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RESUMO

O ritmo de vida das pessoas moradoras dos grandes centros urbanos favorece as industrias produtoras de
alimentos minimamente processados, ja que os consumidores buscam produtos que sejam mais ficeis e mais
rapidos de preparar. O processamento minimo é um conjunto de prdticas simples e aplicdveis a maioria das
hortalicas (como lavagem, picagem, empacotamento, entre outras), para preservar a qualidade visual e
nutricional dos produtos, conservd-los por mais tempo, agregar valor e facilitar a vida dos consumidores. Por
outro lado, alimentos minimamente processados estio muito expostos a contaminacdo microbioldgica,
principalmente por microrganismos indicadores da qualidade higiénico-sanitdria, como a Escherichia coli. Um
elevado nimero de microrganismos indicadores em um produto alimenticio indica que, durante a produgdo, as
Boas Praticas de Produgdo ndo foram respeitadas, aumentando a probabilidade de se encontrar microrganismos
patogénicos nesses alimentos, ou seja, microrganismos causadores de toxinfecgdes alimentares. Nesse sentido, a
irradiacdo dos alimentos minimamente processados com raios gama pode ser uma solug@o para a redugdo da
carga microbiana desse produto, tornando-os seguros a saide dos consumidores. Nesse estudo iremos avaliar a
radiorresiténcia da Escherichia coli em um produto alimenticio minimamente processado contaminados
artificialmente. O produto serd contaminado com 107 de Escherichia coli e irradiados com doses de 0, 0,5 e
1,0kGy, em seguida serd realizada a semeadura pela técnica de semeadura em superficie utilizando 4gar
McConkey que serd incubado a 35°C por 48 horas em estufa bacteriolégica. O ndmero de células vidveis
presentes no meio de cultura serdo contadas e confirmadas pela técnica de reacdo de cadeia da polimerase —
PCR.

1. INTRODUCAO

Mudangas no estilo de vida dos consumidores tém gerado altera¢des nos hédbitos alimentares
de grande parte da populacdo. A entrada da mulher no mercado de trabalho, a grande
distancia entre a casa e o lugar onde a populacdo trabalha e a facilidade econdmica em fazer
as refeicOes fora de casa fizeram com que as industrias de alimentos desenvolvessem
produtos minimamente processados.

As operagdes para o processamento de alimentos minimamente processados consistem
apenas em pré-selecdo, lavagem, selecdo, descascamento, corte, embalagem e
armazenamento [1, 4]. A popularidade desses produtos € crescente devido a facilidade no
preparo, item cada vez mais exigido, ja que esses frutos e hortalicas vém lavados, limpos e
cortados [1]. Uma pesquisa de mercado, realizada em 2000, mostrou que as empresas de
alimentos minimamente processados disputavam um mercado de R$100 milhdes por ano [9].

O risco de contaminagdo por microrganismos que possam desenvolver uma doenca
gastrointestinal nos consumidores de produtos minimamente processados é maior do que
naqueles que adquirem o produto fresco e realizam as etapas de lavagem, selecdo e corte em



sua residéncia. Esse fato tem gerado uma preocupacgdo crescente nos 6rgdos reguladores de
qualidade dos alimentos [5, 7]

A etapa de corte é um dos fatores que contribuem significativamente para o aumento da
contaminacdo dos alimentos: os fluidos celulares e vasculares, ricos em nutrientes, sao
liberados, favorecendo a multiplicagdo da microbiota acompanhante [5].

A contaminacdo de hortalicas com bactérias de origem fecal j4 ¢ amplamente conhecida. Na
década de 70, pesquisadores apontaram a contaminagdo com Escherichia coli em 54% das
hortalicas produzidas em Sao Paulo [7]. Em 2002, Sant’Ana e colaboradores realizaram um
levantamento dos perigos biologicos associados ao processamento de hortalicas
minimamente processadas e concluiram que 33,3% dos produtos estavam em desacordo com
a legislacdo vigente com relagdo aos coliformes de origem fecal.

A irradiacdo € um processo fisico de tratamento que consiste em submeter o alimento a doses
controladas de radiac@o ionizante, com finalidades sanitdria, fitossanitdria e/ou tecnoldgica
[2]. Nesse sentido a irradiagdo de alimentos minimamente processados ¢é utilizada como
tratamento fitosanitdrio, reduzindo as populacdes microbianas e aumentando seu tempo de
validade.

A couve manteiga (Brassica oleracea var. acephala) é a variedade mais conhecida de uma
familia de plantas chamadas genericamente de couve. Esse vegetal tem folhas grandes e lisas,

de cor verde brilhante e recobertas por uma espécie de cera que além de fazé-las brilhar, as
deixa mais duras e resistentes.

2. OBJETIVO
O objetivo deste estudo foi avaliar a radiorresisténcia de Escherichia coli em couve manteiga
minimamente processadas, ja que este produto encontra-se em um grupo de hortalicas que os
brasileiros mais consomem.

3. METODOS
3.1 Amostras
Foram utilizados 10 g de couve orginica minimamente processada adquiridas no mercado
varejista de Sdo Paulo.
3.2 Cepa bacterina
A espécie bacteriana utilizada em todos os experimentos foi a Escherichia coli ATCC 25922,

gentilmente cedida pela secdo de microbiologia de alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

3.3 Primers:
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MalB promoter Eco—1: GACCTCGGTTTAGTTCACAGA 3’
Eco - 2: 5CACACGCTGACGCTGACCA 3’

3.4 Irradiacao e Microbiologia

Foram realizados trés experimentos independentes. As amostras foram aliquotadas e
contaminadas com ImL de cultura de E.coli em fase estaciondria. Essas amostras foram
irradiadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN — CNEN/SP) com 0, 0,5 e
1,0 kGy em Fonte GammaCell de Cobalto 60. Apds a irradiagdo, as amostras foram semeadas
pela técnica de semeadura em superficie em Agar MacConkey (Merck) e incubadas em estufa
a 35°C/48h. Apds o periodo de incubag@o as coldnias caracteristicas foram contadas em
contador de coldnia.

3.5 Extracao do DNA

Trés coldnias caracteristicas de cada uma das placas foram isoladas em caldo BHI (Merck) e
incubadas por 18-24h Apds esse periodo, um mL da cultura foi transferida a um tubo de 2 ml
e centrifugada por 5 min/2.000g. O sobrenadante que resultou foi descartado e o DNA do
precipitado foi extraido conforme o método tradicional do CTAB, com 100mM Tris, 20mM
Na,, EDTA, 150mM de NaCl, 2% SDS pHS8.0 a 65°C por 30 minutos (tampdo 1). O DNA
foi centrifugado por mais 10 min/10.000g. O sobrenadante resultante foi separado em um
tudo seco enquanto adicionou-se 0,6 volumes de 2-propano. Centrifugou-se por mais 10
min/10.000g, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500uL de etanol
70%. A tltima etapa consiste em outra centrifugagdao por 10 min/10.000g, com descarte do
sobrenadante e a secagem do tubo por 30min — 1 hora a temperatura ambiente.

3.6 PCR

O volume final para cada uma das amostras que foram amplificadas foi de 25uL. Sendo
constituidas de 2uL. de amostra com 23uL. de mastermix - 12,3uL de 4gua bidestilada, 2,5uL de
buffer, 1,5uL de MgCl, (50mM), 1,5uL dNTP’s (2,5mM), 2,5uL de cada primer (10uM) e
0,2uL de Taq polimerase termoestavel (SU/UL).

Essa solugdo foi levada ao Termociclador Mastercycle da Eppendorf utilizando as condicdes
de amplificacdo descritas por Wang et. al. [10] foram um ciclo a 94°C/15 segundos, 35 ciclos
a 94°C/3 segundos, um ciclo a 50°C/10 segundos, um ciclo a 74°C/35 segundos, um ciclo a
74°C/2 minutos e um ciclo a 45°C/2 segundos.

3.8. Gel

Para a obtencdo do gel foram pesados 1,2g de agarose, adicionado 60mL de TBE
0,045M (diluicao de 1/10 de TBE 0,45M [54g de 0,45M Tris; 27,5g de 0,45M Acido Borico;
20ml de 0,1M EDTA {0,744g de Na,EDTA.2H,0 e completado com 18ml de dgua}, pH 8,0
e completado com 1000ml e acertado o pH para 8,4]) e aquecidos e forno de microondas por
Iminuto e 30 segundos em poténcia maxima. Antes que o gel solidificasse, foi adicionado 3
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L de Brometo de Etidio (10mg/mL) e colocado no suporte da cuba de eletroforese até por
alguns minutos.

3.9. Eletroforese em Gel

Em cada um dos pogos do gel foi colocado uma mistura constituida de 10puL. da amostra
amplificada e 2uL de azul de bromofenol — 0.025g de azul de bromofenol diluido em 6mL de
TBE 0,045M e 40mL de glicerol. O gel de agarose foi submerso em uma cuba de eletroforese
contendo TBE 0,045M a uma tensdo constante de 75V. A imagem foi fotografada pelo
sistema Vilber Lourmat Imager.

4. RESULTADOS
Os resultados obtidos em nosso experimento sdo listados na tabela abaixo.

Tabela 1: Numero de sobreviventes de E. coli (UFC/g) em couve minimamente
processada irradiada.

Dose Nuimero de sobreviventes (UFC/g)

(kGy) A¥* B* C*
0 6.3 X 10° 2,5X 10° 9,8 X 10°
0,5 7,8 X 10* 51X 10° 1,3 X 10*
1,0 3,7X 10° 4,7X 10* 8,8 X 10°

* experimentos independentes

Chaudry e colaboradores [3], ao estudarem o efeito da radiacdo ionizante em cenouras
concluiram que 0,5 e 1,0 kGy € a dose necessdria para reduzir, respectivamente, um e dois
ciclos logaritmicos do microrganismo no alimento. A reducfo logaritmica encontrada em
nossos experimentos estd de acordo com a encontrada pelos autores.

Chaudry e colaboradores [3] encontraram que com uma dose de 2 kGy foi possivel eliminar
microrganismos deteriorantes de cenouras. O mesmo foi encontrado por Mayer-Miebach e
colaboradores [8] quando estudaram carne bovina crua. Sugere-se um estudo com couve
contaminadas artificialmente com E. coli irradiada com doses maiores que 1,0kGy para
comprovar se os resultados obtidos em outros alimentos sdo equivalentes.

A banda de visualizagdo da E. coli estd em 585bp, assim como o encontrado por Wang et. al.
[10].
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Figura 1. Gel de agarose identificando a E. coli inoculada artificialmente na couve.

5. CONCLUSAO
Os resultados obtidos indicam que a dose necessdria para reducdo de 90% da populacio
inicial de Escherichia coli na couve manteiga (Do) € 0,63kGy.
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