IDENTIFICACAO DE PEIXE IRRADIADO POR MICROELETROFORESE DO DNA.
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RESUMO

O uso da radiagcdo ionizante em alimentos traz vérios beneficios, entre eles a diminuicdo de
patégenos e a extensdo da vida Util. Para a certificagdo do tratamento por radiacdo, é conveniente
aplicar métodos de deteccéo diretamente no aimento. Ja existem métodos de deteccdo para identificar
o tratamento de alimentos por radiacéo aprovados pela Comunidade Européia desde 1996. A maioria
requer equipamentos relativamente caros e necessitam de técnicas apuradas de extracdo dos
compostos a serem identificados. A deteccdo pela formagéo de fragmentos de DNA usando-se a micro
eletroforese vem de encontro a proposta de se utilizar um método de varredura, rapido, simples e
barato como requisito de pré identificacdo de alimentos irradiados. Sabendo que a molécula de DNA
é sensivel a irradiacdo ionizante, utilizamos este método conhecido como “ensaio do cometa’, que se
baseia nas alteracdes ocorridas no DNA, onde apresenta migragdes bem caracteristicas quando sofre o
tratamento por radiacdo. Em nosso experimento, a espécie de peixe utilizada foi o cacdo, irradiado
com ®Co nas doses de 0; 1.0; 3.0; 5.0; 7.5 e 10.0 kGy. Os resultados nos mostram que conforme o
aumento da dose, ha um aumento da migracéo dos fragmentos, indicando desta forma, o dano pela

radiaco no DNA.

I. INTRODUCAO

Atualmente, a sociedade busca uma maior qualidade
nos aimentos a serem consumidos. Neste contexto, o
processamento dos alimentos por radiacéo se destaca. Esta é
uma tecnologia na qual os alimentos sdo submetidos a uma
certa dose de radiacdo ionizante pré estabelecida.

A irradiagdo de alimentos € um tratamento eficiente
com amplas aplicacles, entre elas, a reducdo das perdas nas
colheitas e estocagem de aimentos assegurando assim a
qualidade higiénica. As doses consideradas baixas, de até 1
kGy inibem o brotamento de sementes, inativa insetos e
parasitas que estariam promovendo o0 processo de
deteriorac80 em cereais e legumes, frutas frescas e secas,
carnes vermelhas, frutos do mar e peixe seco. Atua também
no processo de maturacdo de frutas. As doses consideradas
médias, sdo propostas entre 1 e 10 kGy, indicadas para o
aumento da vida Util de peixe fresco e morangos, €liminacéo
de microorganismos esporulados e patogénicos em diversos
tipos de alimentos processados ou “in natura’, frutos do mar
frescos e congelados, aves e carnes cruas ou congeladas.
Participa também na melhoria das propriedade tecnoldgicas
dos alimentos. As doses acima de 10kGy sfo utilizadas para
esterilizagdo industrial em combinagdo com aguecimento
brando, descontaminacdo de certos aditivos e ingredientes
alimenticios, aém do uso como aimento esterilizado para
pacientes imunodeprimidos, alpinistas e esportistas em gera

[1]. A irradiacdo facilita o comércio em grande escala de
alguns produtos alimenticios com a vantagem de ndo deixar
residuos téxicos. Ta méodo pode ser usado
independentemente ou de forma combinada as técnicas
convencionais ja existentes, como, o tratamento pelo caor, a
refrigeraco, a desidratacdo e adefumagéo [2,3].

A unidade que mede a dose absorvida é o gray (Gy),
1 Gy equivale a1 J (Joule) de energia absorvida por 1 kg de
alimento irradiado. A grande diferenca entre os raios gama
provenientes de uma fonte de ®°Co e os elétrons oriundos de
um acelerador industrial, € o seu poder de penetracéo [4,5,6].
E importante sdientar que tanto a radiacdo gama de *°Co ,
como a dos feixes de elétrons dos aceleradores, ndo tém
energia suficiente para provocar qualquer reacdo nuclear na
matéria e portanto, ndo deixam nenhum residuo radioativo no
material apbs a irradiacdo [5,6,7,8]. Os nivels de energia
permitidos para os raios X ou g sdo inferiores ou igual a 5
MeV e paraelétrons, inferiores ou igual a10 MeV [4,5,9,10].
Nenhum processo de tratamento de alimentos pode fazer com
gue um alimento estragado se torne préprio para 0 consumo,
se 0 alimento mostra sinais de decomposic¢éo, ndo podera ser
recuperado pela irradiagdo [11]. A irradiaco repetida do
alimento deve ser evitada, pois pode ocorrer uma degradacdo
do alimento sob o ponto de vista organoléptico e nutricional
[5,8]. As dteragbes provocadas em macro nutrientes, tais
como as proteinas, os carboidratos e as gorduras S840
relativamente estéveis as doses de até 10 kGy e 0s micro



nutrientes dependem da dose da radiacdo, do tipo de
alimento, da temperatura, do teor de agua e da presenca de
oxigénio no momento dairradiacdo. Deve ser salientado que
as perdas dos micro nutrientes em alguns alimentos sdo
pequenas ou nulas quando irradiados e ocorrem em muito
maior escala em outros métodos de preservacéo [9].

No Brasil, o decreto lei r. 72.718, de 29 de agosto
de 1973 estabelece normas gerais sobre irradiacdo de
alimentos. Em 8 de marco de 1985, a portaria n® 9 daDINAL
(Divisdo de Vigilancia Sanitaria de Alimentos, do Ministério
da Salide), em conjunto com a CNEN (Comissdo Naciona de
Energia Nuclear), e o INCQS (Ingtituto Nacional de Controle
de Qualidade em Salde) da FIOCRUZ (Fundacdo Oswaldo
Cruz), estabelecem as normas gerais para irradiacdo de
alimentos [9]. Observamos nos Peixes e produtos derivados
(filés, salgados, defumados, secos, derivados), que o objetivo
da irradiacdo é para aumentar a vida Util, descontaminagéo e
desinfestacdo, onde a dose maxima permitida é 2.2 kGy. Uma
forma de controle para sabermos se o alimento foi irradiado
ou ndo, € a utilizacdo dos métodos existentes para deteccéo
de aimentos irradiados. Atuamente existem 5 métodos
disponiveis, aprovados pela comunidade européia. [13,14].

Entre os métodos de deteccdo de alimentos
irradiados, o teste do “Comet Assay”, ocupa uma posicéo de
destaque, atualmente é considerado como um método
“screening”, ndo € um método especifico para identificacdo
de alimentos irradiados, entretanto os resultados encontrados
podem indicar se o aimento sofreu algum tratamento por
radiacdo, devendo ser este confirmado por testes mais
especificos, conforme o tipo de alimento [11,13,15].

II. OBJETIVOS

Nosso trabalho teve como objetivo aplicar atécnica
de deteccdo dos fragmentos do DNA formados pela radiacéo
ionizante e identificar se as amostras propostas sofreram
alteracOes detectaveis a nivel de DNA, conforme 0 aumento
da dose de radiaco.

III. MATERIAL E METODO

Amostras: Utilizou-se amostras de cacdo, que foram
adquiridas em supermercados.

Irradiacido: As amostras foram submetidas a radiacdo de
%Co (Gammacell 220) no Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares —|PEN-CNEN/SP. As doses utilizadas no cacdo
foram: 0; 1.0; 3.0; 5.0; 7.5 e 10.0 kGy.

Método: O método utilizado, baseiase nas alteractes
ocorridas no DNA. Foi utilizada a metodologia proposta por
Cerda et al. 1997 [16]. Nesta metodol ogia propomos algumas
alteragBes, visando a melhoria dos resultados. Na coloracéo,
utilizamos 0,07% de AgNO; em vez de 0,02%.

IV. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos no teste do cometa mostraram
gue para os controles, ndo houve modificacdo, conforme
observamos na figura 1a e no gréfico. Para as doses de 1.0
kGy, o inicio das modificacOes fica visivel, porém com sutis
ateracbes. Podemos observar que migracBes denominadas
de tipo 20 e posteriores, comegam a ficar mais evidentes,
conformefigura2 b, c, d, e, f. Nasdosesde 5,0 e 7,5 kGy, as
modificagbes sdo mais evidentes e o aparecimento de
migragdes com maior nimero de fragmentos sdo mais
frequentes.

Na dose de 10 kGy , os fragmentos de DNA sdo bem
mais evidentes e com uma extensdo em micrémetros bem
definidas. Os fragmentos encontrados quando comparados
aos controles, sdo0 caracteristicos da irradiagdo, mostrando
uma nitida migracdo dos fragmentos de DNA das cdulas,
conforme observados nasfiguras1 e 2 f.

Figura 1. Contagem dos tipos de
migragdo em amostras de cacdo.
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E evidente que a fragmentagio do DNA ocorre ap6s
o tratamento com radiac8o e que também encontramos uma
relaco na dependéncia de aumento de dose e no aumento do
comprimento formado pelos fragmentos de DNA.

Fig. 2 — Fragmento de DNA em amostras de carne
de Cacdo, no aumento de 10X
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(b) Irradiado com 1,0 kGy.
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O uso da metodologia do “Comet Assay” utilizada como um
método de varredura, tem sido descrito por varios autores
[17,18,19] com resultados satisfatorios, com estudos de carne
de frango fresca, carne de porco e peixes. Esta metodologia é
considerada promissora e de baixo custo [16]. Deve-se
ressaltar que esta metodologia € aplicavel a alimentos que
ndo sofreram tratamento por calor [20].

V. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o teste de andlise
dos fragmentos de DNA aoferece neste caso, um método em
potencial para varredura iniciad de deteccdo de peixe
irradiados, alem de ser rgpido e barato. Nossos resultados
estdo de acordo com outros da literatura. Observamos que as
células ndo irradiadas exibem uma migracdo limitada do
DNA enquanto que as irradiadas produzem *“cometas’
sugerindo o tratamento por radiagcdo, indicando que devem
ser feitos testes mais complexos.
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ABSTRACT

The use of the ®®Co gamma rays in foods as a food
process, brings benefits. Although properly irradiated food is
safe and wholesome, consumers should be able to make their
own free choice between irradiated and non-irradiated food.
For this purpose labelling is indispensable. In order to check
compliance with existing regulations, detection of radiation
treatment by analysing the food is highly desirable. Since
irradiation has been confirmed to be a very efficient method
for the production of headthy, wholesome and
microbiologically safe food, this paper intend to report the
application of the DNA comet assay to detect the irradiation
treatment in Fish. In our experiment, the used refrigerated
fish meat, obtained in supermarket and irradiated with °Co in
the following doses: 0; 1,0; 3,0; 5,0; 7,5 and 10,0 kGy. the
results show us that it conforms the increase of the dose,
there is an increase of the migration of the fragments,
indicating thisway, the damage for the radiation in the DNA.



