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CARACTERIZAGAO DA DOSE LETAL MINIMA POR IRRADIACAO GAMA PARA
PENICILLIUM CITRINUM.

A. N. NORBERG (1) & N. M. SERRA-FREIRE (2)

RESUMO

O uso das radiagdes ionizantes na destruigio de microrganismos responsaveis pela deterioragio
de alimentos ou causadores de infecgOes ou toxinfecgdes alimentares, constituiu-se aplicagio da
energia nuclear, para fins verdadeiramente pacificos. Penicillium citrinum é um fungo produtor de
micotoxinas, responsdveis por intoxicagdes em humanos e animais que se utilizam de alimentos
contaminados. H4 escassez de informagdes sobre a resisténcia de P. citrinum & irradiagio gama; assim
esta pesquisa objetivou determinar a dose letal por irradiagdo gama para esse microrganismo. Foram
irradiadas 76 suspensdes, contendo aproximadamente 100.000 esporos por mililitro, com doses entre
0,2 ¢ 2,2 KGy (KiloGray), scndo os sobreviventes re-irradiados com doses até 3,0 KGy. O fungo foi
totalmente destruido com dose de 2,2 KGy. P. citrinum descendentes dos sobreviventes de 2,0 KGy,
quando re-irradiados também foram totalmente destruidos com dose de 2,2 KGy. Observou-se um
aumento da resisténcia as doses mais baixas em relagio ao fungo nio irradiado.

UNITERMOS: Penicillium citrinum irradiado; Irradiagdo gama; Alimentos irradiados.

INTRODUCAO

A conservagio de alimentos por irradiagio consti-
tui uma das aplicagdes da encrgia atdmica para fins
pacificos. A utilizagio das radiagdes ionizantes para
eliminar contaminantes de alimentos, deriva da capaci-
dade que possuem estas radiagdes em destruir microrga-
nismos que deterioram alimentos ou sdo responsdveis
por infecgdes ou intoxicagdes em humanos e animais. P.
citrinum é um fungo produtor de micotoxinas responsa-
veis pela intoxicagio de humanos e animais, quando se
utilizam desses alimentos contaminados®? .

Proliferando sobre alimentos, os fungos alteram
profundamente os mesmos, razdo pela qual a profilaxia
e o tratamento do “emboloramento”constituem um dos
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grandes problemas industriais. Nas contaminagdes ma-
cigas, tais bolores modificam os caracteres fisicos, qui-
micos ¢ organolépticos dos alimentos. Embora queijo
scja produzido tecnologicamente pela agio de fungos
apatogénicos, ¢ um dos alimentos frequentemente con-
taminados, e, geralmente por espécics toxigenas do
género Penicillium. Os prejuizos econémicos decorren-
tes da contaminagfo fingica nos derivados do leite sio
incalculdveis, porque a contaminagdo compromete a
qualidade do produto’®, além da possibilidade do
acimulo de micotoxinas que colocariam em risco a
saide dos consumidores'® .

Quadros clinicos graves de micotoxicoses em ani-
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mais ocorrem pela ingestdo de alimentos deteriorados
por fungos produtores de micotoxinas, dentre os quais se
destaca a citrinina. O efeito nefrotéxico desta mico-
toxina foi estudado em ratos®, em camundongos e co-
baias?, aves®® e em cies*. Sobre casos humanos, ainda
ndo ha profundo conhecimento sobre a extensdio e a
gravidade desse problema®.

A citrinina (CH O,) € um metabdlito fingico
secunddrio, isolado pela primeira vez em 1931% de
cultivos de P. citrinum.

No Brasil, fungos citrinogénicos tém sido isolados
de cereais ¢ alimentos deteriorados, tais como: P.
steckii' e P. citrinum®"'; ji tendo sido detectada em
niveis de 1.000 microgramas por quilo em cevada fer-
mentada utilizada na alimentagio de suinos®.

Uma doenga grave, denominada nefropatia
micotdxica suina, tem sido relatada em diversos paises,
em animais alimentados com ragdo e cereais contamina-
dos com citrinina®!%",

Com a descoberta das radiagdes ionizantes por
RONTGEN e BEQUEREL em 1895, teve inicic uma
série de pesquisas sobre suas propricdades letais em
organismos. Desde entdo, a resisténcia dos microrganis-
mos as radiagOes tem sido investigada no campo da
radiag@o bioldgica relacionadas com alimentos.

Os processamentos tecnolégicos empregados na
preparagdo de alimentos ndo sfo suficientes para evitar
a contaminagdo fiingica, correndo o risco da ingestio de

metabdlitos fungicos, danosos & saide dos consumi-
dores.

Uma possibilidade muito promissora na protegio
do consumidor contra os perigos das contaminagdes de
alimentos é o uso da irradiagdo para eliminar csses
microrganismos; foi sugerido o tratamento de alimentos
por irradiagdo com uso de raios gama®»¥” | pelo seu allo
poder de penetragio.

A esterilizagdo de alimentos com rajos gama, além
de prolongar a vida dos produtos dispensa o uso de
aditives ou preservativos quimicos, tecnologias que
podem causar danos ao organismo dos manipuladores,
bem como, alterar as caracteristicas dos alimentos trans-
formando-os em produtos danosos, colocando em risco
a saide dos consumidores'®. Soma-se a essa vantagem o
fato de que a irradiagdo podera contribuir para a redugdo
da incidéncia de micotoxicoses, cujos agentes ctio-
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logicos ou suas toxinas enconiram nos alimentos, um
dos principais veiculos de transmissdo® .

Considerando a escassez de informagses sobre a
resisténeia do P. citrinum & irradiagdo gama e o nimero
relativamente elevado de intoxicagdes em que é respon-
sabilizado, pretende-se analisar um processo vidvel para
a eliminagdo desses mircrorganismos contaminates de
alimentos.

Este trabalho tem como objetivo identificar a dose
letal por irradiagdo gama, para P. citrinum.

MATERIAL E METODOS

A amostra de P. citrinum utilizada no experimento
foi isolada de laranja da drea geografica de Itaguai, RJ,
pelo laboratério de Micologia do Instituto de Veterinaria
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e
fornecida ao Instituto de Biologia do Exército, onde é
mantida na micoteca.

Confirmagdo da amostra de P. citrinum

Efetuou-se o plantio da amostra em placas de Petri
de 100x20 mm, contendo meio de “Sabouraud Dextrose
Agar”™ em camada de aproximadamente 5 mm de espes-
sura. Apos a semeadura as placas foram rigorosamente
vedadas com fita adesiva ¢ incubadas em posi¢do inver-
tida cm temperatura ambiente ( 30°C +3°C ), na presenga
de luz natural, durante dez dias. O crescimento obtido,
foi analisado observando-se as caracteristicas morfo-
logicas ¢ culturais do Penicillium citrinum'®*2

Preparagio das suspensées de esporos

Apds comprovar a identidade da amostra de P.
citrinum, a mesma foi repicada para garrafas de Roux,
contendo meio de “Sabouraud Dextrose Agar’, incu-
bando-se em temperatura ambiente por dez dias.

Entdo foi introduzido 50 ml de solugio de Tween
80 na concentragio de 0,05% em 4dgua desmineralizada
estéril®, em cada uma das culturas em garrafas de Roux,
agitando-se levemente para obtengio dos esporos em
suspensdo; seguiu-se entdo com filtragdo em filtro de
algoddo hidréfilo esterilizado, com a finalidade de re-
mover os fragmentos micelianos. A suspensdo de
esporos foi transferida, com auxilio de pipeta estéril,
para tubos de ensaio contendo pérolas de vidro que
foram fechadas com rolhas de borracha atéxica, esteri-
lizadas. Esses tubos foram submetidos a agita¢io meca-
nica no agitador de Khan por vinte minutos, para desa-
gregagio dos esporos.
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Preparo dos esporos para serem irradiados e contagem
dos sobreviventes

Suspensdes contendo aproximadamente 100.000
esporos/ml, foram preparadas pela técnica da contagem
em camara de Neubauer®®. A suspensdio obtida foi dis-
tribuida em aliquotas de 10 ml, em frascos de vidro
esterilizados, fechados com rolhas de borracha atoxica,
esterilizadas. Os frascos foram mantidos a temperatura
ambiente, por tempo ndo superior a trés horas, até sercm
expostos a irradiagfo.

Irradiagio dos esporos

Cada frasco contendo dez ml da suspensdo de
esporos de P. citrinum, totalizando 76 frascos, foi ir-
radiado com raios gama do Césio-137. Frascos foram
tratados com doses diferentes que variavam de 0,2 a 3,0
KGy.

Esporos que sobreviveram a irradiagio e cresceram
no meio de cultura, foram novamente submetidos a
radiagdo pela mesma metodologia e nas mesmas dosa-
gens, aqui caracterizada como re-irradiagio.

Contagem global dos esporos

A contagem dos esporos vidveis por mililitro na
suspensdo ndo irradiada, bem como a contagem dos
sobreviventes de cada dose de irradiagdio foram feitas
pelo processo de contagem de coldnias em placa’®, em-
pregando-se dilui¢des de 1/10, 1/100, 1/1.000 ¢ 1/
10.000, obedecendo a seguinte metodologia:

a- Cada suspensdio foi vigorosamente agitada por 25
vezes.

b- Usando-se pipetas ¢ tubos estéreis, preparou-se a
partir da amostra, diluigdes multiplas de 10, em
solugfo estéril de cloreto de sodio 0,15 molar.

¢- Com pipeta estéril, depositou-se 0,1 ml da
suspensio ¢ 0,1 de cada diluicdo em superficie de
“Sabouraud Dextrose Agar™, distribuidos em
placas de Petri de 150x20 mm, cspalhando-se o
inéculo com auxilio de alga de Drigalski, sendo
cada placa, rigorosamente vedada com fita
gomada.

d- Leitura ¢ interpretagdo: as contagens dos esporos
sobreviventes foram efetuadas nas placas que
permitiram crescimento de no minimo 20 e, no
maximo 50 colénias. O numere dc esporos
sobreviventes por mililitro foi calculado por média
aritmética da contagem de cinco placas, mul-
tiplicando-se o niimero de colbnias pelo titulo da
diluigdo, vezes dez. A presenga de crescimento nos

meios de cultura, permitiu também a identificagdo
dos fungos de acordo com o critério anteriormente
citado.

Concentragao dos esporos irradiados para
comprovagio da inviabilidade

As suspensfes irradiadas foram centrifugadas a
1.130 g por dez minutos, sendo o sedimento semeado em
“Sabouraud Dextrose Agar™, e incubado em temperatu-
ra ambiente aguardando-se o crescimento ou a compro-
vagdo da inviabilidade dos esporos.

RESULTADOS

Cultura do fungo e confirmagio

Os meios de cultura utilizados para isolamento €
conservagiio do fungo mostraram-se suficientemente
bons para suportar todo o trabalho experimental. O plan-
tio da amostra do fungo trabalhado, em meio de
“Sabouraud Dextrose Agar™ permitiu o crescimento de
coldnias com as seguintes caracteristicas peculiares fa-
vorecendo a identificagio: a principal caracteristica de
reconhecimento do P. citrinum é o penicilio, o qual
consta de 3 a 5 métulas divergentes que suportam longas
cadeias de conidios. A massa conidial apresenta colora-
¢do cinza azulada e no centro da coldnia observa-se
freqiientemente um exsudato de coloragdo marron ama-
relado. O crescimento ¢ denso devido a conidiogénese
abundante. A colbnia pode produzir pigmento amarela-
do que se difunde no meio de cultura?!.

TABELA |

Valores numéricos do cfeito de diferentes doses de irradiagio gama em
esporos de P. citrinum, avaliado pelo nimero de esporos vidveis por ml
de suspensdo (n%ml).

Lote A-10%  A-20%  A-30* Xts

Dose (n°ml)  (n°ml) (n®ml) (n°ml)

(KGy)
0 104.000 112.000 117.000 111.000 = 6.557,44
0,2 102.000 109.000 114.000 108.333 % 6.027,71
0,4 99.000 105.000 109.000 104333 + 5.033,22
0,6 95.000 102.000 106.000 101.000 = 5.567,76
0,8 74.000 84.000  88.000 82.000 + 7.211,10
1,0 52.000 61.000 63.000 58.666 + 5.859,46
1,2 24.000 30.000 34.000 29333 + 5.033,22
1,4 12.000 17.000  20.000 16333 + 4.041,45
1,6 4.100 5.400 6.800 5.433 = 1.35031
1,8 1.880 2.200 2.300 2.126 = 21939
2,0 240 310 420 323 90,74
2,2 0 0 0 0

* A =1*irradiagio
10, 20, 30 =n°do lote
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Avaliagio do efeito da radiacio

As caracteristicas morfologicas e culturais empre-
gadas para a identificagdo do P. citrinum, ndo apresen-
taram diferengas entre o lote irradiado e o n3o irradiado.
Entretanto a viabilidade dos esporos revelou-se alterada
apds tratamento por radiagiio gama.

O nimero de esporos vidveis de P. citrinum dos trés
lotes irradiados com doses de 0,2 a 2,2 KGy apresentou
reducdo significativa, com correspondéncia inversa en-
tre viabilidade e dose de radiagfio; apenas um ntmero
reduzido de esporos vidveis foi encontrado nas suspen-
sbes irradiadas com 2,0 KGy, e ndo houve viabilidade
dos esporos expostos as doses igual e superiora 2,2 KGy
(Tab. 1 e 2).

A curva de sobrevivéncia média para os (rés lotes
de esporos de P. citrinum tratados com radiagdo gama
com doses entre 0,2 € 2,2 KGy demonstrou que o decrés-
cimo da viabilidade dos esporos acentua-se criticamente
a partir da dose de 0,6 KGy (Fig. 1); por essa curva
calculou-se a dose de sobrevivéncia de 10% dos esporos
(D,,) como de 1,5 KGy.

Esporos de P. citrinum sobreviventes da dose de 2,0
KGy deram origem a descendentes; esses, re-irradiados,
também foram sensiveis a radiacdo, mas alguns sobre-
viveram a dose de 2,2 KGy. Outra constatacdo importan-
te foi o significativo aumento da resisténcia as doses
mais baixas em relagfo dos fungos ndo irradiados (Tab.
3, Fig.2) .

TABELA 2

Valores relativos do efeito de diferentes doses de irradiagdo gama em
esporos de P. citrinum avaliado pela relagio entre os valores numéricos
encontrados para a viabilidade de esporos irradiados e nio irradiados.

Lote

Dose A-10* A-20* A-30* Xts

(KGy)
0,2 0,9808 0,9732 0,9743 09761 = 0,004]
0,4 0,519  0,9375 09316 0,9403 = 0,0104
0,6 09135 09107 0,9060 09101 + 0,0079
0,8 0,7115  0,7500  0,7521 0,7379 = 0,0228
1,0 0,5000 0,5446  0,5385 0,5277 = 0,0241
1,2 0,2308 0,2678  0,2906 0,2631 + 0,0301
1,4 0,1154 0,1518  0,1709 0,1460 + 0,0282
1,6 0,0394  0,0482 0,0581 0,0486 = 0,0094
1,8 0,0181 0,0196 0,0197 0,0191 +  0,0009
2,0 0,0023  0,0028 0,0036 0,0029 = 0,0007

* A =1 iradiagao
10, 20, 30 =n"do lote
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TABELA 3

Valores numéricos ¢ relativos do efeito de diferentes doses de irradiagdo
gama em esporos de P. citrinum (Lote B-20) sobreviventes do
tratamento com irradiagdo na dose de 2,0 KGy (Lote A-20), avaliados
pelo nlimero de esporos vidveis por ml de suspensio (n%/ml) e pela
relagio desses valores entre esporos irradiados e ndo irradiados (n*'/n°°).

Dose (KGy) 1® /ml n®Y/nee
0 108.000 1,0000
0,8 95.000 0,8796
1,0 70.000 0,6481
1,2 46.000 0,4259
1,4 19.000 0,1759
1,6 9.600 0,0888
1,8 2.200 0,0203
2,0 640 0,0059
2,2 * 0,0000

* -Nessa dosagem observou-se pouquissimos sobreviventes, nio detectaveis
pelo processo de contagem de coldnias. O niimero extre mamente baixo de
esporos vidveis pos-reirradiagio com 2,2 KGy, apresentoudesenvolvimen-
to quando foi semeado o sedimento dos 5 ml da suspensdo de esporos no
meio de Sabouraud; com esse mesmo procedimento demonstrou-se que
100% dos esporos reirradiados com 2,4 KGy ndo estavam vidveis.
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DISCUSSAO

As caracteristicas morfolégicas e culturais do
Penicillium citrinian, ndo foram alteradas com as dosecs
utilizadas de irradiagdo gama. Porém a literatura registra
que essas alteragdes podem ocorrer®. Os autores verifi-
caram quc muitas espécies de microrganismos podem
sofrer mutagdes como resultado da irradiacdo e exem-
plificam cssa acertiva com as variagSes nas provas bi-
oquimicas e soroldgicas relacionadas com a identifica-
¢io dos microrganismos, além de variagdes na virulén-
cia e modificagdes morfoldgicas.

Constatou-sc que houve deeréscimo da viabilidade
de P. citrinum com o aumento da dose de irradiagdo
(Tab. 1), porém a rela¢do inversa nfo tem razdo cons-
tante; o aumento de 0,2 KGy entre os trés primeiros
tratamentos determinou perdas de viabilidade calcula-
das entre 2.0 e 4,0% com essa mesma razio de aumento
da dose de radiag@o nos trés tratamentos scguintes, a
percentagem de destruicdo dos esporos aumentou em
faixas de 20 a 27% (Tab. 2).
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Fig.2 - Curva da média de sobrevivéncia dolote A-20 (primeira iradiagio)
(@) de P. citrinum e do lote B-20 (re-irradiados do lote A-20) (©). Lote A-
20 irradiado com 2.0 KGy apresentou n®/n®°=0.0028.

A curva de sobrevivéncia desse fungo tratado com
raios gama (Fig. 2) demonstrou claramente esse fenéme-
no, e nos permite calcular rapidamente as doses .
percentuais de viabilidade. Para P. citrinum a D encon-
trada foi de 1,50 KGy (Fig. 1), sendo a D 2,2 KGy.

Embora o tragado da curva de sobrevivéncia (Fig.
2) destaque o aumento da resisténcia desse fungo as
doses mais baixas de radiagfio gama, a resisténcia virtual
a dose de 2,2 KGy ndo foi registrada permitindo aceitar
que, nas condic¢des trabalhadas, nio houve modificagio
final da resisténcia do fungo. Esse pressuposto serviu de
base para afirmar que nfo foram registradas alteragdes
morfoldgicas e culturais nesse fungo, mesmo conside-
rando que aumento da capacidade de resisténcia a irra-
diagio ¢ considerado nas colénias®,

Quando se comparou a D, da primeira série de P.
citrinum irradiada com a dos sobreviventes de 2,0 KGy,
cultivados e re-irradiados comprovou-se que houve au-
mento para D » 1,57 KGy (Fig.2). Ndo apenas a D foi
maior, como todas as doses de sobrevivéncia a partir das
doses de re-irradiacdo mostraram valores bem mais altos
¢ um tracado menos critico.

O aumento da resisténcia no inicio da curva de
sobrevivéncia dos fungos re-irradiados, poderia ser
explicada pela ocorréncia de selegdio de fungos mais
resistentes dentro de uma populagfo heterogénea, ou da
indugio de mutantes pela irradiagfo através da indugdo
de sistemas de reparo tipo SOS - reparo nfo fiel - tal
como supds ALCANTARA GOMES, R. (Instituto de
Biofisica-UERJ. Comunicagfo Pessoal). De acordo com
essa hipétese, os resultados ora obtidos poderiam sugerir
a indugdo de “mecanismo de reparo ndo fi¢is”que seriam
utilizados pelos microrganismos. Tais mecanismos seri-
am utilizados principalmente nos casos de tratamento
com doses elevadas, quando os sistemas de reparo
constitutivos ndo seriam suficientes para garantir a so-
brevivéncia celular. Os mecanismos de reparo induzidos
tipo SOS sio eminentemente mutagénicos.

Outra possibilidade para explicar o fendmeno seria
uma resposta adaptativa ao ambiente agressor (irra-
diacao).

Apds se reunir em Roma em 1964, o Comité Misto
FAO/IAEA/OMS?®, sugeriu para destruir microrganis-
mos, especialmente salmonelas em carnes, ovos € outros
alimentos, a irradiagfio com doses varidveis entre trés e
dez KGy. Em atengdo a cssa sugestdo os resultados deste
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trabalho avalizam a recomendagfio de que doses meno-
res seriam suficientes para climinagdo de P. citrinum,
_contaminantes de alimentos; destaque-se que no presen-
te estudo o substrato foi 4gua desmineralizada.

As culturas desse fungo do qual irradiou-se apro-
ximadamente 100.000 esporos por ml de suspensio
revelaram que ndo houve sobreviventes a partir de
tratamentos com dose de 2,2 KGy. Sabe-se porém, que
essa dose ndo ¢ suficiente para destruigdo de todas as
espécics de microrganismos contaminantes; certos mi-
crorganismos, principalmente bactérias esporuladas,
nccessitam de doses maiores®. Para se conseguir este-
rilizagdo do produto, a recomendagiio ¢ aplicagio de
doses entre 40 e 60 KGy?*.

Na presente investigagdo nilo foi quantificada
essa micotoxina cntretanto REED (apud REIMANN)®
estimou que a D | para toxinas de microrganismos cra
de 104 KGy.

As irradiagSes com doses muito elevadas podem
atingir o limiar necessario para inativar vitaminas do
grupo B, especialmente o dcido folico ecm carne bovina,
capaz de resistir a dose de 30 KGy'.

Portanto, as doses calculadas para inativagio do
fungo estudado no presente trabalho, nio destruiriam
outros constituintes uteis dos alimentos.

Baseados no fato de ndo ter ecorrido crescimento
do fungo, no meio de “Sabouraud Dextrose Agar™, nos
experimentos irradiados com 2,2 KGy, em solugio
com concentragdo aproximada de 100.000 esporos por
ml ¢ considerando ndo ter mais encontrado referéncia
a trabalho semelhante, sugere-se que a dose letal mi-
nima (DLM) para esse microrganismo, que niio tenha
sido anteriormente irradiado, deva ser superior a 2,2
KGy. Por outro lado, considerando-se o aumento da
resisténceia desse fungo & radiacfio discorda-sc da opi-
nido'!, que preconiza doses baixas de radiagio capazes
de reduzir o nimero de microrganismos presentes nos
alimentos.

Para inibir o crescimento de eventuais microrganis-
mos resistentes as doses consideradas radioesterili-
zantes, ¢ indispensavel que os alimentos irradiados se-
jam acondicionados em cmbalagens herméticas para
evitar recontaminagio, e o controle do aparecimento de
variantes rdadio-resistentes, deverd ser realizado rotinei-
ramente por testes radiomicrobiologicos.
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CONCLUSAO

Da anélise dos resultados obtidos, conclui-se que:

1- A dose de radiagio gama capaz de destruir todos os
esporos de Penicillium citrinum, suspensos em
4gua desmineralizada (Dose Letal Minima - DLM),
¢ de 2,2 KQGy.

2-  Descendentes de P. citrinum sobreviventes a
irradiagio com 2,0 KGy sdo mais resistentes a
radiagfio gama em dosagens baixas, mas a DLM na
re-irradiagio continua sendo 2,2 KGy.

SUMMARY

Characterization of minimum lethal dosis of gama
irradiation to Penicillium citrinum.

The use of nuclear power through radiation for the
destruction of microrganisms which cause food decay,
and toxicosis, is specifically for peaceful purposes.

Penicillium citrinum is a fungus which produce
mycotoxins responsible for intoxication in humans and
animals as a result of eating contaminated food.

There is little informations on the resistance of P.
citrinum to radiation. The objective of this research is to
determine the lethal dose of gama radiation for these
microrganisms. Seventy six suspensions containing
approximately 100,000 spores/ml received a dose of
radiation between 0.2 and 2.2 KGy (KiloGray), being
one sample still alive re-irradiated with doses up to 3.0
KGy. The fungus were totally destroyed with a 2.2 KGy.
Seventy six suspensions containing approximately
100,000 spores/ml rececived a dosc of radiation between
0.2 and 2.2 KGy, being one sample still alive re-
irradiated with doses up to 3.0 KGy. The fungus were
totally destroyed with a 2.2 KGy dose. An increase in the
resistance to lower dose levels of radiation was
observed, in relation to the fungus which had not
received irradiation. Conclusion: the Minimum Lethal
Dose (MLD) of gamma irradiation, for P. citrinum is 2.2
KGy; the re-irradiation of the surviving fungus
demonstrate that occur appearence of radio-resistant
mutants.
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