA etd.,2006). FRAGA et d. (2007) verificaram
uma contaminagdo flngicanaragdo de4 x 10°a 3,2 x
10%ufc g*. No entanto, 100% das amostras estavam
contaminadas com ocratoxinaA (OTA) (98,2+22,3ug
kg?) edflatoxinas (65,3+18,7ug kg?).

Com base na literatura disponivel pode-se
dizer que o melhor método para controlar a
contaminagdo por micotoxinas em alimentos € prevenir
o crescimento defungos (SANTURIO, 2000). Métodos
de controle adotados em ragdo incluem a verificagdo
da qualidade da matéria-prima e o uso dos processos
de peletizacdo (FRAGA et al., 2007). O emprego da
irradiagdo em ingredientes e ragdes avicolas foi
inicialmente proposto em fungéo de sua capacidade
em tornar esses materiais livres de Salmonella sp.,
importante patdégeno para os animais e parao homem
(ICGFI, 1995). O tratamento por irradiagcdo, além de
eliminar ou reduzir o nimero de pat6genos presentes
na ragao, tem por objetivo melhorar a qualidade
higiénica por reducdo de agentes deteriorantes,
especia mente fungos, eeliminar insetosem estégio de
reproducdo (ICGFI, 1995). CHEN et a. (2000), ao
andisarem o uso dairradiagdo com cobal to-60 em ragtes
paraanimais SPF (* Specific Pathogen Free'), verificaram
qgue a dose 8kGy foi eficiente em eliminar os
microrganismos e ndo ocasionou alteragbes na
composi¢do nutricional. Em experimento com farinha
decarneirradiadacom doses de até 50k Gy, adicionada
aracdo parafrangos de corte, AL-MASRI (2003) néo
encontrou efeitos negativos sobre os valores da
energia metabolizavel da dieta e tdo pouco sobre os
aspectos bioldgicos dos 6rgdos digestivos.

A irradiacdo tem sido utilizadano Brasil para
reduzir ou eliminar amicrobiotade diferentes substratos,
tais como milho (AQUINO et al., 2005); livros e
documentos antigos (SILVA et al., 2006); amendoim
(PRADO et d., 2006) e guarand em p6 usado como
estimulante (AQUINO et a., 2007). No entanto, é
escassa a informag&o acerca dos efeitos dairradiacéo
sobre a micobiota natural de racéo avicola e sdo
necessarios mais estudos sobre os efeitos desse
tratamento fisico sobre fungos toxigenos do género

Aspergillus spp. Dessa forma, 0 presente trabalho
objetivou avaliar a influéncia da irradiacéo sobre a
micobiota natural de ingredientes e ragdo avicola e
estudar as possiveis alteracdes morfoldgicas e de
producdo de micotoxinas em cepas de referéncia do
género Aspergillus spp.

MATERIAL E METODOS

Amostras de fuba, farelo de soja e ragao,
com 15kg cada, foram coletadas diretamente da linha
de producédo de uma granja avicola no Municipio de
Avelar, Rio de Janeiro (RJ). Foram redlizadas duas
coletas, as quaisgeraram dois processos deirradiaco.
As amostras foram levadas ao laboratério e
conservadas a 4°C, até 0 momento das analises. A
avaliagdo da atividade de &gua (A.) foi realizada por
meio do equipamento Aqual ab®, modelo CX 2.
Subamostras de 500g foram acondi cionadas e seladas
em sacos de polietileno, submetidas a quatro doses de
radiacdo gama (0; 3,5; 8 e 15kGy) em triplicata. O
irradiador pertence ao tipo cavidade blindada, cuja
aividade de suafontede césio-137 éde 56kCi (2x 10"
desintegracfes segundo?) e gera uma taxa de dose
maxima 2,0kGy h. A incerteza total nas dosesfoi de
+8%, levando em consideracdo a distribuicdo dataxa
de dose e a alocagdo das amostras na gaveta do
irradiador. Passados sete diasdairradiacdo, amicobiota
foi avaliada segundo metodologia de dilui¢do seriada
emplacas(PITT & HOCKING, 1997), sendo expressa
por unidades formadoras de coldnia por grama de
amostra(ufc g1). Foram utilizados os meios de cultivo:
dichloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC) para
contagem geral; agar dichloran com 18% de glicerol
(DG18) como meio seletivo parafungos xerofilicos e
agar dichloran cloranfenicol peptona (DCPA) para
isolamento de Fusarium spp. As placas foram
incubadas a 28°C por cinco asete diasem estufaBOD
Etica

Os géneros flngicos isolados foram
identificados por meio das chaves taxonémicas
propostaspor KLICH (2002) parao género Aspergillus
spp., PITT & HOCKING (1997) paraPenicilliumspp. e
NELSON et . (1983) paraFusarium spp.

O efeito dairradiagéo sobre Aspergillus spp.
foi avaliado com o uso dascepasdereferéncia: A. niger
(ATCC 1004), A. ochraceus (NRRL 3174), A. flavus
(NRRL 5520), A. parasiticus (NRRL 2999) e A.
carbonarius(UFPE 1546), submetidasairradiacéo em
milho picado degerminado, com granulometriamédia
de 2mm. O milho foi hidratado com agua destilada e
armazenado por 24 horas a 4°C, submetido a
homogenei zacdo periddicaparaauniformizacdo daA,
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a0,98. Frascos Erlenmeyer com capacidade de 125mL,
contendo 50g de milho cada, foram autoclavados a
121°C por 20 minutos para garantir eliminacéo da
microbiotainicia edepoisforam inoculadoscom 100pL
(10* a 10°ufc mL™*) de uma suspensdo em salina das
cepas. Apos a incubagdo feita por cinco dias a 28°C,
foram aplicadas 10 doses de radiagdo gama (2,0; 3,5;
4,0;4,5;5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0e8,0kGy) maiso controle
OkGy para cada uma das cepas de referéncia, em
triplicata. Um dia ap0s a irradiagcéo, o milho foi
submetido & contagem fungica por diluicéo seriada e
plagueamento direto deacordo comPITT & HOCKING
(1997).

Os fungos sobreviventes a irradiacéo
tiveram sua morfol ogia comparada com as cepas ndo
irradiadas de acordo com achavetaxonémicade KLICH
(2002). O perfil toxigeno foi avaliado por crescimento
de cadacepa (controle eirradiada) em 20mL de caldo
extrato de levedura sacarose (Y ES) a 30°C durante 10
dias, sob auséncia de luz. O cultivo foi filtrado por
meio de papel de filtro Whatman n° 1, e aextragéo de
AFB, e OTA foi realizada ao mesclar 1ImL de cultivo
com 1mL de cloroférmio e centrifugar a 4000rpm,
durante 10min. A fase cloroférmicafoi transferidapara
um tubo Eppendorf limpo, seca com nitrogénio e
conservadaa4°C até o momento deandlise. ParaAFB,
suspendeu-se 0 extrato seco com 200uL decloroférmio
eredlizou-seacromatografiaem camadade gada(CCD)
comfasemével compostapor cloroférmio: acetona(9:1
v/v). Foram usadas cromatofolhas de silicagel 60 de20
X 20cm com 0,2mm de espessura (Merck). Foi feitaa
leituraem cromatovisor com |ampada UV de 365nm.
Para OTA, foi utilizada cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em cromatografo Hewl ett Packard,
Serie 1100. O extrato seco foi suspenso em 200pL de
fasemovel (acetonitrila: agua: acido acético, 57: 41: 2
vIVIv). As separagtes foram desenvol vidas em coluna
defase re'veraac18 (150 x 4,6mm, 5um de tamanho de
particula; Phenomenex, Luna), conectada a uma pré-
colunaSupeguard LC-ABZ (20x 4,6mm, 5Sumdetamanho
de particula, Supelco). O fluxo dafasemovel foi de 1mL
min. Os comprimentos das ondas de excitacdo e
emissao usadosforam de: 330 e460nm, respectivamente.
O limite de detecgdo datécnicaéde Ing g*.

Os dados de contagem de unidades
formadoras de col6nias por grama (ufc g') foram
transformadosalog, , (x + 1) paraobter homogeneidade
de variéncia. As médias dos tratamentos foram
comparadas usando o teste de minima diferenca
significativade Fisher (LSD). A andlisefoi conduzida
por meio do software estatistico SAS (SAS Institute,

Cary,NC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores encontrados de A para as
amostrasdefubd, farelo de sojaeragio avicllaforam:
0,676+0,002 e0,697+0,002; 0,625+0,002 €0,651+0,001;
0,659+0,002 e 0,754+0,002, respectivamente, para a
primeiraeasegundacoleta. Essesvalores estdo dentro
da faixa esperada para os substratos. A racao
apresentou um valor mais alto na segunda coleta, por
ter sido obtida do silo que alimenta diretamente o
comedouro das aves, enquanto gque a primeira coleta
foi retiradadafébrica, assim como as demaisamostras.

As contagens médias da micobiota das
amostrasndo irradiadas, avaliadasem meio DRBC, sdo
proximas ao limite estipulado paraaqualidade higiénica
que é de 1 x 10%fc g* (GMP, 2005). Os valores
encontrados neste trabalho sdo inferiores aos valores
observados por ROSA et a. (2006), os quais, ao
avaliarem ragBes avicolas no Estado do Rio de Janeiro
entre os anos de 1998 e 2000, encontraram niveis
superioresalx 10°ufc g* em grande partedasamostras.
Entretanto, niveis moderados de contaminagdo fungica
daordem de 10°ufc gt foram observados por OLIVEIRA
et al. (2006), ao estudarem a micobiota de ragfes
avicolastambém provenientesdo Rio de Janeiro, cujas
amostras avaliadas foram coletadas em 2003. O nivel
de contaminagado pode variar em funcdo das condicgdes
climéticas do periodo de coleta e também da grande
influénciadas condi¢bes de processamento do alimento.
Percebe-se, apds varios estudos desenvolvidos com
ragdes avicolas dessaregido (OLIVEIRA et al., 2006;
ROSA et dl., 2006; FRAGA, et d., 2007), que asfébricas
tém melhorado seu controle de qualidade, o qual reflete
em umadiminui¢do dacontaminagao flingica.

Em relagdo a diversidade encontrada na
micobiota, apartir dasamostrasdefarelo de soja, foram
isolados os géneros Aspergillus spp. (A. flavus, A.
candidus, A. clavatus, A. fumigatus, Aniger var. niger,
A. restrictus, A. versicolor), Cladosporium spp.,
Eurotium spp. (E. amstelodami), Fusarium spp. (F.
verticillioides), Penicillium spp. e fungos da ordem
Mucorales (Mucor spp.). Nasamostrasde fuba, houve
predominancia de isolados do género Fusarium spp.,
com destaque para F. verticillioides, seguido por
isolados de F. solani. Também foram isolados
Aspergillusspp. (A. flavus, A. candidus, A. melleus),
Eurotium spp., Penicillium spp. (P. rugulosum, P.
viridicatum) e Cladosporium spp. A avaliagdo daracdo
mostrou o crescimento de Aspergillus spp. (A.
ochraceus, A. terreus, A. tamari, A. flavus, A. niger,
A. versicolor, A. flavipes, A. fumigatus), Eurotium
spp. (E. amstelodami), Penicillium spp. (P.
janthinellum, P. verruculosum, P. funiculosum, P.
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citrinum, P. purpurogenum), Curvularia spp.,
Cladosporium spp., Fusarium spp., este Gltimo com
predominancia de F. verticillioides. Muitas das
espécies fungicas isoladas estdo associadas com a
reducdo da qualidade da rag&o e sdo potenciais
produtoras de micotoxinas. O isolamento dessas
espécies a partir de ragdes animais tem sido realizado
por outros pesquisadores (ROSA et a., 2006).

Fubd, farelo de soja e ragdo avicola foram
submetidos ao processo fisico de descontaminagdo
por exposi¢do a radiagdo gama. Nastabelas 1 e 2, é
demonstrado o efeito de doses de radiagdo sobre a
contagem dasamostrasapartir daprimeiraedasegunda
coleta, respectivamente. Observa-se que ainativagéo
damicobiotafoi intensificadacom o aumento dadose
e gque 8kGy foi eficiente em eliminar a micobiota
contaminante dos substratos.

O decréscimo na contagem com o aumento
dadosetambém foi observado por REFAI et a. (1996)
ao avaliarem o efeito sobre A. ochraceus, previamente
inoculado (10°ufc gt) em ragdo. Nesse caso, o fungo
foi completamenteinibido a4kGy. No entanto, dosede
10kGy foi necessaria para eliminar completamente a
contaminacdo fungicado guaranaem po (AQUINO et
a., 2007).

Em relacéo a classificagdo e ao estado
morfol dgico dos fungos sobreviventes airradiagéo, o
farelo de soja submetido a 3,5kGy apresentou o
crescimento de Aspergillus com clestotécios,
Cladosporium sp. e Fusarium spp. Clestotécios
produzidos por Aspergillus sdo estruturas resi stentes,

onde esporos sexuais (ascosporos) sdo formados, e
favorecem a sobrevivéncia fangica em condigdes
ambientais extremas (DURAN et a., 2007). O mesmo
substrato irradiado com 8kGy apresentou crescimento
de Cladosporium spp., Curvularia spp. e Fusarium
spp.; porém, apos feito o repique deste Ultimo para a
identificacdo da espécie, houve apenas aformacdo de
micélio estéril, ou sgja, sem a presenca de estruturas
reprodutivas que servissem paraidentificagdo. O fubd,
guando submetido a3,5kGy, permitiu o crescimento de
fungos dos géneros Aspergillus spp., Eurotium spp.
e Penicillium spp. No entanto, ao serem repicados
para identificacdo da espécie, esses fungos
evidenciaram o crescimento apenas de micélio estéril.
Em relacdo aragdo, com 3,5kGy, houve o crescimento
de Cladosporium spp. e Fusarium verticillioides.
AZIZ et d. (2007) verificaram que Fusarium spp. foi
inibido a4kGy em cevadae 6kGy emtrigo e milho. No
presente trabalho, foi observado o crescimento de
Fusarium spp. a partir de farelo de sojairradiado até
8kGy, apesar deste ndo ser capaz de produzir conidios,
ao menos apOs O primeiro repique posterior ao
isolamento.

Diferencas na radiossensibilidade entre
génerosflngicos sdo discutidas naliteratura. BLANK
& CORRIGAN (1995) verificaram que os esporos de
Alternariaspp., Curvularia spp. e Cladosporium spp.
foram pelo menos trés vezes mais resistentes a
irradiacdo, quando comparados aos géneros
Aspergillus spp. e Penicillium spp. A resposta
diferencial desses fungos pode ser em funcdo da

Tabela 1 - Efeito de doses de radiagdo gama sobre a micobiota natural de fubd, farelo de soja e ragéo avicola a partir da primeira coleta,
avaliado por contagem em meio DRBC (dichloran rosa de bengala cloranfenicol).

Substrato Dose (kGy)
Filamentosos Leveduras Total

0 15x10415x10° a 30x10°%1,0x10° b 1,8x10%15x10° a
Fubd 35 1,0 x 1040 cd 1,0x10%1,0x10*> d 20x10%#10x10° ¢
8,0 Nd e Nd e Nd e
15 Nd e Nd e Nd e
0 34x10°445x10° a 30x10%#1,0x10° b 37x10%#40x10° a
Fardlo de soja 35 1,0 x 100 c Nd d 1,0 x 1040 c
8,0 Nd d Nd d Nd d
15 Nd d Nd d Nd d
0 34x10%40x10° b 39x10%481x10° b 73x10%70x10° a
B 35 13x10%36x10° ¢ 43x10+4,2x10° d 1,7x10%7,7x10° ¢
Ragao 80 Nd e Nd e Nd e
15 Nd e Nd e Nd e

As contagens foram transformadas a logyo (x+1) e analisadas pelo teste de minima diferenca significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos
de mesma letra ndo diferem significativamente (P<0,001). Nd: n&o detectado crescimento, limite de deteccdo: 1 x 10%ufc g™,
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Tabela 2 - Efeito de doses de radiacdo gama sobre a micobiota natural de fub4, farelo de soja e ragdo avicola a partir da segunda coleta,
avaliado por contagem em meio DRBC (dichloran rosa de bengala cloranfenicol).

Substrato Dose (kGy)
Filamentosos Leveduras Total

0 6,1x10%1,1x10° a 11x10%12x10° b 72x10%12x10° a
Fubd 35 37x10%#15x10*> ¢ Nd d 37x10%15x10*> ¢
8,0 23x10%23x10*> ¢ Nd d 23x10%23x10*> ¢
15 Nd d Nd d Nd d
0 1,7x10431x10° a Nd b 1,7x10431x10° a
Farelo de soja 35 30x10°%15x10° a Nd b 30x10°%#15x10° a
8,0 Nd b Nd b Nd b
15 Nd b Nd b Nd b
0 45x1049,3x10° a 43x104+36x10° b 88x10%12x10* a
B 35 23x10°%58x 10" a Nd b 23x10°%458x 10" a
Ragdo 80 Nd b Nd b Nd b
15 Nd b Nd b Nd b

As contagens foram transformadas a logso (x+1) e analisadas pelo teste de minima diferenca significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos
de mesma letra ndo diferem significativamente (P<0,001). Nd: ndo detectado crescimento, limite de deteccdo: 1 x 10%ufc g

presenca de macroconideo de parede espessa, o qual
pode conferir protegdo. MAITY etal. (2004), eoirradiar
sementes, verificaram que Aspergillus submetido a
4kGy ndo sobreviveu, enquanto Alternaria persistiu.

Umareducdo significativadamicobiotade
guarana (em p6 e em gréo) foi acangada com a dose
5kGy, mas essa dose permitiu o reisolamento de
Cladosporium e Rhizopus a partir de 20% das
amostrase Penicilliumde 10% (AQUINO et a., 2007).
Fungos altamente radiorresistentes foram observados
por SILVA et d (2006), osquaisdescrevem adose 16kGy
como necesséria para inativar diferentes espécies
fungicas isoladas de documentos e livros antigos,
previamente submeti dos atratamento quimico. Dentre
os fungos mais resistentes, relatam o género
Cladosporium spp.

A dose 3,5kGy proporcionou significativa
reducdo da contagem fungica nos ingredientes e na
racdo avicola. No entanto, essa dose permite uma
micobiota residual, e é preciso conhecer o
comportamento desses fungos sobreviventes. A
irradiacdo sobre Aspergillus spp foi avaliadaemmilho,
cujas contagens sdo mostradas na tabela 3. Observa-
se que houvesignificativadiminui¢do com adose 2kGy
ecompletainibi¢do apartir de4kGy.

Aspergillus flavus e A. parasiticus
mostraram-se os maisradiorresistentes. Essadiferenca
na radiossensibilidade entre espécies de Aspergillus
também foi observadapor BORGES (2004) ao submeter
gréos de milho, amendoim, trigo e arroz airradiagao.
Essa pesquisadoradescreve A. parasiticuscomoamais

radiorresistente das especies estudadas, com D, e D,
de3,1kGy e4,7kGy, respectivamente.

A partir dos fungos irradiados, obtidos por
diluicio seriada, observou-se o crescimento de
coldniascom micélio estéril. O fato deacepairradiada
ndo realizar conidiogénese em meio de cultivo, de
acordo com GRIFFIN (1994), podesignificar aocorréncia
de mutante, cuja producdo de conidios é afetada por
ndo aquisicdo de competéncia para tal ou por ndo
desenvolver nem ao menos os conidioforos. Em
contrapartida, ao redizar posterior plaqueamento direto
do milho sobre DG18, houve crescimento para as
amostras submetidas a doses de até 5,5kGy. O
crescimento de Aspergillus spp. endogeno € relatado
por FARIAS et. a. (2000), os quais obtiveram varios
isolados a partir de gréos de milho aparentemente
sadios. Crescimento fungico em gréos de amendoim
submetidos airradiacdo foi observado por PRADO et
al., (2006) para dose até 5kGy, a qual proporcionou
reducdo napercentagem deinfeccdo de 82% paral7,3%
dos gréos e nenhuma contaminacdo foi encontrada
com 10kGy.

VariagGes morfoldgicas foram observadas
entre cepascontroleeirradiadas, taiscomo cor etextura
das colbnias, redugéo da conidiogénese e presenca de
estruturas de resi sténcia, como os esclerdcios. Porém,
foi observado que, ao submeter osfungosirradiadosa
repigues sucessivos em meios de cultura, estestendem
aretomar caracteristicas morfol 6gicas muito proximas
a0 padrdo ndo irradiado. Os nutrientes disponiveis no
meio, associados as condi¢des adequadas de
temperatura, favorecem o crescimento dos fungos.
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Tabela 3 - Redugd@o de Aspergillus spp. em milho em fungéo de doses de radiagdo gama, avaliada por contagem em meio DG18 (agar

dichloran com 18% de glicerol).

Dose Contagem (ufc g™) de Aspergillus spp.

(kGy) A. flavus A. carbonarius A. niger A. ochraceus A. parasiticus

0 40x10%467x10°a 64x10%+7,1x10°c 28x1047,0x10°bc  8,6x10%481x10°c  1,8x 10°%46,4x 10°ab
2,0 6,7x10°+6,4x10°d  3,3x10458x 10'ef 6,7 x 10458 x 10'e 1x10%#1x10%e 1,4 x10%1,0x 10°d
35 3,7 x10%55 x 10%e Nd f Nd f Nd f 3,7x10%55x 10% e
40-80 Nd f Nd f Nd f Nd f Nd f

As contagens foram transformadas a logyo (x+1) e analisadas pelo teste de minima diferenca significativa de Fisher (LSD). Valores seguidos
de mesmaletra néo diferem significativamente (P<0,001). Nd: ndo detectado crescimento, limite de deteccdo: 1 x 10°ufc g

Naandisedo perfil toxigeno, Aspergillus
parasiticus (NRRL 2999) controle e dois isolados
irradiados com 2,5kGy produziram respectivamente:
8,5815ugml?, 51,724ugmL * e68,6406ug mL deAFB .
ParaacepaA. flavus (NRRL 5520) controle, ndo fdi
detectada a producdo de aflatoxinas, enquanto a
mesma cepa apds 4kGy produziu 0,8ug mL deAFB .
A. niger (ATCC 1004) controle produziu 5,344ng ml*
deOTA, oisolado submetido a2kGy deradiacdo gama
obtido por diluigdo seriada produziu 1,7ng mL?,
enguanto outro representante também submetido a
2kGy, porém isolado a partir de plagueamento direto
domilho, produziu 38,72ngmL*de OTA. A. ochraceus
(NRRL 3174) controle produziu 51,108ug mL* de OTA,
mas esta ndo foi produzida por isolado obtido por
diluicdo seriada do milho apds 2kGy, enquanto outro
isolado obtido por plagueamento direto do milho apos
3,5kGy, produziu 101,472ug mi- de OTA.

GUNTERUSEt d. (2007) observaram que o
acumulo de aflatoxina aumentou com a reducdo do
inoculo fingico em amendoim. FERREIRA-CASTRO
et d. (2007) também atribuem o aumento observado na
producéo de fumonisinapor Fusarium verticillioides,
aposirradiacio com 2kGy em milho, a0 menor tamanho
doindculo. Entretanto, esses autores encontraram uma
menor producdo de fumonisinaapds adose 5kGy, que
aindaapresentou uma contagem residual . No presente
trabalho, foi verificado que cepasirradiadas eisoladas
por diluicdo do milho mostram-se menos produtoras
gue o padr&o ou mesmo ndo produzem toxina, enquanto
0 aumento do potencial toxigeno foi observado em
cepas isoladas por plagueamento direto do milho.

Observou-se que cepasirradiadas, apésum
primeiro isolamento, apresentam crescimento maislento
e caracteristicasmorfol 6gicas que as diferem do padréo
ndo irradiado. Porém, ao serem submetidas arepiques
sucessivos em meios de cultivo nutritivos e em
condi¢des Gtimas de temperatura, passam aapresentar
morfologia muito proxima ao padrdo. As alteractes
induzidas pelairradiacdo, quando néo suficientes para

ocasionar a morte do fungo, podem ser superadas se
fornecidos nutrientes e condic¢des adequadas de
crescimento. Esses achados sugerem que cepas
flngicas sobreviventes ao processo de irradiagdo
podem voltar a se desenvolver, deteriorando o
substrato, desde que sejam fornecidas condicdes
adequadas para seu crescimento.

CONCLUSDES

A reducdo na contagem fungica é
intensificadacom o aumento dadose de radiacio gama,
eamicobiotanatural deingredienteseragdo avicolaé
eliminadacom 8kGy. Havariacdo naradiossensibilidade
entre géneros e espécies flngicas. A. parasiticuse A.
flavus sdo mais radiorresistentes que as demais
espécies avaliadas. Doses médias de radiacdo gama (2
a4kGy) promovem alteragBes morfol 6gicas e aumento
de producdo de micotoxina.
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