“ ISSN 1413-9545
CIRCULAR TECNICA dezembro, 19926

Ntmero 2/96

USO DE RADIACAO IONIZANTE PARA ESTERILIZAR
ALIMENTOS E DETECGAO DE FORMAGCAO DE
RADICAIS LIVRES POR EPR

Ladislau Martin Neto
Hilda Rosa Rodrigues

Dinis Gomes Traghetta

En@a

Empresa Brasileira de Pesguisa Agropecudria

Cantro Nacional de Pesquisa e Dessnvolvimente da Instrumentacio Agropecuaria
Ministério da Agricultura e oo Abastecimento

Rua XV de Novembro, 1452 - Caixa Postal 741 - CEP 13560-870 - Sédo Carlos - SP
Telefone: (Q16) 274 2477 - Fax: (016} 272 5358



USO DE RADIACAO IONIZANTE PARA ESTERILIZAR
ALIMENTOS E DETECCAO DE FORMACAO DE RADICAIS
LIVRES POR EPR

Ladislau Martin-Neto'
Hilda Rosa Rodrigues?
Dinis Gomes Traghetta®

Introducéao

A Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacao (FAO) estima que 25% da producdo mundial de
alimentos se perde pela acao de insetos, bactérias e roedores. No
caso das raizes e tubérculos, a germinacdao prematura condena a
lata de lixo toneladas de produtos. Baseados nesses dados e nos
estudos que comprovam a eficiéncia da irradiacdo no combate a
esses males, 37 paises ja aprovaram a irradiacdao de 40 tipos de
alimentos (englobando especiarias, graos, carne de frango, frutas
e legumes), sendo que 24 desse grupo de nacdes o utilizam
atualmente com fins comerciais: Bélgica, Franca, Hungria, Japao,
Paises Baixos e alguns paises do leste europeu estado irradiando
graos, batatas, cebolas e outros produtos em escala industrial. E
outros paises, dentre os quais se incluem Argentina, Bangladesh,
Chile, China, Filipinas, Israel e Tailandia, iniciaram projetos-piloto
de irradiacdao de batatas, cebolas e alhos (Giurlani, 1996).

No total, cerca de meio milhdo de toneladas de produtos e
ingredientes alimenticios sao irradiados por ano no mundo,
quantidade ainda pequena se comparada ao volume total de
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alimentos tratados por outros métodos. No processo de irradiacao,
o alimento nunca entra em contato direto com a fonte de radiacao.
E mesmo se os produtos ficarem expostos a doses muito elevadas
de energia procedentes dessas fontes, o nivel maximo de
radioatividade induzida seria apenas de um milésimo de Becquerel
(unidade de radioatividade equivalente a uma desintegracao por
segundo) por quilograma do alimento - valor que é 200 mil vezes
menor que o nivel de radioatividade natural existente nos
alimentos (cerca de 150 a 200 Becquerel). As pesquisas também
demonstram que os macronutrientes (proteinas, carboidratos e
gorduras) permanecem estaveis quando os alimentos sao
submetidos a dose maxima de radiacdo de 10 kGray. Ja os
micronutrientes (especialmente as vitaminas) podem ser sensiveis
a qualquer método de conservacao ou tratamento, inclusive a
radiacao. Mas essa sensibilidade é varidvel e depende de vérios
fatores, dentros os quais se incluem a dose de radiacao a qual o
alimento é exposto, o tipo de alimento, sua embalagem e tempo
de armazenamento.

Efetivamente, um dos pontos fortes da irradiacdo é
justamente o fato de ela nao alterar o aspecto fisico, sabor ou
valor nutritivo dos produtos.

Apesar desses beneficios para os alimentos submetidos, a
radiacdo ionizante geralmente vem acompanhada da formacéao
dos chamados radicais livres (Schreiber et al, 1993; lkeya et al,
1989). Esses radicais livres por definicdo sao espécies quimicas
que contém numero impar de elétrons e podem estar carregados
positivamente, negativamente ou neutros, e geralmente sao
extremamente reativos e tém sido associados aos processos de
envelhecimento e até geracdo de processos cancerigenos (Elias,
1989). Portanto, o monitoramento da formacdo de radicais livres
nas partes de alimentos que serdo ingeridos pelo homem é um
fator importante no uso de radiacado ionizante. Por sua vez, em
partes sélidas nao-comestiveis, como ossos de aves ou
mamiferos, a formacdo de radicais livres é geralmente
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proporcional a dose de radiacao absorvida e é uma alternativa



importante de controle para distinguir alimentos irradiados de
nao-irradiados (Schreiber et al, 1993).

A técnica de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)
é certamente a mais qualificada para monitorar e quantificar os
radicais livres nos alimentos irradiados. As caracteristicas desse
método sdo: permite andlises ndo-destrutivas em amostras sélidas,
liquidas e gasosas; alta sensibilidade (limite de deteccdo 10"
spins/gr); as andlises podem ser conduzidas no mesmo material
mais de uma vez, sem alterar a intensidade ou gerar sinais. EPR
tem se mostrado Util nas analises de componentes de alimentos
com baixo conteludo de dgua, como ossos, cartilagens de peixe,
pele, sementes, frutas secas e especiarias (Colnago et al, 1996).

Neste trabalho, lotes de pimenta do reino contaminadas
por microorganismos foram submetidas a duas doses de radiacao
ionizante e submetidas a andlises de EPR para monitorar o nivel
de radicais livres formados e comparados com amostras nao-
irradiadas. Também foram acompanhados os niveis de
contaminacao biolégica nas diferentes amostras.

Desenvolvimento

Preparacao das amostras e andlises efetuadas

Os lotes de pimenta do reino tinham uma contaminacéao
inicial e foram adicionalmente tratadas com os seguintes
microorganismos: salmonella, escherichia coli, bacillus cereus,
staphylococcus aureus e clostridium perfringens. As amostras
foram incubadas por 2 meses para homogeneizacdo, antes de
serem submetidas a irradiacao. As amostras foram submetidas a
irradiacao com doses de 5 e 10 kGy (Fonte de Co 60), no Instituto
de Radioprotecao e Dosimetria da Comissao Nacional de Energia
Nuclear (CNEN), no Rio de Janeiro.

Foram efetuadas as andlises dos seguintes microorganismos
nas amostras irradiadas e nao-irradiadas: Bacillus
cereus, staphylococus aureus, clostridium perfringens, salmonella,



bactérias mesoéfila, bolores e leveduras, coliformes fecais e
coliformes totais.

As andlises de EPR foram efetuadas em um Espectrémetro
Varian, operando em Banda X (9G Hz), pertencente ao Laboratério
de Biofisica do Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de
Sao Paulo. As medidas foram efetuadas a temperatura ambiente,
com amostras soélidas trituradas, somente da casca, e somente
miolo da pimenta do reino. Utilizou-se o método do padrao
secundario para quantificacdao do nivel de radicais livres nas
diferentes amostras de pimenta (Martin-Neto et al, 1994; Colnago
et al, 1996).

Resultados e Discussodes

Na Tabela 1 mostra-se o controle microbiolégico das
amostras submetidas e nao-submetidas a irradiacado. Verifica-se
que as amostras de pimenta irradiadas com 5 e 10 kGy tiveram
uma significante reducdao no conteldo de todos os
microorganismos analisados, sendo que em alguns casos a
dosagem de 10 kGy foi mais eficiente que a de 5 kGy, enquanto
em outros casos os resultados sao semelhantes. Esse resultado
mostrou a eficiéncia do uso de radiacao ionizante na eliminacao
dos microorganismos analisados.



Tabela 1- Controle microbiolégico das amostras de pimenta
do reino submetidas a diferentes niveis de irradiacao ionizante.
Sao apresentados resultados logo apds a irradiacao (més - 0) e
um ano depois (més - 12).

Dose (kGy) Contagem de Microorganismos
Bolores e leveduras (méax. 5x10° LCF/q)
Meés - 0 Més - 12
0 1,2 x 10° 1,5 x 10*
5 < 10 ausente
10 <10 ausente
Bacillus Cereus (sem padrao)
Més - 0 Més - 12
0 10° ausente
5 ausente ausente
10 ausente ausente
Coliformes Totais (sem padréo)
Més - 0 Més - 12
0 >2400 9
5 43 ausente
10 ausente ausente
Coliformes Fecais (max. 10° a)
Més - 0 Més - 12
0] >2400 ausente
5 43 ausente
10 ausente ausente
Contagem Total (sem padréo)
Més - 0 Més - 12
Q 5,0 x 10° 1,3 x 1¢°
5 1,7 x 10° 3x10°
10 <10 10




Além das analises dos microorganismos apresentados na
Tabela 1, foram monitorados também staphylococcus cureus,
salmonella e clostridium, os quais sempre estiveram ausentes nas
analises efetuadas.

Na figura 1 apresentam-se espectros de EPR de amostras
de pimenta do reino irradiadas e nao-irradiadas (testemunha).
Nos dois espectros o sinal de EPR é tipico de radical livre, com
valor de g préximo de 2 e largura de linha de 6 Gauss. Observa-se
também o sinal do padréo do cristal de rubi com Cr®* usado para
quantificacao do nivel de radicais livres.
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Figura 1 - Espectros de EPR de amostras de pimenta do
reino triturada mostrando sinal do radical livre e do padrdao com
Cr3*: a) amostra “testemunha” - sem irradiar; b) amostra irradiada
com 10 kGy.

Na figura 2 sdo apresentados os niveis de radicais livres
nas amostras de pimenta do reino moidas, somente na casca e
somente no miolo da pimenta.

Surpreendentemente, observou-se um nivel de radicais livres
muito superior na amostra sem irradiar (testemunha), comparado
com as amostras irradiadas



Esse resultado pode ser entendido considerando que os
préprios microorganismos tém capacidade de oxidacao de lipideos
e outros constituintes da pimenta que podem dar origem a radicais
livres. Assim, na “testemunha” um nivel elevado de radicais é
observado. Quando submetido a irradiacdo, os microorganismos
sdo reduzidos em grande extensdo e nao geram novos radicais
livres e aqueles presentes na amostra sem irradiar tém chance de
se recombinarem e diminuirem. Isso pode ocorrer, principalmente,
se houver quantidade minima de agua na pimenta, o que é
plenamente possivel.

Observou-se, ainda, que para as amostras irradiadas com
10 kGy houve um maior nivel de radicais livres do que nas amostras
irradiadas com 5 kGy, o que sugere haver geracdo de radicais
livres pela radiacao também, ainda que em niveis inferiores aos
gerados pelos microorganismos na amostra sem irradiar. Esse tipo
de andlise é extremamente Util, pois pode determinar a dose ideal
de radiacdo a que a amostra deva ser submetida, combinando
reducdo no conteudo de microorganismos e formacao de radicais
livres.

A distribuicdo do conteldo de radicais livres nas diferentes
partes da pimenta (miolo, casca e amostra triturada) revelou
que na casca da pimenta ha um conteddo muito mais elevado de
radicais em todas as situacoes analisadas. Essa informacao também
€ relevante, pois permite, caso seja de interesse, descartar essa
parte da pimenta no uso como alimento.
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Figura 2 - Gréafico do nivel de radicais livres, detectados
por EPR, em amostras de pimenta do reino sob diferentes niveis
de irradiacao



Conclusoes

Os experimentos mostraram a total adequacdo do uso de
radiacao ionizante como um método eficiente e seguro de
descontaminacdo de pimenta do reino. Através do monitoramento
simultadneo do nivel de microorganismos por métodos bioquimicos
e do nivel de radicais livres por espectroscopia de EPR, mostrou-
se que houve uma reducao, quando nao eliminacao completa, de
microorganismos e ainda reducao no nivel de radicais livres,
originalmente presentes nas amostras. A preocupacdo com a
formacdo de radicais livres esta associada ao seu potencial de
acao como produto cancerigeno. Neste caso, portanto, houve
uma situacao ideal do uso de radiacao ionizante, com reducao
no nivel de radicais livres e desinfeccao das amostras de pimenta
do reino contaminadas por microorganismos.

Um pais de clima tropical como o Brasil, onde altas
temperaturas e umidade sdao uma constante, ha um consideravel
favorecimento para o desenvolvimento de microorganismos e
patégenos em frutas, sementes e alimentos em geral. O uso de
radiacdo ionizante para reduzir os microorganismos e patégenos
se constitui excelente alternativa e deveria ter seu uso
incrementado. Nesse momento, no Brasil, a oferta de processos
de irradiacao estd praticamente restrita aos institutos de pesquisa,
como por exemplo o CENA/Piracicaba, IPEN/Sao Paulo, CNEN/
Rio de Janeiro, e apenas uma empresa, a EMBRARAD/Sao Paulo,
presta esse servico de forma comercial e ainda estd mais voltada
a esterilizacdo de materiais cirdrgicos e farmacéuticos.

Contudo, alguns mitos necessitam ser superados antes da
irradiacao se tornar um método amplamente aceitavel pelo publico
como:

- irradiagdo nao torna o alimento radioativo;
- irradiacao nao destrdéi nutrientes em maior extensao que qualquer
outro processo de preservacao.
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