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DEGRADAGAO POR RADIACAO DE RESIDUOS BIOLOGICOS
(AFLATOXINAS) PRODUZIDOS EM LABORATORIO DE ALIMENTOS

Vladimir Dias Rogovschi
RESUMO

Muitos fungos filamentosos podem produzir metabdlitos secundarios,
denominados micotoxinas, podendo ser encontradas em produtos alimenticios e
produtos agricolas. Um dos principais géneros de fungos micotoxigénicos
relacionados a cadeia alimentar é o Aspergillus spp. Existem mais de 400
micotoxinas descritas na literatura, sendo as mais comuns as aflatoxinas B4, By,
Gi e Go. As micotoxinas sao frequentemente encontradas em alimentos e sao
consideradas como um dos mais perigosos contaminantes, sendo a aflatoxina B
classificada no Grupo 1 pela “International Agency of Research on Cancer’. As
aflatoxinas séo termorresistentes, resistindo por mais de uma hora em autoclave,
fazendo-se necessario outro meio de degradagcao dessas toxinas. Este trabalho
teve como objetivo observar os efeitos da radiagdo gama de ®°Co e de feixes de
elétrons na degradacdo das aflatoxinas e comparar os danos causados na
morfologia do fungo Aspergillus flavus. O fungo foi cultivado em agar batata
dextrose (PDA) por 10 dias e posteriormente foi transferido para o meio agar
coco, sendo mantido por 14 dias a 25 °C. ApoOs esta etapa o agar coco foi
triturado até se tornar um meio pastoso homogéneo e foi irradiado com doses de
2,5, 5,0, 10 e 20 kGy. As amostras utilizadas na microscopia eletrénica de
varredura foram irradiadas com as doses de 0, 2,5, 5,0, 10 e 20 kGy com fontes
de ®Co e de feixes de elétrons. A irradiacdo com acelerador de elétrons
apresentou uma degradacao ligeiramente superior a radiacdo gama, reduzindo
29,93 %, 34,50 %, 52,63 % e 72,30 % para as doses de 2,5, 5,0, 10 e 20 kGy,
respectivamente. A microscopia eletrénica de varredura demonstrou que as doses
de 2,5 até 10 kGy nao causaram danos no fungo, porém com a dose de 20 kGy

pode-se observar danos nas estruturas fungicas.



RADIATION DEGRADATION OF BIOLOGICAL WASTE (AFLATOXINS)
PRODUCED IN FOOD LABORATORY

Vladimir Dias Rogovschi

ABSTRACT

Many filamentous fungi can produce secondary metabolites, called
mycotoxins, which can be found in food and agricultural products. One of the main
genera of mycotoxigenic fungi related to the food chain is the Aspergillus spp.
There are over 400 mycotoxins described in the literature, the most common the
aflatoxins B4, B2, G1 and G.. The mycotoxins are commonly found in foods and are
considered one of the most dangerous contaminants. The aflatoxin By is classified
in group one by the International Agency of Research on Cancer. Aflatoxins
resisting for more than one hour in autoclave making it necessary to other means
of degradation of these toxins. This work aimed to observe the effects of gamma
radiation of ®°Co and electron beams in the degradation of aflatoxins and compare
the damage caused on the morphology of the Aspergillus flavus. The fungus was
grown on potato dextrose agar (PDA) for 10 days and was subsequently
transferred to coconut agar medium, and maintained for 14 days at 25 °C. After
this step the coconut agar was ground to become a homogeneous pasty and was
irradiated with doses of 2.5, 5.0, 10 and 20 kGy. The samples used in scanning
electron microscopy were irradiated with doses of 0, 2.5, 5.0, 10 and 20 kGy with
sources of ®Co and electron beams. Irradiation with electron accelerator showed
a slightly higher degradation to gamma radiation, reducing 29.93 %, 34.50 %,
52.63 % and 72.30 % for doses of 2.5, 5.0, 10 and 20 kGy, respectively. The
Scanning Electron Microscopy showed that doses of 2.5 to 10 kGy did not cause
damage to the fungus, but with a dose of 20 kGy it can be observed fungal

damage to structures.
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1. INTRODUCAO

Durante anos os fungos estiveram incluidos no Reino Vegetal e desde
1960 sua classificagdo passou a ser feita em um Reino a parte, o Reino Fungi. Os
fungos sao seres eucariéticos unicelulares ou pluricelulares, e seus esporos estao
amplamente distribuidos no solo, plantas, matéria organica em decomposicéo,
agua, ar e poeira, portanto, produtos, de origem animal e vegetal, ndo
processados podem ser contaminados por diversas espécies de fungos
(ERDOGAN, 2004; FILTENBORG, 1996; MILLER, 1995; PRADO, 2002; PRADO
et al., 2008; TRABULSI et al., 1999).

Diversos fungos filamentosos podem produzir substancias toxicas,
denominadas micotoxinas, frequentemente encontradas em alimentos e produtos
agricolas. Os fungos micotoxigénicos relacionados a cadeia alimentar pertencem
a trés géneros principais: Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As micotoxinas sao
substancias de massas molares baixas produzidas na fase log (exponencial) de
crescimento, e sao classificadas como metabolismo secundario, nao
apresentando nenhuma fungdo no metabolismo normal envolvendo o

desenvolvimento dos fungos.

Existem mais de 400 micotoxinas descritas na literatura, sendo as mais
comuns as aflatoxinas (AF), ocratoxina A, fumonisina, desoxinivalenol, patulina,
toxina T-2 e zearalenona (ZHENG et al, 2006). As micotoxinas sao
frequentemente encontradas em alimentos de diversas partes do mundo,
principalmente nas zonas tropicais e subtropicais, onde as condicbes climaticas
sao favoraveis a producao dessas micotoxinas, sendo consideradas como um dos
mais perigosos contaminantes de produtos alimenticios, utilizados tanto na
alimentacdo humana como animal (ABDULKADAR et al., 2004; AZIZ et al., 1998;
RODRIGUEZ-AMAYA e SABINO, 2002). Os seres humanos podem ser expostos
a aflatoxinas de duas maneiras, uma direta e a outra indireta. A forma direta
ocorre por meio da ingestao de alimentos de origem vegetal contaminados, e a
forma indireta ocorre por meio da ingestdo de produtos de origem animal

contaminados. Sabe-se que para ocorrer a contaminacdo por micotoxinas, é
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necessario o crescimento prévio de fungos, no entanto, a contaminacdo por

fungos nado significa a presenca de micotoxinas. E necessario que exista um
potencial para a sua producao (CAST, 2003; SWEENEY e DOBSON, 1998).

A biossintese de aflatoxinas tem muitos meios de regulagédo. A
utilizacdo da genética e ferramentas das ciéncias gendémicas ao longo da ultima
década (BHATNAGAR et al., 2008) tem expandido o conhecimento de maquinas
regulatérias, mostrando que muitos fatores ambientais controlam a biossintese de
aflatoxinas, incluindo o desenvolvimento, a luz (CALVO et al., 2002), fonte de
carbono, temperatura e pH (O'BRIAN et al., 2007; PRICE et al., 2005).

Existem quatro aflatoxinas principais, denominadas Bi, B,, Gi e G2
(FIGURA 1). As letras, “B” e “G”, se referem a cor de sua fluorescéncia sob luz
ultravioleta. As aflatoxinas By e B, apresentam coloracdo azul (Blue) sob luz
ultravioleta e as aflatoxinas Gi e Gy emitem coloracado verde (Green) sob luz
ultravioleta. Os numeros, “1” e “2”, indicam a distancia de migracao relativa em

placa de Cromatografia de Camada Delgada.

AFG, AFG,

FIGURA 1 - Estrutura quimica das aflatoxinas B+, B,, G1 e G» (COPPOCK e
CHRISTIAN, 2007).
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Existem outras aflatoxinas de menor importancia, mas a aflatoxina By é

o hepatocarcindgeno natural mais potente em mamiferos, sendo classificado no
Grupo 1 (provavel carcinégeno) pela “International Agency of Research on
Cancer’ (CAST, 2003; IARC, 1993; PRADO et al., 2008; SQUIRE, 1981). A
aflatoxina € resistente a muitos agentes quimicos e fisicos, resistindo por mais de
uma hora em autoclave e a meios acidos ou alcalinos de esterilizagdo (van DYCK
et al.,, 1982). De acordo com a Instrucdo Normativa n®. 7, de 06 de junho de 1997,
a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) determina que todos
os residuos gerados em laboratérios biol6gicos devem ser autoclavados a fim de
ser descontaminados. Em virtude da estabilidade das aflatoxinas ao calor, elas
sao degradadas a uma temperatura superior a obtida na autoclave (120 °C),
fazendo-se necessario o uso de outra fonte para a degradacido dessas toxinas
(TABELA 1).

TABELA 1 - Propriedades quimicas das aflatoxinas.

Foérmula .
Aflatoxina Massa molar Ponto de fusao (°C)
molecular
B C17H1206 312 268-269
B> C17H140¢ 314 286-289
G C17H1207 328 244-246
Gz C17H1407 330 237-240

Fonte: BUTTLER, 1974.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

o Avaliar as diferentes doses de radiacdo na degradacdo de aflatoxinas
produzidas por Aspergillus flavus inoculado em meio de cultura agar coco;

o Comparar os efeitos dos feixes de elétrons e fonte de *°Co nos residuos de
aflatoxinas produzidos em laboratério;

o Avaliar os efeitos da radiacdo gama e feixes de elétrons na estrutura
morfolégica do Aspergillus flavus em microscopio eletrénico de varredura.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fungos produtores de aflatoxinas

As aflatoxinas (AF) foram descobertas apés um surto de intoxicacao
alimentar, que levou ao 6bito mais de cem mil perus, apds consumirem racao
contaminada proveniente do Brasil e da Africa. Andlises revelaram que o fungo
Aspergillus flavus foi o responsavel pela producdo de compostos fluorescentes,
denominados de aflatoxina (RUSTOM, 1997; SARGEANT et al., 1961; ZAIKA e
BUCHANAN, 1987).

As aflatoxinas sdo as micotoxinas mais importantes, sendo produzidas
por quatro espécies de fungos do género Aspergillus. Essas espécies sao
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius e Aspergillus
pseudotamarii. Somente o A. flavus e o A. parasiticus tem importancia econémica,
devido a grande capacidade de se desenvolverem em areas de temperaturas
altas e umidade baixa e contaminar diversos tipos de alimento, apresentando
afinidade por grédos e sementes oleaginosas, sendo o amendoim, milho e algodao
os produtos de maior importancia (CAST, 2003; ICMSF, 1996; ITO et al., 2001;
KURTZMAN et al., 1987; PITT, 2000).

Segundo Pitt (1993) o A. flavus tem potencial para produzir aflatoxinas
B+ e B,. Geralmente, as aflatoxinas G e G2 ndo sao produzidas por esta espécie,
embora alguns relatos mencionasse a producdo de aflatoxinas Gi e Gy por
isolados identificados como A. flavus (MPHANDE et al., 2004; TAKAHASHI et al.,
2004; VAAMONDE et al., 1995). As espécies de A. flavus podem ser divididas em
grupos S e L. O grupo S produz numerosos esclerécios pequenos (< 400 um de
didmetro) e grandes quantidades de aflatoxinas, e o grupo L produz menos
esclerécios, porém sao maiores (> 400 um de didmetro) e com menos aflatoxinas.
Os esclerécios sao aglomerados de hifas, pigmentados, que resistem a condi¢coes
ambientais desfavoraveis sendo capazes de permanecerem dormentes por um

periodo de tempo longo.
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3.2 Condicoes ambientais reguladoras da biossintese das aflatoxinas

Muitas condicoes ambientais interferem na biossintese das
aflatoxinas, como a luz, temperatura, atividade de agua, umidade, pH, fonte de
nitrogénio, fonte de carbono e metais (CALVO et al, 2004; LUCHESE e
HARRIGAN, 1993; PRICE et al., 2005). A compreensado de como esses fatores
impactam sobre a biossintese das aflatoxinas é critica, pois ela € importante na
determinacdo do papel da formagdo das aflatoxinas. Infelizmente, as redes
reguladoras envolvidas em sensoriamento e transmissao de estimulos ambientais
€ nutricionais ndo sdo bem compreendidas. Price et al. (2005) analisaram o efeito
de quatro condicbes ambientais especificas e observaram que a temperatura tem
o maior efeito na biossintese das aflatoxinas, seguido pelo pH, fonte de nitrogénio
e fonte de carbono. Schmidt-Heydt et al. (2008) examinaram a temperatura e
atividade de agua em relagdo ao crescimento no metabolismo secundéario de
varias espécies fungicas, incluindo A. parasiticus, e observaram que as condicbes
de estresse intermediarios ao organismo foram mais favoraveis para a producao

de micotoxinas.

3.3 Biossintese das aflatoxinas

Muitos fatores ambientais controlam a biossintese das aflatoxinas
(FIGURA 2), incluindo fonte de carbono, temperatura e pH (GEORGIANNA e
PAYNE, 2009). A biossintese das aflatoxinas foi alvo de muitos artigos e revisdes
bibliograficas, tendo sido praticamente entendida (BHATNAGAR et al.,, 2003;
SWEENEY e DUBSON, 1998; SWEENEY e DUBSON, 1999; YU et al., 2002).
Primeiramente o acetato e o malonil CoA s&do convertidos em uma unidade de
hexanoil CoA por um &cido graxo sintetase, sendo transformado em acido
norsolorinico por uma policetideo sintetase. O acido norsolorinico € o primeiro
precursor estavel na biossintese das aflatoxinas. O policetideo forma
Versicolorina B, apds sofrer aproximadamente 12 a 17 conversdes enzimaticas.
Segue-se entdo uma rota com a formagcdo de Versicolorina A,
dimetilesterigmatocistina, esterigmatocistina (ST), O-metilesterigmatocistina
(OMST), aflatoxina B¢ e aflatoxina Gi. O outro caminho envolve a conversédo de
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Versicolorina B, dihidrodimetilesterigmatocistina,  dihidroesterigmatocistina,

dihidro-O-metilesterigmatocistina, aflatoxina B, e aflatoxina Go.

5T OMST AF

FIGURA 2 - Precursores e metabdlitos terminais na biossintese das aflatoxinas.
Fonte: Carbone et al., 2007.

3.4 Fatores que afetam a sobrevivéncia, crescimento e producao de

aflatoxinas por Aspergillus

A producdo de aflatoxinas é resultado da interacdo entre fungo,
hospedeiro e meio ambiente, e a interacao apropriada desses fatores determina o
grau de colonizagao, o tipo e a quantidade de micotoxinas que serédo produzidas
(GOURAMA e BULLERMAN, 1995; PITT, 2000).

O crescimento de fungos aflatoxigénicos é influenciado, entre outros
fatores, pela atividade de agua, temperatura, graos quebrados, aeracao, indculo
fungico, interagdes microbianas e presenga de insetos. O controle de umidade é
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fator de grande importancia para evitar o acumulo de toxinas em graos

armazenados e sementes oleaginosas. Se o produto tiver baixa atividade de agua
e for armazenado em condicbes de baixa umidade relativa, provavelmente nao
ocorrera desenvolvimento de fungos e consequentemente de toxinas (CAST,
2003). Altos niveis de contaminagdo estdo associados com o crescimento de
Aspergillus apés a colheita e armazenamento inadequado (BHAT, 1988).

3.5 Luz como mediador da biossintese das aflatoxinas

Dentre as diversas condicdes ambientais que modulam a biossintese
das aflatoxinas, o efeito da luz esta se tornando um dos mais bem descritos na
literatura. Calvo et al. (2004) mostraram que a luz afeta a transcricdo de varios
genes envolvidos no desenvolvimento de esclerécios de A. flavus (CALVO et al.,
2004). A producao de acido ciclopiazbénico e aflatoxina, pelo Aspergillus flavus, é
regulada pelo veA, gene necessario para a formacao do esclerécito (KATO et al.,
2003). Purschwitz et al. (2008) descobriram que a luz vermelha e a luz branca
inlbem a biossintese de micotoxinas, enquanto a luz azul tem um caréater

estimulante.

3.6 Fonte de carbono

Muitos autores relatam que a fonte de carbono tem papel determinante
na biossintese das aflatoxinas (ABDOLLAHI e BUCHANAN, 1981a, 1981b;
BUCHANAN, 1984; DAVIS e DIENER, 1968; MATELE e ADY, 1965; WISEMAN e
BUCHANAN, 1987), porém, ndo estd claro se a fonte de carbono regula
diretamente a biossintese das aflatoxinas ou se modula sua sintese geral através
do metabolismo. Ao contrario da producdo da maioria dos metabdlitos
secundarios que sao reprimidos por agucares simples, a producao de aflatoxinas
€ estimulada por glicose, tais como a frutose (DAVIS e DIENER, 1968). Um
elevado grau de glicose tem sido correlacionado com a producao de aflatoxinas
(APPLEBAUM e BUCHANAN, 1979; SHIH e MARTH, 1974).

Em uma tentativa de compreender melhor a fonte de carbono para a
biossintese das aflatoxinas, alguns estudos relatam as taxas de incorporacédo de
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acetato marcado nas aflatoxinas em relagdo a glicose (HSIEH e MATELES,

1970). Curiosamente, verificou-se o acetato preferencialmente incorporado as
aflatoxinas, mesmo durante condicbes em que a concentragcdo de glicose foi
quatro vezes superior ao acetato. Este resultado sugere que as aflatoxinas séo
sintetizadas a partir da glicose extra mitocondrial derivada da acetil coenzima A
(HSIEH e MATELES, 1970; SHANTHA e MURTHY, 1981).

3.7 Fonte de nitrogénio

As fontes de nitrogénio tém sido amplamente estudadas como um fator
importante na biossintese das aflatoxinas (LUCHESE e HARRIGAN, 1993;
PAYNE e BROWN, 1998). Varias fontes de nitrogénio foram analisadas e pode-se
observar que as fontes orgéanicas de nitrogénio sao superiores para a biossintese
de aflatoxinas (DAVIS et al., 1967) e o nitrato inibe a producéo de aflatoxinas
(KACHHOLZ e DEMAIN, 1983). No entanto, as fontes de nitrogénio agem de
forma diferente na producéo de esterigmatocistina em Aspergillus nidulans, com o
nitrato estimulando a sua producdo e a amdnia causando a inibicdo (FENG e
LEONARD, 1998).

Em comparacdo com diferentes populacées de Aspergillus flavus,
proveniente da América do Norte e do Oeste da Africa, a regulacdo da biossintese
das aflatoxinas por nitrato apresenta-se de forma diferente. As cepas da América
do Norte sofrem menos interferéncia do nitrato em relacdo as cepas do oeste
africano. Isto ocorre, provavelmente, devido a uma proteina adicional, AreA,
presente nas cepas americanas (EHRLICH e COTTY, 2002).

3.8 Influéncia da temperatura na producao de aflatoxinas

A temperatura 6tima para a producao de aflatoxinas é entre 28 °C e 30
°C, com sua producao diminuindo com temperaturas proximas de 37 °C. As
aflatoxinas sao conhecidas por serem compostos estaveis ao calor (MANN et al.,
1967; YAZDANPANAH et al., 2005). Em estudo realizado por Schindler et al.

(1967), a producdo maxima de aflatoxinas ocorre a 24 °C, ndo sendo produzida
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em temperatura inferior a 18 °C ou superior a 35 °C. Diener e Davis (1967)

relataram a producao de aflatoxinas em amendoim a 40 °C, no entanto,
Schroeder e Hein (1967) demonstraram que as aflatoxinas ndo sao produzidas
em quantidades significantes a temperaturas acima de 35 °C em algodao,
amendoim e arroz, sugerindo que as aflatoxinas ndo sofreram interferéncia do
substrato. Em um trabalho realizado em meios sélidos e liquidos, a producao de
aflatoxinas diminuiu linearmente com o aumento ou diminuicdo da temperatura
em relacdo a temperatura 6tima para a biossintese (28 °C - 30 °C) (O'BRIAN et
al., 2007).

3.9 Atividade de agua e pH

O nivel de producao de aflatoxinas sofre grande influéncia da atividade
de agua (Aa) e do pH (PITT e HOCKING, 1997; PITT, 1987). A atividade de agua
6tima para a producao de aflatoxinas é de aproximadamente 0,99, com o minimo
em torno de 0,80-0,83 (PITT e MISCAMBLE, 1995). As aflatoxinas sao produzidas
em grande quantidade com altas atividades de agua (0,98 - 0,99) e sofrem uma
drastica reducado com atividades de agua proximas de 0,85.

O Aspergillus flavus e o A. parasiticus podem crescer com pH variando
de 2,0 até 10, e a producao de aflatoxinas por A. parasiticus se da em pH entre
3,0 e 8,0, com pH étimo préximo de 6,0 (ICMSF, 1996).

3.10 Métodos de pré-tratamento das amostras

A maioria dos métodos utilizados para a determinacdo de micotoxinas
depende de uma correta extracdo e um bom método de lavagem, exceto o
método de ELISA, que ndo necessita a lavagem (CHU, 1992). Estes
procedimentos sdo muito importantes para a realizacdo dos protocolos, assim
como sao 0s que consomem mais tempo, e afetardo a escolha final do
procedimento de deteccdo. O método de extracdo utilizado para remover as
micotoxinas da matriz biolégica depende da estrutura da toxina. Metabdlitos

polares, como as fumonisinas, requerem a presenca de agua e toxinas
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hidrofébicas como as aflatoxinas dependem de solventes organicos (SHEPHARD,

1998; HOLCOMB et al., 1992; AOAC, 1997). A escolha do solvente depende do
substrato em que sera realizada a extracao (WILKES e SUTHERLAND, 1998). O
uso de compostos clorados utilizados para a extracdo estd sendo gradualmente
reduzido devido aos danos ambientais. A etapa de lavagem usada nos protocolos
€ 0 processo mais importante, com a pureza da amostra afetando a sensibilidade
dos resultados (AOAC, 1997).

3.10.1 Extracao liquido-liquido

A extracdo liquido-liquido vem ganhando muito interesse dentre os
métodos de pré-tratamento para aflatoxinas (FACCHIN e PASQUINI, 1998). Isto
ocorre, provavelmente, devido a facilidade de operacdo em relagdo as demais
técnicas e a robustez do equipamento. Esta técnica envolve a exploracao das
diferentes solubilidades da toxina na fase aquosa e em fase organica imiscivel,
para extrair o composto em um solvente deixando o resto da matriz no outro.
Deste modo, solventes como o hexano e cicloexano s&o usados para remover
compostos apolares, como por exemplo, lipidios e colesterol. O procedimento é
efetivo para diversas toxinas e funciona bem em pequenas escalas de preparacao
(BAUER e GAREIS, 1987).

3.10.2 Extracao com fluido supercritico

A extragao com fluido supercritico utiliza o CO, para extrair o composto
desejado de uma matriz. Isso funciona bem devido ao poder de diluicdo alto, no
entanto, essa técnica nao é muito utilizada para analises de rotina devido ao custo
alto e a necessidade de equipamentos especificos (YOUNG e GAMES, 1992;
HOLCOMB et al., 1996).

3.11 Métodos de separacao

Existem diversos métodos de cromatografia disponiveis para a analise
de micotoxinas, como por exemplo, a Cromatografia em Camada Delgada (CCD),



22
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa (CG) e o

método imunoenzimatico ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
(SHEPHARD, 1998; VALENTA, 1998).

3.11.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é a técnica mais popular
na determinagdo de micotoxinas. Seu custo baixo e simplicidade sdo as principais
vantagens deste processo analitico. A separacao significativa das micotoxinas a
partir de compostos nao desejados confere especificidade e sensibilidade a essa
técnica. A principal desvantagem é relacionada ao processo de aplicacao das
amostras nas placas (COKER, 1984).

3.11.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Andlises modernas de micotoxinas dependem do uso de varios
adsorventes no cromatografo liquido de alta eficiéncia, dependendo da estrutura
fisica ou quimica das micotoxinas. Colunas de fase reversa, como por exemplo,
as colunas C-18, sdo usadas para a separacao e purificagdo de toxinas,
dependendo de sua polaridade (GIACOMELLI et al, 1998; REINHARD e
ZIMMERLI, 1999; SHEPHARD et al., 1990).

3.11.3 Cromatografia Gasosa (CG)

O Cromatografo Gasoso (CG) é usado na identificacdo e quantificacao
de micotoxinas em amostras de alimentos, e muitos protocolos foram
desenvolvidos para esses produtos. Normalmente este sistema esta associado
com espectrometro de massa. Muitas micotoxinas ndo sao volateis, necessitando
de um tratamento prévio antes da utilizacdo do CG, conhecido como
derivatizacao, que consiste em transformar um composto quimico em um produto

de estrutura quimica similar, chamado de derivativo (SCOTT, 1995).

3.11.4 Método Imunoenzimatico (ELISA)
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O teste ELISA esta se tornando muito popular devido ao custo baixo e
facilidade de aplicacdo (MORGAN, 1989; GORYACHEVA et al., 2007). Os kits de
ELISA disponiveis no comércio para a deteccao de micotoxinas sao normalmente
baseados na ligagdo entre a toxina e o anticorpo (FREMY e CHU, 1989).

3.12 Legislacao

No Brasil estdo em vigor a Portaria n°. 183, de 21 de margo de 1996, do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Resolugédo n°.
274, de 15 de outubro de 2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que estabelece os limites permissiveis de aflatoxinas presente em
leite, milho e amendoim para o consumo humano, e para alimentos destinados ao
consumo animal estda em vigor a portaria MA/SNAD/SFA n° 7, de 09 de

novembro de 1988 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

3.12.1 Consumo Humano

= Resolucao n°. 274 de 15 de outubro de 2002 (ANVISA):

Estabelece os limites maximos de aflatoxinas admissiveis no leite,
milho e amendoim (TABELA 2).

TABELA 2 - Limites aceitaveis de aflatoxinas presente no leite, milho e amendoim.

Alimento Aflatoxinas Limite
Leite, leite fluido e leite M 0,5ug L"5,0 ug kg™
em po
Derivados de milho Bi + B2 + Gy + G 20 pg kg™
Derivados de amendoim Bi+Bo+Gi + G2 20 pg kg™

Fonte: RDC n%. 274/02.
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= Portaria n°. 183 de 21 de marco de 1996 (MAPA):

Estabelece o limite maximo de 20 pg kg' para a somatéria das
aflatoxinas B+, B, G1 e Goa.

3.12.2 Alimentos para consumo animal

= Instrucao Normativa n°. 08 de 18 de maio de 1988 (MAPA):

O paragrafo segundo dessa instrucao normativa determina os padrdes
de identidade e qualidade para o farelo de polpa critica estabelecidos pela
portaria SEFIS n°. 7 de 09 de novembro de 1988 com o limite maximo de 20 ug

kg™ para as aflatoxinas.
3.13 Irradiacao

A irradiagdo € um fenémeno fisico onde ocorre a emissdo e
propagacao de energia através do espaco ou de uma matéria (RADOMYSKI et
al., 1994). O termo radiacdo é utilizado para designar processos fisicos de
emissdo e propagacao de energia, seja por intermédio de fenémenos
ondulatérios, seja por meio de particulas dotadas de energia cinética (AQUINO,
2003; USDA, 1985; FDA, 1985; FDA, 1994; FDA, 1997).

A irradiacdo é o processo de aplicacdo desta energia a um material,
com a finalidade de esteriliza-los através da destruicdo de microrganismos,
parasitas, insetos e outras pragas. O tipo de irradiagdo usada é a chamada
ionizante, pois ela produz particulas eletricamente modificadas (ions). A grande
diferenca entre os raios gama provenientes de uma fonte de ®°Co e os elétrons
oriundos de um acelerador industrial, é o seu poder de penetragdo. A radiacdo
gama tem um poder de penetracdo alto, no entanto, € menor a taxa de dose e 0
feixe de elétrons gerado por um acelerador tem um poder de penetracao menor,
mas taxa de dose de radiagao alta (DIEHL, 1995). A unidade utilizada denomina-
se Gray (Gy), onde 1,0 Gy é equivalente a energia de 1,0 joule absorvido por 1,0
kg de material (SATIN, 1993). A irradiacdo de aflatoxina vem sendo alvo de

muitos estudos devido a frequente incidéncia desta micotoxina em produtos
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agricolas, causando um impacto negativo na economia (RUSTOM, 1997; AZIZ et

al., 2007). Somente nos Estados Unidos da América a perda econémica devido as
micotoxinas esta em torno de 932 milhdes de doblares, sendo as aflatoxinas os
maiores causadores desta perda (CAST, 2003).

As radiagbes ionizantes podem modificar caracteristicas fisicas,
quimicas e propriedades biolégicas dos materiais irradiados. Atualmente, as
principais aplicagdes industriais da radiacdo sédo esterilizagdo dos produtos de
saude, incluindo produtos farmacéuticos, irradiacdo de alimentos e produtos
agricolas (para varios objetivos finais, tais como desinfestacdo, aumento da vida
de prateleira, inibicdo do brotamento, controle de pragas e esterilizacdo) e
modificacdo de materiais. Um impulso significativo foi dado a industria de
irradiacdo com o advento dos reatores nucleares, que tém a capacidade de
produzir radioisétopos. Emissores de raios gama, como o ®*°Co, se tornou popular
para aplicacbes médicas e industriais. Muitos irradiadores de raios gama foram
construidos e estima-se que cerca de 200 estdo em funcionamento atualmente
nos Estados membros da Agéncia Internacional de Energia Atdmica (AIEA). Nos
ultimos anos, o uso de aceleradores de elétrons como uma fonte de radiacéo (e
por vezes equipados com conversor de raios X) esta aumentando. No entanto,
irradiadores gama sao dificeis de substituir, especialmente para produtos nao
uniformes e de alta densidade. O ®°Co ¢é utilizado quase exclusivamente como
fonte de radiacdo gama para uso industrial, principalmente por causa de seu facil

método de producao e a sua nao solubilidade em agua (IAEA, 2005).

A irradiacdo tem diversas vantagens em relacdo a outros métodos de
tratamentos, como por exemplo, esterilizacdo de produtos de saude utilizando-se
oxido de etileno (EtO) e calor. No caso da esterilizacdo por raios gama, tais
vantagens incluem: os produtos tratados podem ser utilizados imediatamente; o
aumento da temperatura do produto € minimo durante o processo; elevada

penetrabilidade (o produto pode ser processado na sua embalagem final).
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3.13.1 Fontes de irradiacao

De acordo com o “Codex Alimentarius General Standard”, existem trés
tipos principais de fontes utilizadas em irradiadores para o tratamento de produtos
alimenticios (FAO, 1984):

1. Radiacdo gama proveniente de radionuclideos como o ®°Co e 0 "*’Cs;
2. Fontes de feixes de elétrons, com energia de até 10 MeV;
3. Fontes de raios X, com energia de até 5,0 MeV.

Devido a penetrabilidade alta, os raios gama e raios X podem ser
utilizados em produtos de grande espessura e/ou densidade alta. Para as
situacées em que apenas um tratamento superficial é necessario, pode-se utilizar
acelerador de elétrons devido a penetrabilidade baixa e taxa de dose elevada,
podendo processar uma grande quantidade de produtos em um periodo de tempo
curto, diminuindo o custo por unidade de produto.

3.13.2 Raios gama

Os raios gama utilizados no processamento de alimentos sdo obtidos a
partir de grandes fontes de ®°Co. Este tipo de radiacdo é essencialmente
monoenergéticos (0 °°Co emite simultaneamente dois fétons por desintegracdo
com energias de 1,17 e 1,33 MeV). Utilizando técnicas analiticas, tais como o
ponto de kernel ou Método de Monte Carlo, é possivel calcular a dose de radiacao
distribuida nos produtos alimenticios, mesmo quando a geometria das fontes for
muito complicada. A profundidade de dose resultando na distribuicdo de produtos
alimenticios normalmente se assemelha a uma curva exponencial. A irradiacao
dos dois lados do produto é frequentemente utilizada para aumentar a
uniformidade de dose (OLIVEIRA, 2000; SAYLOR, 2000).



27
3.13.3 Feixes de elétrons

Os elétrons emitidos por aceleradores tém um estreito limite de energia
espectral (geralmente inferior a aproximadamente 10 % do valor da energia
nominal). A energia dos elétrons que atinge o produto € controlada por imas. O
intervalo de um elétron em um meio é limitado (ao contrario do que acontece com
os fotons) e esta estreitamente relacionada com a sua energia. Se a carga a ser
tratada for muito espessa, apenas um tratamento superficial sera possivel. Por
exemplo, uma energia de 3,0 MeV s6 pode ser utilizado para tratamentos de
superficie (HAYASHI, 1998), uma vez que penetram a uma profundidade de
apenas cerca de 1,0 cm na agua. O limite maximo da energia que pode ser
utilizada no tratamento de alimentos é de 10 MeV, para evitar a inducédo de
radioatividade nos alimentos por meio de reagdes nucleares (FAO, 1984; WHO,
1981; MILLER, 1987; McKEOWN, 1998).

3.13.4 Raios X

Os principios dos irradiadores de raios X sdo essencialmente os
mesmos que os aceleradores de elétrons (AIKAWA, 2000; CLELAND e PAGEAU,
1987). Os raios X sdo emitidos quando elétrons acelerados por alta voltagem sao
lancados contra atomos e sofrem frenagem, perdendo energia. O limite maximo
da energia para os irradiadores de raios X € de 5,0 MeV, para evitar qualquer
inducdo de radioatividade nos alimentos irradiados (FAO, 1984; McLAUGHLIN et
al., 1989).

3.14 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura € uma ferramenta muito
importante para observar os aspectos morfolégicos dos fungos, permitindo a
obtencao de resultados mais seguros e precisos. As amostras biolégicas tém que
ser preservadas por desidratagcdo para serem observadas em microscopios
eletrénicos, pois, eles operam sob alto vacuo e as amostras podem nao resistir a
retirada de agua pelo sistema de vacuo (MAY-DE MIO et al., 2006). A secagem

por Ponto Critico, introduzida ha mais de 50 anos, € a técnica de desidratacao
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para materiais biolégicos mais utilizada na preparacdo das amostras. Este

procedimento elimina liquidos das amostras, evitando os efeitos de tenséao
superficial por ndao permitir que a interface liquido/gas se desenvolva. A passagem
do estado liquido para o gasoso no Ponto Critico ocorre sem essa interface, pois,
as densidades do liquido e do gas sao iguais nesse ponto (PATHAN et al., 2008).

O microscépio eletrébnico de varredura utiliza um feixe de elétrons
diretamente na amostra a ser observada, tendo o funcionamento semelhante ao
microscépio eletrdnico de transmissdo (MET), com a diferenca que o MET fornece
informacdes da estrutura interna do material a ser observado e o MEV fornece
informacdes da superficie da amostra. Para visualizagcao eficaz de uma amostra
no MEV geralmente é necessario que a superficie da amostra seja condutora de
eletricidade, portanto, ndo ha dificuldade em estudar amostras de metal limpo, no
entanto, materiais ndo condutores, como ceramicas, polimeros e materiais
biol6gicos, ndo estdo aptos a serem observados no MEV, sendo comum o
revestimento da amostra com uma fina camada de ouro ou carbono (~10 nm) por
pulverizacao (GOODHEW et al., 2001).
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4. METERIAIS E METODOS

4.1 Cepa

Foi utilizada cepa de Aspergillus flavus, 250 GM, produtora de
aflatoxina B+, cedida pelo Laboratorio de Micotoxinas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

4.2 Preparo do meio de cultura

O Meio de Cultura Agar Coco (LIN e DIANESE, 1976) foi preparado
com 115 mL de leite de coco, 10 g de agar bacteriolégico e 500 mL de agua
destilada. O meio foi autoclavado por 20 minutos a uma temperatura de 120 °C e
pressdao de 1,0 atmosfera. Apds esse procedimento o meio foi distribuido em

placas de petri.
4.3 Preparo das amostras

As cepas de Aspergillus flavus foram isoladas em agar batata dextrose
por 10 dias e posteriormente inoculadas em agar coco sendo incubadas em
estufa D.B.O. a uma temperatura de 25 °C durante 14 dias. Apds o crescimento
das colbnias, os conteudos das placas de Petri contendo Aspergillus flavus foram
triturados até adquirirem um aspecto pastoso, com o intuito de produzir um
residuo laboratorial homogéneo. Ap6s essa etapa as amostras destinadas ao
acelerador de elétrons foram separadas em dez lotes, de “A” até “J”, contendo 25
g do residuo. Cada lote foi homogeneizado separadamente e fracionado em cinco
subamostras, correspondendo as doses de 0 kGy, 2,5 kGy, 5,0 kGy, 10 kGy e 20
kGy. As amostras destinadas a fonte de ®°Co Gammacell foram separadas em 10
lotes, de 1 até 10 e foram preparadas conforme descrito anteriormente. As
subamostras destinadas ao acelerador de elétrons foram acondicionadas em
placas de petri, cobrindo toda a superficie das placas, com uma espessura de 3,0

mm (FIGURA 3), sendo mantidas a uma temperatura de -28 °C, e as amostras



30
destinadas & fonte de ®°Co foram acondicionadas em copos coletores com tampa

(FIGURA 4) e foram armazenadas a -28 °C.

FIGURA 3 - Placa de petri contendo residuo de agar coco triturado.

FIGURA 4 - Copo coletor contendo residuo de agar coco triturado.
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4.4 Irradiacao das amostras

Dois lotes de dez amostras foram irradiados, com doses de 2,5 kGy,
5,0 kGy, 10 kGy e 20 kGy em fonte de ®°Co, Gammacell 220 (A.E.C. Ltda.)
(FIGURA 5) com taxa de dose de 2,14 kGy h™', e em um Acelerador Industrial de
Elétrons tipo Dynamitron, da Radiation Dynamics Inc. (Modelo: DC1500/25-
JOB188; Energia: 1,5 MeV; Corrente de feixes: 0,3 — 25 mA; Varredura: 120 cm
(48”); Poténcia: 150 kW; Poténcia do feixe: até 37,5 kW) (FIGURA 6), com as
mesmas doses descritas acima, taxa de dose de 11,2 kGy s', ambos
equipamentos estao localizados no Centro de Tecnologia das Radiacdes (IPEN-
CNEN/SP). Dosimetros Red Perpex-batch HL (640 nm) foram utilizados.

FIGURA 5 - Fonte de ®Co Gammacell 220 (A.E.C. Ltda.).
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FIGURA 6 - Acelerador Industrial de Elétrons tipo Dynamitron, da Radiation

Dynamics Inc.

4.5 Extracao de aflatoxinas

Para a extracao das aflatoxinas, todo o conteudo das placas e copos foi
retirado e colocado em Erlenmeyers. Para cada 5,0 g de amostra foi adicionado
15 mL de cloroférmio. Os frascos foram agitados por 30 minutos e o extrato foi
filtrado em terra diatomacea para a diminuicdo dos interferentes, e o produto
obtido foi evaporado em banho maria para a realizacdo da Cromatografia em
Camada Delgada (SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

4.6 Cromatografia em Camada Delgada

Os residuos foram descongelados e ressuspensos em 500 upL e
aliquotas de 10 yL foram aplicadas a 1,0 cm da base inferior da cromatofolha
aluminio silica gel 60G (Merck®) (FIGURA 7), previamente ativadas em estufa por

duas horas a uma temperatura de 50 °C. Os padrdes de aflatoxinas B1, B, Gi e
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Go foram aplicados na quantidade de 5,0 uL. O cromatograma foi realizado a

temperatura ambiente, em cuba cromatogréafica com fase movel de Cloroférmio e
Acetona (9:1 v/v). ApGs este procedimento a placa foi observada sob luz
ultravioleta (365 nm), comparando-se as machas que surgiram entre o extrato e

os padrdes para realizar a identificacdo (FIGURA 8).

FIGURA 7 - Aplicacdo das amostras em Cromatofolha Aluminio Silica Gel 60.

FIGURA 8 - Cromatografia em Camada Delgada.
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4.7 Quantificacao das aflatoxinas

A quantificagdo das aflatoxinas foi realizada no Laboratério de
Farmacologia do Instituto Biol6gico de S&o Paulo em um Fotodensitdmetro
Shimadzu CS 9000 com lampada de xendnio e limite de detecgdo de 0,1 g kg
(Figura 9).

FIGURA 9 - Fotodensitdbmetro Shimadzu CS 9000.

4.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Apés a irradiacdo das amostras, uma fracdo de aproximadamente 1,0
cm? foi retirada e colocada para fixagdo no reagente Karnovisk por 48 h. Apés
estda etapa o material foi lavado trés vezes em agua destilada sendo de 10
minutos cada lavada. Em seguida o material foi submerso em tetréxido de 6smio

por duas horas em geladeira. As amostras foram novamente lavadas em agua
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destilada conforme descrito anteriormente e em seguida foram desidratadas em

alcool, conforme descrito na continuagao:

a) Alcool 70 % (15 min.);

b) Alcool 80 % (15 min.);

c) Alcool 90 % (15 min.);

d) Alcool 95 % (15 min.);

e) Alcool 100 % (15 min.);

f) Alcool 100 % (15 min.);

g) Alcool 100 % (15 min.);

h) Alcool 100 % (15 min.).***

***Conservar em geladeira de trés a quatro dias.

Apés a desidratacao foi realizado o Ponto Critico e a Metalizagao com

ouro e em seguida foi observado em microscopio eletronico de varredura.
4.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada aplicando-se a analise
de variancia ANOVA para a presenca de efeitos significativos (p < 0,05). Neste
caso foi aplicado o teste de Tukey, para determinar as diferencas entre as

médias, por intermédio do software GraphPad Prism 5.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracao média de aflatoxina By em meio de cultura agar coco
foi de 46,17 pg kg™ a 0 kGy. Apods a irradiacdo em fonte de ®°Co, com doses de
2,5 kGy, 5,0 kGy, 10 kGy e 20 kGy, os teores de aflatoxina B1 encontrados estédo
apresentados na Tabela 3. As concentragdes de aflatoxina B; irradiadas em
acelerador de elétrons podem ser observadas na Tabela 4. Observando as

amostras de aflatoxinas pode-se detectar apenas a aflatoxina By. As demais

aflatoxinas, Bo, G1 e G ndo foram detectadas.

TABELA 3 — Niveis de aflatoxina By (ug kg') obtidos na quantificacdo das

amostras irradiadas em fonte de ®°Co com doses de 0, 2,5, 5,0, 10 e 20 kGy.

Amostras 0 kGy 2,5 kGy 5,0 kGy 10 kGy 20 kGy
1 47,862 36,81° 30,46° 24,09¢ 16,08°

2 39,522 34,80° 26,24° 22,62° 18,49°

3 42,182 32,27° 30,42° 26,27¢ 14,13°

4 46,882 37,18° 31,57° 24,57¢ 12,44°

5 46,362 33,90° 29,10° 21,63¢ 14,56°

6 50,192 35,58° 33,32° 22,00¢ 14,92°

7 48,632 38,26° 32,47° 25,45¢ 14,39°

8 49,582 39,84° 28,02° 26,86 13,15°

9 41,502 34,27° 32,10° 24,39¢ 16,01°
10 48,992 37,08° 30,03° 23,64° 13,35°
Média 46,17 36,00 30,37 24,15 14,75
DP* 3,76 2,26 2,16 1,74 1,76

*Desvio Padrao

abede | otras diferentes diferem significativamente (p < 0,05)
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TABELA 4 - Niveis de aflatoxina B; (ug kg™') irradiadas em acelerador de elétrons

com doses de 0, 2,5, 5,0 10 e 20 kGy.

Amostras 0 kGy 2,5 kGy 5,0 kGy 10 kGy 20 kGy
1 47,862 33,45° 28,00° 19,98° 13,87¢

2 39,522 36,28° 28,25° 23,87° 13,69°

3 42,182 31,98° 31,60° 17,84° 11,56°

4 46,882 32,52° 28,09° 22,08° 13,13¢

5 46,362 31,19° 30,13° 22,29° 13,01¢

6 50,192 34,40° 29,90° 24,37° 15,51

7 48,632 35,29° 32,70° 19,99° 10,51¢

8 49,582 29,96° 29,18° 23,77° 12,11¢
9 41,502 31,93° 30,21° 23,12° 10,02¢
10 48,992 37,58° 33,29° 21,40° 14,52°
Média 46,17 32,35 30,24 21,87 12,79
DP* 3,76 3,15 1,91 2,09 1,74

*Desvio Padrao
abed | otras diferentes diferem significativamente (p < 0,05)

Fixando o nivel de significancia de 95 %, a andlise de variancia
(ANOVA) demonstrou diferenca significativa entre as amostras controle e
irradiadas com diferentes doses, tanto para as amostras irradiadas em fonte de
®9Co como em acelerador de elétrons. Apenas entre as amostras de 2,5 kGy e 5,0
kGy, irradiadas no acelerador de elétrons, nao foi observado diferenca
significativa. Entre as amostras irradiadas em fonte de ®°Co e feixes de elétrons
apenas as amostras irradiadas com 2,5 kGy apresentaram diferenca significativa.
A quantidade média de aflatoxina By presente nas amostras controle (0 kGy) foi
de 46,17 pg kg'. Nas amostras de 2,5 kGy, 5,0 kGy, 10 kGy e 20 kGy irradiadas
em fonte de ®°Co a quantidade média foi de 36,00 pg kg™, 30,37 ug kg, 24,15 ug
kg" e 14,75 ug kg', respectivamente (FIGURA 10). Para as amostras
processadas com feixes de elétrons as médias foram de 32,35 ug kg, 30,24 ug
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kg', 21,87 ug kg e 12,79 ug kg', para as doses de 2,5, 5,0, 10 e 20 kGy

(FIGURA 11).

WO kGy

W 2,5 kGy
5,0 kGy
M 10 kGy
020 kGy

FIGURA 10 - Quantidade média de aflatoxina By (ug kg™') presente nas amostras
controle (0 kGy) e irradiadas em fonte de °°Co com doses de 2,5, 5,0, 10 e 20
kGy.
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M 0 kGy

M 2,5 kGy
M 5,0 kGy
M 10 kGy
M 20 kGy

FIGURA 11 - Quantidade média de aflatoxina By (ug kg™') presente nas amostras
controle (0 kGy) e irradiadas em acelerador de elétrons com doses de 2,5, 5,0, 10
e 20 kGy.

Nas amostras irradiadas em fonte de ®°Co com 2,5 kGy pode-se
observar uma reducao de 22,03 % em relacdo a amostra ndo irradiada (controle),
e para as amostras irradiadas com doses de 5,0 kGy, 10 kGy e 20 kGy, a reducéo
foi de 34,22 %, 47,69 % e 68,05 %, respectivamente, podendo ser observada na
Figura 12. Para as amostras processadas com feixes de elétrons, a redugéo foi de
29,93 %, 34,50 %, 52,63 % e 72,3 % para as doses de 2,5, 5,0, 10 e 20 kGy,
respectivamente (FIGURA 13).
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FIGURA 12 - Valores de aflatoxina B (ug kg') obtidos na quantificacdo das

amostras processadas em fonte de ®°Co, com doses de 0, 2,5, 5,0, 10 e 20 kGy.

g kg™

60 -

50 -

5 6

Amostras
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0 kGy

m 2.5 kGy
15,0 kGy
m 10 kGy
u 20 kGy

FIGURA 13 - Valores de aflatoxina By (ug kg™') obtidos na quantificacdo das

amostras processadas com feixes de elétrons, com doses de 0, 2,5, 5,0, 10 e 20

kGy.
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Prado (2005) irradiou amostras de amendoim naturalmente

contaminadas com doses de 1,0 kGy, 5,0 kGy, 10 kGy, 15 kGy, 20 kGy, 25 kGy e
30 kGy, nao observando praticamente nenhuma destruicdo da aflatoxina By nas
amostras de amendoim, contaminadas naturalmente, irradiadas com doses de 1,0
a 10 kGy, porém, nas amostras contaminadas artificialmente, a reducéo foi de
aproximadamente 20 % com as mesmas doses, mas com doses superiores, de

15 kGy até 30 kGy a reducao de aflatoxina B; foi de aproximadamente 49-72 %.

Segundo Aziz e Youssef (2002) o tratamento de produtos agricolas e
alimentos com dose de 5,0 kGy foi capaz de destruir de 44 % a 48 % de aflatoxina
B+, de 16-20 % de ocratoxina A e 56-75 % de zearalenona, enquanto a utilizacao
de 10 kGy reduz a aflatoxina By em 82-88 % e zearalenona em 88-94 %, mas
apenas 44-48 % de ocratoxina A. Os autores também reportaram que a utilizacao
de 20 kGy foi suficiente para degradar a aflatoxina By e zearalenona a niveis ndo
detectaveis e reduzir a ocratoxina A em 72-76 %. Aziz e Moussa (2004), ap6s
tratamento de milho, semente de amendoim e grao de bico, com dose de 4,0 kGy,
revelaram uma degradacdo de aproximadamente 64,5 % de aflatoxina B4, de
35,8-40 % de ocratoxina A e 58 % para zearalenona, enquanto o tratamento com
6,0 kGy foi capaz de reduzir de 74,3 a 76,7 % de aflatoxina B4, de 51,3 a 69,2 %
de ocratoxina A e 78 % de zearalenona.

Patel et al. (1989) constataram que a aflatoxina é resistente a radiacao
gama em condicoes de baixa umidade, porém, quanto maior o teor de agua da
amostra, mais eficiente € o processo de irradiacdo. De acordo com trabalho
realizado por Aquino et al. (2005), a irradiacado de aflatoxinas By e B,, com doses
de 2,0, 5,0 e 10 kGy, foi mais eficiente com a utilizacao da dose de 2,0 kGy em
relacdo com a dose de 5,0 kGy, fato esse explicado devido a diferenca na
atividade de agua, de 0,91 nas amostras tratadas com 2,0 kGy e 0,88 nas
amostras tratadas com 5,0 kGy. As amostras irradiadas com 10 kGy, com
atividade de agua de 0,94, foram degradadas completamente, sendo o processo
de radiolise formador de um grande numero de radicais livres e outras espécies
ibnicas excitadas, aumentando o efeito indireto da irradiacao.
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De acordo com um estudo realizado por Patel et al. (1989) onde foi

adicionado a aflatoxina, peréxido de hidrogénio (H-O2) a uma concentracao de 5
%, a degradacao da aflatoxina foi completa quando aplicada uma dose de apenas
1,0 kGy, indicando que o perdxido de hidrogénio potencializa os efeitos da
radiacdo gama. O mesmo autor realizou outro experimento adicionando agua
(H20) em uma concentragdo de 50 ug de aflatoxina, sendo irradiada em fonte de
®Co a uma dose de 10 kGy, resultando em uma degradacdo de 40 % da
aflatoxina. Estes resultados estdo em desacordo com os resultados obtidos no
presente trabalho, onde a aflatoxina By sofreu uma redugédo de aproximadamente
34,22 % e 47,69 % ap6s a irradiacdo em fonte de *°Co com doses de 5,0 e 10

kGy e 34,50% e 52,63% apds o processamento por feixes de elétrons.

Estudo realizado por van Dyck (1982) mostrou uma completa
destruicdo de aflatoxina By com doses superiores a 10 kGy, porém em outra
repeticdo realizada nesse mesmo estudo, utilizando-se a mesma dose de
irradiacao, a degradacao foi de 90 %, supondo-se que a atividade de agua foi
fator determinante na degradacao da aflatoxina B+. As interacbes desses radicais
livres e moléculas ativas, produzidas durante o processo de irradiagcdo, com a
aflatoxina B+ livre, promovem uma degradacdo mais eficiente dessa micotoxina
(SAMARAJEEWA et al., 1990). Ferreira-Castro et al. (2007) obtiveram uma
reducédo de aproximadamente 21 % para a fumonisina By, irradiada com dose de
5,0 kGy, nao observando reducao para a fumonisina B,. Para a dose de 10 kGy, o
mesmo autor obteve uma reducdo de aproximadamente 62,5 % para a fumonisina
Bi e 40 % para a fumonisina B,, demonstrando que a irradiacao é eficaz na
degradacao de outras micotoxinas.

5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

De acordo com Goodhew et al. (2001) o Microscopio Eletronico de
Varredura é uma ferramenta mais versatil que o Microscépio Optico, pois, oferece
uma maior resolucdo, maior aumento e consequentemente melhor visualizacao
das amostras. Neste trabalho foi analisado o efeito da radiacdo gama e feixes de
elétrons nas estruturas morfoldégicas do fungo Aspergillus flavus. As doses
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utilizadas foram de 2,5, 5,0, 10 e 20 kGy. As estruturas morfologicas do fungo nao

sofreram danos com as doses de 2,5 até 10 kGy (FIGURA 14 e 15), no entanto,
observou-se uma grande destruicao das hifas e dos micélios, que apresentaram
um aspecto de derretimento apds a irradiacao com 20 kGy (FIGURA 16). Braghini
et al. (2009) observaram alteracbes proporcionais ao aumento da dose nas
estruturas morfolégicas do fungo Alternaria alternata irradiado com doses de 2,0,
5,0 e 10 kGy, onde as hifas ficaram com aspectos desidratados e com rupturas.

Em um estudo conduzido por Murillo et al. (1999) observou-se a
penetracdo das hifas de Fusarium moniliforme em graos de milhos. Ferreira-
Castro et al. (2007) demonstraram que a radiacao ionizante causa modificacoes
nas estruturas fungicas que aumentaram proporcionalmente ao aumento da dose,
sugerindo que essas modificagdes sdo atribuidas ao efeito direto da radiacéo

ionizante nas células fungicas.

| - et WD ————— 100 um
e SE 9.4

: ] X o
FIGURA 14 - Imagens microscopicas das alteracoes fungicas apds a aplicagdo da
dose de 2,5 kGy (esquerda: °°Co; direita: feixes de elétrons).



FIGURA 15 - Imagens microscépicas das hifas e micélio apds a irradiacao

(superior: 5,0 kGy ®Co e feixes de elétrons; inferior: 10 kGy, ®Co e feixes de
elétrons).
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FIGURA 16 - Imagens microscopicas das alteragdes causadas apos a irradiacao
com 20 kGy (superior: ®Co e inferior: feixes de elétrons).
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, as doses utilizadas reduziram significativamente a
aflatoxina B4, porém, nenhuma das doses utilizadas foi capaz de degradar

a aflatoxina B4 a niveis ndo detectaveis;

Ao comparar os efeitos da radiacdo gama e dos feixes de elétrons, pode-se
concluir que ambos foram eficiente na degradacdo da aflatoxina Bi e
apenas na dose de 2,5 kGy houve diferenca significativa entre os

tratamentos;

A visualizagdo em MEV demonstrou ser uma excelente ferramenta para
observar as alteracdes nas estruturas fungicas devido a resolucao de
imagens alta e grande poder de aumento, possibilitando observar com
clareza os efeitos causados nas estruturas fungicas apds o tratamento por

radiacao gama e feixes de elétrons.
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