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RESUMO

Tradicionalmente o Brasil tem sido o principal importador de abolas frescas da Argentina
dentro do MERCOSUL. Nos Ultimos anos, um aumento na demanda deste produto fresco obrigou os
paises membros a unificar critérios que destacam as restrigoes fitosanitarias como o uso de produtos
tanto no Brasil como na Argentina. O emprego de métodos que permitam detectar o tratamento por
irradiagdo contribuem para aumentar a confianga do consumidor gquanto a0 uso correto desse
processo. O objetivo deste trabalho foi analisar os fragmentos de DNA formados durante o
processo de irradiacdo e a estocagem por seis meses, como indicadores de deteccdo de alimentos
irradiados. Foram usadas cebolas irradiadas argentinas . As cebolas irradiadas apresentaram tempo
de estocagem maior quando comparadas as ndo irradiadas e, quando submetidas a eletroforese em
gel de agarose, as células irradiadas apresentaram migraces do DNA em forma de cometa,
enquanto que as células ndo irradiadas apresentaram migracOes limitadas de DNA. Esse método

demonstrou ser efetivo como umavarredurainicia paraadeteccdo de cebolasirradiadas.

I. INTRODUCAO

O Brasil apresenta altas taxas de perdas pés-colheita
e grande incidéncia de aimentos contaminados. Paises da
Ameérica do Sul produzem grande variedade de alimentos,
gue em muitos casos s80 deficientes em armazenagem e
condi¢des fitosanitarias [1]. O Brasil tem sido o principal
importador de cebola fresca da Argentina no MERCOSUL
[2]. Apenas trés paises da América do Sul possuem
legislacdo sobre a irradiacBo de aimentos: Brasil,
Argentina e Chile [3]. As cebolas s8o muito usadas pelo
sabor que conferem aos alimentos, sendo boa fonte de
vitamina C. Um aumento na demanda deste produto fresco
obrigou paisess membros do MERCOSUL a unificar
critérios que destacam restrigdes fitosanitarias, como 0 uso
de produtos quimicos [2]. A utilizacdo das radiacOes
ionizantes representa uma aternativa na preservagdo de
alimentos. A interacdo da energia ionizante com a matéria
promove efeitos distintos que permitem prolongar o periodo
de armazenamento e consumo dos produtos aimenticios
[4], dém de causar a inativacdo de microorganismos,
desinfestacdo de insetos, inibic&o de brotamento e atraso no

amadurecimento [5]. A WHO (World Health Organization)
reconheceu a irradiacdo de alimentos como uma técnica
segura contra a perda de alimentos [6]. Para o tratamento de
produtos alimenticios sao utilizadas radiagdes procedentes
de fontes de ®Co e elétrons acelerados, que sfo radiacdes
ionizantes. De acordo com a finalidade da irradiacéo para
um determinado alimento, sdo utilizadas diferentes doses de
radiaco: - prevencdo de brotamento (0,05 a 0,15 kGy); -
retardo no amadurecimento (0,2 a 0,5 kGy); - controle ou
eliminagdo de insetos (0,2 a 1,0 kGy) e eiminagdo de
parasitas, helmintos, bactérias patogénicas ou responsaveis
pela deterioracdo, fungos e leveduras (2,0 a 10,0 kGy) . As
energias das fontes de irradiacdo de alimentos sdo muito
baixas para induzir radioatividade em qualquer material.
[7]. A inibicBo de brotamento por radiag8o ionizante vem
sendo muito estudada e tem acancado grande difusdo. O
uso de baixas doses de radiagcdo (60 a 90 Gy) é indicado
para controlar o brotamento em bulbos e tubérculos. A
inibicdo também pode ser obtida através do emprego de
inibidores quimicos para brotamento que deixam residuos
no produto. Por motivos de salde os inibidores sdo
considerados nocivos e muitos paises tém proibido o seu



uso. Podem Ser usadas ainda baixas
temperaturagrefrigeracdo durante um periodo longo de
estocagem, o que se torna dispendioso, particularmente em
regides tropicais. A inibicdo de brotamento por radiaco

estocagem em temperaturas mais elevadas [8].

O processo de radioinibicdo interrompe o
desenvolvimento normal do broto e permite o aumento do
periodo de armazenagem em condigdes ambientais. A
Argentina autoriza o consumo batatas e bulbos de alho e
cebolas tratados com energia ionizante desde o ano de
1989. Para a conservacdo de bulbos e tubérculos é
necessario ter um produto em boas condicdes e seguir-se
uma correta manipulagdo a partir da colheita.

Com o aumento do mercado de aplicacdo de
alimentos irradiados, cresce o interesse no desenvolvimento
de metodologias adequadas para detectar se um aimento
foi irradiado ou ndo. Os métodos de deteccdo sdo
necessarios para o controle do processamento e comércio
de dimentosirradiados[3].

Existem diferentes métodos de deteccdo de
aimentos irradiados, classificados em métodos fisicos
(ESR, luminescéncia, termoluminescéncia, etc.), quimicos
(evolugdo dos gases, Ensaio do Cometa, etc.) e biolégicos
(germinacédo, teste microbiolégico e imunologico) [5]. O
teste do Ensaio do Cometa (Comet Assay) € baseado nas
alteragdes ocorridas no DNA, ja que essa molécula € o
principal alvo da irradiagdo ionizante. O dano causado no
DNA das células pode ser avaliado usando-se eletroforese
em micro gel de agarose.

II. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi analisar os fragmentos
de DNA formados durante o processo de irradiacdo e a
estocagem por seis meses, como indicadores de deteccdo de
alimentos irradiados.

III. MATERIAL E METODOS

Material. Foram usadas cebolas (Allium cepa L.) do
cultivar Valcatorce INTA, produzidas na provincia de
Buenos Aires.

Métodos. As cebolas foram tratadas por radiacdo ionizante
no Centro Atdbmico Ezeiza, na Argentina. As irradiactes
foram feitas em fonte de ®°Co, utilizando-se as doses de 0 e
0,06 kGy, com taxa de dose de 16,5 kGy/h. Foi utilizado o
método de deteccdo do Ensaio do Cometa, proposto
inicialmente por Cerda et al, logo ap6s a irradiacdo. As
cebolas foram estocadas em temperatura ambiente por seis
meses. Apbs esse periodo fez-se novamente a deteccéo
através do Ensaio do Cometa. Os resultados foram
analisados através de |aminas para microscopia, submetidas
a eletroforese em micro gel de agarose, que continham uma
suspensdo de células do aimento em estudo. De acordo
com o grau de migracdo dos fragmentos de DNA os
“cometas’ formados receberam diferentes valores, de 10 a

50. Foi observado o brotamento das cebolas armazenadas
por seis meses, irradiadas e ndo irradiadas.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras que foram processadas por radiaco,
guando comparadas com as amostras controle, ndo
irradiadas, apresentaram diferentes variagbes no grau de
migracdo dos fragmentos de DNA.

Conforme observamos na figura 1, a migragdo dos
fragmentos existentes é bem menor quando comparada com
as amostras tratadas. Os cometas encontrados nas amostras
sd0 provavel mente formados pelo processo natural de morte
celular conhecido como apoptosis.
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Figura 1. Migractes do DNA de Cebolano Irradiada
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A figura 2 mostra um aumento significativo em
tamanho e tipo de migracbes apés o tratamento com
radiacéo.

Figura 2. Migragbes do DNA da Cebola Irradiada com
0,06kGy.

Ap6s 6 meses de estocagem, observamos nas
amostras controle que algumas cebolas ndo irradiadas,
apresentaram 0 processo de germinagdo. Estas amostras
apresentaram brotos bem vigosos e verdes.

Observando a figura 3, nas amostras que
apresentaram brotos, podemos notar que ndo houve ruptura
de DNA, ndo apresentando nenhuma migracdo do tipo
cometa. Este tipo de comportamento sugere que as células
ndo entraram em processo de apoptosis.



Figura 3. DNA da Cebolando Irradiada Brotada,
apds 6 Meses de Estocagem.

ApOs seis meses de estocagem em temperatura
ambiente, podemos observar na figura4 que nas amostras
ndo brotadas também nédo houve migracdo significativa do
DNA, indicando assim que estas amostras ndo sofreram
danos provocados por qualquer tipo de tratamento.
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Figura4. DNA da Cebolanéo Irradiada e ndo Brotada,
apds 6 Meses de Estocagem.

Apbs seis meses, as cebolas estocadas irradiadas
ndo apresentaram brotamento.

Pode-se observar na figura 5 que ocorreu uma
migracdo de fragmentos de DNA, indicando assm que
estas amostras sofreram algum tipo de dano no DNA,
provavelmente provocado pelaradiacdo.

Figura5 .Migractes do DNA da Cebola Irradiada com
0,06kGy,ap6s 6 Meses
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Figura 6. Andlise de Cebolas Irradiadas e ndo Irradiadas
apos 6 Meses.

Os danos causados no DNA das células da cebola,
puderam ser identificados logo ap6s a irradiacdo (figuras 1
e 2) e apbs seis meses de estocagem (figuras 3, 4 € 5). Apos
seis meses de estocagem, o DNA da cebola irradiada
apresentou uma diminuicdo na migracdo dos fragmentos,
sugerindo a atuacdo de algum mecanismo de reparacéo.

Outros trabalhos foram redlizados, baseados na
migragdo dos fragmentos de DNA como detecgdo do
tratamento por radiacdo. Koppen & Cerda[9] identificaram
sementes irradiadas com doses baixas utilizando o método
do “comet assay”. Os resultados obtidos nesse trabalho
também mostram que sementes irradiadas com pequenas
doses podem ser detectadas um ano apls a irradiacéo.
Delincée [10] utilizou sementes de “grapefruit” para
analisar os fragmentos de DNA em frutas irradiadas.
Céulas ndo irradiadas apresentaram o DNA intacto ou
mostraram pequena migragdo do DNA. Ja em células
irradiadas ndo foi observado DNA intacto e Sim migracdes
longas de DNA, formando a cauda do cometa.

Villavicencio [11] obteve tipicos cometas formados
pela radiacdo em feijdes e migragcdo limitada do DNA em
células ndo irradiadas.

Os dados bibliograficos e os resultados obtidos nesse
trabalho mostram que a técnica do “comet assay” pode ser
usada como uma varredura inicial para a deteccdo de
vegetais tratados por radiagdo ionizante, com o objetivo de
atrasar 0 amadurecimento, desinfestacdo e inibicdo do
brotamento.

V. CONCLUSOES

A molécula de DNA é particularmente sensivel a
radiacdo ionizante e quando submetida a esse tratamento, o
DNA sofre danos, originando fragmentos. Esses fragmentos
formados sdo utilizados para se detectar se 0 alimento foi
irradiado ou néo.

Ap6s seis meses, o DNA da cebola irradiada
apresentou uma diminuicdo da migracdo, sugerindo que o
material genético sofreu reparos.

Os resultados obtidos nesse trabalho também
mostram que cebolas irradiadas podem ser detectadas



mesmo tendo sido estocadas por seis meses apés a
irradiac&o.

O método do “comet assay” demostrou ser efetivo
como uma varredura inicia para a deteccdo de cebolas
irradiadas.
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ABSTRACT

Brazil has been the most important MERCOSUL's
purchaser of fresh onions from Argentina The increased
claim for this fresh product has forced a consensus between
the members nations, as regards to phytosanitary
restrictions. The radioinhibition is described on National
Food Codes in Brazil and Argentina. Methods of food
irradiation detection must be performed, since they increase
the consumer’s confidence. Quick and simple screening
tests indicate whether a food product has been irradiated or
not. This present study verified the DNA fragments of
argentine fresh onions, produced during radiation process
and 6 months of storage period. The DNA fragments are
analyzed for detection of irradiated foods. The irradiated
onions presented extensive DNA migrations, as comets,
when submitted to agarose gel electrophoresis. They dso
showed more shelf life compared to the unirradiated onions.
The unirradiated samples exhibited only limited DNA
migration. Thisinitial screen method showed to be effective
for detection of irradiated onions.



