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RESUMO

Foram estudados os efeitos da radiacio ionizante de *'Co nas doses de
0. 0,510 25 50 e 10 kGGy & do periode de astocagam de € meses nos feijdes,
Phaseolus vuigaris L. variedade caricca e Vigna unguiculata (L) Walp,
variedade macagar. Determinou-se o tempo de cocgdo, seguido das andlises:
sensonal, vitaminas By, B: e Bs, quantidade protéica, avaliagdo bioldgica em ratos
[Consumo Alimentar (CA) e Ganho de Peso {GP) em gramas, Digestibilidade
aparente ([},), Utilizagadc Protéica Liquida aparente (NPU,) & Valar Biclégico
aparente (VB,)] e a aplicabilidade de métcdos de deteccio de alimentos iradiados
com testes de germinacao, andlise da migragdo do DNA, termoluminescéncia e
an&lise dos hidrocarbonetos formados pela radiagao.

Mudangas no tempo de cocglo foram observadas em todas @s doses,
Quando aplicadas doses até 1 kGy, néc houve modificagéo das qualidades
nutricicnais dos feijdes processados por radiagdo. A aplicagio dos métodos de
deteccio de alimentos irradiados propostes, possibilitaram a detecgdo dos

feijdes irradiados com doses baixas de ate 0,5 kGy.



SUMMARY

The effects of **Co ionizing radiations in doses of 0; 0.5; 1.5; 2.5, 5.0
and 10 kGy on beans, Phaseolus vulgaris L., of the carioca variety and Vigna

unguiculata (L.) Walp, of the macagar variety stored for 8 months were studied.

The cooking time was established, and then the following analyses were
carried out Sensory, vitaming B,, B; and Bs, protein content, biological
evaluation in rats [Food intake and Weight gain (in grams), apparent Digastibility
(Dapp), apparent MNet Proten Utilization {NPUapp) and apparent Biological
Value (BVapp)), as well as the applicability of detection methods of irradiated
foodstuffs through germination tests, the analysis of DNA migration,

thermoluminescence and analysis of the carbohydrates formed by radiation.

Changes in the cooking time were cbserved for alt doses. In doses up to
1 kGy, the nutriional quality of the iradiated beans were not altered. The
application of the proposed detection methods of the iradiated foodstuffs

aliowed the detection of irradiated beans with desas as low as 0.5 kGy,
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1.  INTRODUCAO

As necessidades mundiais de alimenios seguem aumentando e 0s
problemas, advindos da demanda de estruturas adequadas de armazenagem e
processamenta, nos obrigam a buscar novas metodos de preservagaoc. Nesta
época de grandes transformagdes, a aplicacdo da radiagdo ionizante, com o
proposito de preservar e desinfestar grécs como o fejjan. surge como una pratica
promissora, utilizada para estender a vida de prateleira ¢ reduzir as perdas das
safras. durante a armazenagem do produto. A irradiagdo é utilizada como um
meiodo de preservacao dos alimentes, tanto “in natura’, como 0s processados

industrialmentea.

Os feljdas, particularmente os Phaseolus vulgaris L., variedade carioca e
Vigna unguiculafa (L) Walp, variedade macacar, sao mportantes fontes
protéicas para @ populacac no Brasil. Entretanto, ocorrem altas perdas destes
gracs a cada colheita, por infestacao. Para combater estas perdas, o processo
da irradiagdo dos feides & uma alternativa mais atrativa e saudavel, comparado
aos tratamentos quimicos. Resultados conflitantes sobre o efeito da radiagao
no valor bicldgico das proteinas e vitaminas do complexc B foram temas de
recomendacbes do comité misto entre a Organizagao das Nagdes Unidas para a
Agricultura e a Alimentagdc (FAQ), Orgamismo internacional de Energia
Atbmica {OIEA} e Organizacdo Mundial de Saude {OMS) am Genebra (1981),
que propuseram o esclarecimento sobre a qualidade nutricional daos feijbes, com
o tratamento por radiacio, pela imporancia desse alimento basico em muitos
paises.

Alimentos irradiados comagam agora a ser uma realidade em diversos
paises. Para confrolar esse tipo de processamento, & aconselhavel, nao
somente confiar no controie administrativo dos irradiadores licenciados e nos

certificados de alimentog irradiados, mas tambeém empregar métodos gque



permitam detectar o tratamento por irradiagdo diretamente no alimento. Desta
forma, em dezembro de 1988, delegados de cerca de 60 paises se reuniram em
Genebra, na conferéncia de aceitaglo, controle e comeércio de alimentos
iradiados, juntaments com representantes da FAQ/OMS entre outros, e
concluiram pela necessidade de metodos e procedimentos-padrées que

poderiam detectar se o alimento foi irradiado ou ndo.

2. OQBJETIVOS

Com a perspectiva de se ter mais informagdes relativas a
iradiagde de alimentos e considerande a importancia dos feijﬁes pars a
populacie hrasileira, este trabalho teve dois ebjetives. O primeiro, @ o de g8
estudar os efeitos da radiagdo gama em propriedades fisicas, quimicas @
nutricionais de duas variedades de feijio, Phaseolus vulgar’s variedade
carioca e Vigna unguiculata {L.) Walp variedade macagar, submetidas a
diversas doses. Os seguintes pardmetros serdo avaliados: Tempo de cocgao,
caracteristicas sensoriais; concentrag3o de taninos e fendlicos, concentragac
de fitatos; conteddo das vitaminas B4, B; € Bs & as caracteristicas nutricionais.
0 segundo objetivo, & o de se estudar a aplicabilidade de novos métodos de
detecgdo de alimentos irradiades, utilizando-se os seguintes métodos: Teste
de germinacda (halfembryc tesf); teste do ONA (Comet Assay)

termoluminescéncia e cromatografia gasonsa.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Feijées

Nc Brasil, duas especies de leguminosas iem um papel
impertantissimo no suprimente de proteina vegetai para a populagio, com seu
cullivo & consumo bastante regonalizados: O caupi, Vigna unguiculata (L)
Walp., também conhecide como feij@odo-Norte, feijae de cerda, macacar e
outros nomes; e o feijfo-comum, Phaseolus vulgaris L., que representa 70% da
producdo brasileira de leguminosas, excetuando-se a scja, e & largamente

consumido nos estados do Centro e do Sul do Brasil (Lam-Sanches ef a/.,1990).

Nas Ultimas décadas, entretanto, o Brasil vem apresentando
grandes oscilagbes no consumo per capifa de feij@o em face as novas
alternativas no preparo dos alimentos {(Embrapa, 1997) Ademais, ¢ feijao &
muito sensivel a alteragdes pos-cclheita, no que se refere 4 sua qualidade de
coccao e paiatibilidade e, ac ser armazenado por mais de dois meses, 0s graos
tomam-se escurecidos 2 de cocgdo mais  dificil {Mancini-Filho, 1980
Nascimento, 1992, Cunha, 1892 Embrapa, 1997). Em paises tropicais, a
estocagem de feijdes sob condigdes adversas de temperatura @ umidade os
torna mais susceptiveis aos fendmenc de endurecimento. Desta forma, os
feliides com as caracteristicas do endurecimento sao menos aceitos pelos
consumigdores & possuem menor valor nutritive {Sgarbiert & Whitaker, 1982,
Bressani, 1885; Embrapa, 1997). Em contrapartida, os feijdes crus contém
substancias tdxicas e antinutricicnais, tais como os polifendis, fitatos, inibidores
anzimaticos e lecitinas que devem Ser retirados ou eliminados para sua efetiva
utilizagao (Mancini-Filha, 1980, Martin-Cabrejas. 1997). Assim sendo, das
etapas de preparo do feijdo, o cozimento @ o mais importante, & que ele &
responsavel pela inativacdc dos elementos antinutricionais e assegura ao

produte a textura, ¢ sabor, o aroma ¢ a coloragao necassarios para gque o grag
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possa ser aceite na dieta humana (Embrapa, 1997, Carmona ef al, 1996;
Friihback, G. ef al, 1995).

Considerados como importante fonte protéica na dieta alimentar
brasileira {Mancini-Filho, 1990), fornecendo cerca de 20 a 25 % de proteina
vegetal (Bobbio, 1992), os feijdes sdo também citados por nutricionistas como
wmportante fonte de ferro e fibras nas dietas alimentares mundiais (Morrow,
1991; Siiva & Sgarbieri, 1996). Destacam-se também pelos efeitos bengficos na
s5aude dos humanos par serem uma excelente fonte de carboidratos e de acidos
graxos polinsaturados {Martin-Cabrejas, 1997), além de serem considerados
come fonta de fésforo (Mancini-Filho, 1990).

Muitas das populagbes do munds recorrem aos feifes como
matérig-prima alimenticia, particularmente em combinagido corm cereais. Assim,
os feljdes s8¢0 usados nas dietas por causa de seus beneficios nutricionais e per
seram uma fonte protéica de baixo custo (Carmona et al, 1995, Gustafsson
& Sandberg, 1935).

3.1.1 Campostos fendlicos

Segundo O'Dell {1984), a biodisponibilidade & definida como a
proporgio dos nutrientas totais nos alimentos e dietas utilizados em fungdes do
crganismo. Muitos fatores, incluindo fitatos e taninos, podem contnbuir para a
baixa biodispombilidade de ferro em feijdes (Ummad: et a/, 1995). Segundo o
“Swedish National Food Administration”, citado por Gustafsson & Sandberg
(1995), o contetido de ferro nos feijdes marrons (Phaseofus vulgans [.) é muito
alte (5mg/100 g de feijdg seco). Certos compeostos fendlicos tem o poder de
inibir & absorgao de ferro {Gustafsson & Sandberg, 1995), assim sendo, o0s

taninos encontrades principalmente na casca das sementes constiituem outro



fator gue tem stdo sugerido como responsdvel peia baixa biodispenibilidade de
ferro em feijdes (Ummadi, 1995) Citam -se também os compostos fendlicas
coma potentes antioxidantes (Richard-Forget et &/, 13385). Os taninos também
vém despertando consideravel atengao por possiveis influéncias nas qualidades

estéticas e nutricionais dos alimentos (Guzman-Maldonado ef af., 1356).

A quimica dos taninos & complexa e ndo uniforme. Os taninos
podem ser divididos em dois grupos: a) Derivados de flavonoides, tambeém
chamados de taninos ndo condensades e, b) taninos hidrolisaveis (o grupo mais
importante} os quais a0 eésteres de um agucar, usualmerie a glicose, com um
ou mais dcidos trihidroxibenzenocarboxilicos. Estdc amplamente distribuidos
em plantas, 3o suhstéﬁcias ndo cristalinas, de cores que podem variar do
brance ac marron claro & gus formam com agua solucdes coloidais de sabor
adstringente. Tém a propriedade de precipitar proteinas e varios alcaldides em
s0lucd0, e com ions fémicos déo solugbes preto-azuladas. Quimicamente 580
classificados em dois grupos, porém o5 de maior quantidade e importancia em
alimentos s30 os denominados taninos condensados, com estrutura guimica
basica relacionada a estrutura da catequina, descrita pela primeira vez por
Aunge em 1821 {Bobbio & Bobbio, 1992}

Sendo os taninos um dos principais representantes dos polifendis
encontrados nos feijdes e suas folhagens (Aletor ef af, 1994;Makkar et af,
1996), soliveis em agua e com peso molecular na faixa de 504 a 3.000 daltons,
reagem com proteinas atraveés de ligagdes ds hidrogénio, ligagbes idnicas ou
covalentes, formando um complexa fendlico-protéico. Os taninos dos feijdes,
localizados principalmente na casca do grao, s&o formados a partir da
polimerizagdo de compostos fendlicos e sio caracterizados como ndo
hidrolisaveis, pois ndo s3o encontradas moléculas de glicose, apds incubagio
sab condicles de hidrélise (Mancini-Filho, 1990).



3.1.2 Compostos fosfatados

A importdncia dos compostos fosfatados em feijides tem sido
bastante enfatizada na literatura (Nascimento, 1992). A presenga de fitatos
numa dieta pode ndo somente reduzir a disponibilidade aparente do fésforo
total, mas contribuir para sua capacidade de formar complexos insollveis,
reduzindo tampem a dispenibilidade nutricional de outros elementos tracos e
macro elementos (Griffiths, 1982). Fitatos formam complexes com Zn®*, Fe®,
Fe”, Ca™, Mg" e também podem ligar-se a proteinas (Mancmi-Filho, 1930),
diminuindo, desta forma, a biodisponibilidade nutricional de importantes
minerais e proteinas (Greiner, 1993). Por causa de suas fortes propriedades
quelantes, o fitato & visto como um fator antinutritivo {Greiner & Jany, 1896). Em
monogastricos, inclusive o ser humano, fallam enzimas de degradacdo de
fitatos. A molécula do fitato & carregada negativamente em pH fisicldgico e se
quela com outros elementos minerais, tormando-0s ndo disponivers para a
absoreac (Gustafsson & Sandberg, 1995).

Fitato, o sal do &cido fitico, mioinositol hexafosfato (IPG)
{Greiner,1993), ocorre naturalmente nas plantas, constituindo a maior por¢éo de
fosforo total nas sementes. Pode também interagir com residuos  basicos de
proteinas , inibindo as enzimas digestivas (Burbano, 1995}, O acide fitico reduz
a disponibilidade de minerais por formar complexos e os polifendis s&c
conhacidos por inibir a atividade proteotitica das enzimas, reduzindo assim a
digestibilidade protéica (Martin-Cabrejas, 1997). Os fitatos identificados como
initidores da biodisponibilidade de ferro, t8m sido estimados em feijbes e
cereais (Frihbeck, G. ef al 1895). Durante o processamento dos alimentos,
envolvendo tratamento por calor, os fitatos naturais das plantas s&o degradados
a formas menores de inositol fosfatos, os guais tdm sido reportades como
indutores do aumento da sclubilidade do ferro através da formagio de

peguenos complexos de ferro soluveis (Ummadi, 1995).
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Apesar de complexar minerais essenciais e os restituir pobremente
disponiveis aos animais monogdsiricos, o fitate, por causa de suas
propriedades quelantes, tém sido usado com sucesso para prevenir a formagdo
de célculos renais (Frihbeck, G. ef af, 1995). Os composias inositdis, também
foram encontrados, desenvolvendo um importante papel como mensageircs
secundarios em sinais intracelulares de sistemas de transducgdo { Berridge &
Irvine, 1989) e também exibem efeifos positivos, na redugao da incidéncia de
cancer de colon; redugdo nos niveis de colesterol, reduglo de caries e redugioc
da incidéncia de pedras nos rins, através da reducaoc da concentracéo de ca®*
livre (Greiner, 1993, Sakamoto ef af., 1993).

A enzima responsavel pela catalise hidrolitica do fitato € a fitase,
que produz menores mioinositois fosfatos € o acido fosforico na razéo de 1.6
(Greiner, 1993). Segunde Mancini-Filhe (1980), Eskin & wiabe, em 1883,
demanstraram & presenga de fitase principaimente em sementes sob
germinagao. Assim como, Batnik & Szafranska {1987) verificaram mudangas no
corteudo de fitato e atividade da fitase durants a germinagao de alguns cereais,
Fitases estdo sempre presentes nos germes, mas durante a germinagio,
encontram-se& em uma qQuantidade maior (Konietzny ef af, 1895). Durante &
esteccagem, fermentagdo, germinacag, processamento dos alimentos ou mesme
na digestao de seres humanos, as fitases hidrolisam o fitato a micinositol o
fosfale inorganice, via micinositol fosfate intermedidrios (Gustafsson &
Sandberg, 1995), formando as fragdes menores de inositol fosfatos, tais comeo o
inositcl pentatosfato (IP5), inositol tetratafosfato (1P4), inositol trifosfato {IP3),
inositol difosfato {IP2), inositol moncfosfato {(IP1). Somente IPE e IP5, tem um
efeito negativo na biodisponibilidade dos minerais, os oufros produtcs
hidroliticamente formados tém pouca capacidade de se ligarem a minerais ou a

complexos formados, sendo assim, mais seluveis {Sandberg ef af., 1989},



As fitases sdo de interesse para aplicagbes de biotecnologia,
espacialmente pela redugdo do fitato em alimentes o ragdes para animais. A
adigdo de fitases ira diminuir os efeitos antinutricionais dos alimentos, de alta
conteudo de fitate (Greiner et al,, 1993). Sabe-se que o conieddo de fitato dos
abmentos diminui, durante os processos alimenticios ou de preparagéo.
Podemos assim, adicienar fitases exdégenas de microorganismos aos alimentos
processados, fitases que sdc de grande utilidade nos alimentos, pois sdo
ativadas no estdmago, por causa de um baixo pH &timo. As vantagens das
enzimas das plantas & a alta aceitagic pelos consumidores, e a baixo nisce de
reagdes alargicas (Greiner & Konietzny, 1996).

3.1.2 Procaessamento

Grandes perdas de grios ocorrem devido a infestagdo por insetos
durante o armazenamento. Para combater estas perdas, o processo de
irradiagao dos faijdes oferece uma alternativa promissora e saudavel em
relagéo aos tratamentos quimicos (FAC/OIEA/OMS, 1681, Delincée, 1596).

Desde as civilizagbes mais antigas, a preocupacdo era a de se
desenvolverem técnicas seguras e adequadas para manter seus alimentos por
mais tempc e da forma mais saudavel, assegurando suas caracteristicas
nuiricionais. Assim sendo, varias técnicas de processamento e preservagdc
foram surginde ac longo dos angs, no intuitd de se vencer os obsticulos e
suprir as necessidades de cada €poca. Enire as tecnologias consideradas mais
antigas estao a fermentagao, secagem, sa/ga e as conservas, enquanto que a
fumigagdo, enlatamento e a pasteurizagdo entre outras s&o mais recentes,

conforme apresentamos no quadro 1 {Kaferstein, 1993).



Depcis de mais de guarenta anos de pesguisas 8
desenvolvimento, ¢ tratamento por radiagic surge como uma inovacdo para

certas aplicagbes na industria dos alimentos.

Quadro 1. Tecnologias atuais utilizadas em processos alimenticios.

Secagem Ac sol. ac ar, por vatue;, por
congelamento; por spray.

Fermentacio togurte; molho de soja; vinagre; queijo,
vinho e cerveja; vegetais.

Tratamentos Quimicos Salga; doce ('sugaring"), fumigagao;
conserva  {(Pickling™); defumaclo,
aditivos.

Tratamentos Térmicos Cocgdo;, pasteurizagio; altas tempe-

raturas por curto tempo; Clareamento;
"Asseptic filling”, "Retorting”.
Tratamentos a frio Refrigeracdo, congelamento.
Atmosfara Modificada
Microandas
Radiacdo lonizante

Fonte: Kéferstein, 1993

Uma dessas aplicagdes & a redugdc de microorganismos em
alimentas solidos, porém a irradiagdo dos alimentos pode contribuir para uma
melhor qualidade nutricional (Kdferstein, 1993; Stevenson, 1994, Diehl, 1985,
THAYER, 1996). Producdo e perdas agricolas nacionais sdc registradas por
Resende (1994), que faz uma estimativa dos indices de produtos agricotas em
Minas Gerais, safra de 1993/94. Assinalando os feijdes, particularmente, com
uma producdo de 257 23 mil toneladas e com perdas de até 31% atribuidas ao
uso inadequado de equipamentos, estrutura de armazenagem arcaicas, sistema
viario precario, embalagens inadequadas, pragas, doengas, entre outros
fatores, que conskituem 035 principais entravas. Wiendl (1975} estima uma perda
de pesc de 20% nos gréos infeciados por insetos, assim como Ferreira (1560) &
Gallo et ai. (1988} mostram & perda de peso, a redugio do poder germinativo, a
redugdc no valor nutritivo e consequente desvalorizagdo comercial. Segunds
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dados do Ministenio da Agnrcultura e Reforma Agréria, o Brasil apresenta altas
taxas de perdas pés colheita, uma perda substancial na agricuiiura como vemos
no quadro 2 (Farrar IV & Going, 1954).

Quadro 2. Porcentagem de perdas.

Arroz 20 %
Abacaxi 30 %
Banana 40 %

Feijgo 30 %
Laranja 5 %

Lim&o 15 %
Mamao A0 %

Meldo 20 %
Manga 20%

Soja 10 %

Fonte: Farrar IV & Going, 1994

As perdas no setor agricola chegam a atingir em alguns casos,
30% da producéo bruta, o que enseja a adogdo de tecnologias modemnas de
colheita, conservagio, processamento e distribuicdo, para obter significativo
aumento na oferta de alimentos. Como alternativa saudave! frente ao usc de
brometc de metila para ¢ controle da infestacdc por insetos, o uso da radiagho
term sido objeto de varias pesquisas em varios pafses (Wiendl, 1975; Aguilera,
1985, Mancini - Filho, 1980; Cunha, 1992, Nascimento, 1992, Bognar, 1993,
Delincee & Bognar, 1993, Villavicencio et af., 1997).

Alimentos irradiados, s&o comercializados por 23 paises em
carater regular, junto com seus similares ndo irradiados, e tem tido, de modo
geral, boa aceitagic (Urioste ef af, 1990 Coltee et af, 1995, Derr & Engel,
1993, Loaharanu, 1994, 1995, Derr ef al, 1995, ADA 1996). Nos dltimos anos
foram realizados testes de aceitagdo na Argentina, Bangtadesh, Chile, China,
Estados Unides, Filipinas, Franga, Hungria, Indonésia, Israel, Polénia, Tailandia



11

lodos com resultados favoraveis aos alimentes wradiades {(ICGFI 1994,
Ehlermann, 1936).

3.2 Irradiacdo de afimentos

A irradiagdo de alimentos & um tratamento que consiste em
submeter ©s alimentos, ja embalados ou a granel a uma quantidade
minuciosamente controlada de radiacao ionizante, por um tempo prefixado, com
objetivos bem determinados. O processo ndo aumenta ¢ nivel de radicatividade
normal dos alimentos, poderdo ser utilizadas nos alimentos as irradiagies
ionizantes, em geral, cuja energia seja inferior ac limiar das reagdes nucleares
gue poderiam induzir radicatividade no material irradiade. A dose média global
absorvida por um alimento submetido a um processo de irradiagéo nao
excedera 10 kGy, com a finalidade de assegurar a inoccuidade do alimento
irradiado, sob 05 pontos de vista toxicoldgice, nutricional & microbiologico,
conforme a legislagdo brasileira de 1973 e 1985 A irradiacio pode impedir a
divisao de células vivas, tais como bactérias e células de organismos
superiores, ac alterar suas estruturazs moleculares, além de retardar a
maturagaa de algumas frulas e legumes, ac produzir reagdes bioguimicas nos

processos fisioldégicos dos tecidos vegetais ( Boletim |AEA, 1892; Diehl, 1995).

O emprego das radiacGes ionizantes gama e feixe de elétrons, na
preservacdc de alimentos esta crescendo mundiaimente. A grande diferenca
entre os raios gama provenientes de uma fonte de Co® e as elétrons oriundos
de um acelerador industrial, € ¢ seu poder de penetragdo (Hayashi, 1821). A
radiagao gama tem um grande poder de penetragdo, mas @ de baixa intensidade
e ¢ feixe de eiétrons gerade por um acelerador tem um poder de penetracio
manor, mas alta taxa de dose de radiagie (Diehl. 1995; Mufoz, 1994). Nem
todos os tipps de radiagBo sé&o apropriados para a irradiagéo de alimentos.
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assim sendo a FAQIOIEA/OMS publicou as normas gerais do Codex para
alimentes irradiadas (Codex Alimentarius, 1983; Diehl, 1995; ICGF, 1995).

Nos processos industriais por irradiacao, @ fundamental que se
conhega a quantidade de energia absorvida pelo material quando ele & exposto
& radiagao ionizante. A dose absorvida, ou simplesmente dosa, & a quantidade
de energia absorvida. A unidade que mede a dose absorvida € o gray {Gy), 1
Gy aqlivale a 1 J (Joule) de enargia absorvida por 1 kg de alimento irradiadoe. A
taxa de dose & a energia absorvida por unidade de tempo, assim, os
iradiadores gama diferem dos aceleradores por possuirem uma baixa {axa de
dose, levando mais tempo de irradiagac engquantc que os aceleradores, com

sua alla taxa de dose, podem ser muitc mais rapidos (Diehi, 1595).

Os niveis de energia permitidos para uso em irradiagéc de
alimentos sao especificamente selecionados para evitar qualquer condigac que
possa induzir niveis significantes de radicatividade nas mercadorias {fratadas.
Os niveis de energia permitidcs para os raios X ou v s&o inferiares ou igual a
5 MeV a para elétrons inferiores, au igual a 10 MeV {Diehl, 1985 Hayashi,
1891, Legislagio Brasileira sobre irradiagdo de alimentos; McKeon, 1996). O
funcionamentc das instalacbes de irradiagGo dever&e estar sujeitos a
supervisdo cas autoridades nacionzis competentes, com o ¢bjetive de se
assegurar ¢ controle das doses. Para uma dose total média para o processo de
iradiagdc, deve-se tomar em conta a relagde de dose méxima & minima
absorvida {coeficiente de uniformidade de dose) pele produto (FAQ/QIEA/OMS,
1981). E importante salientar que tantc a radiacic gama de %Co , como a dos
feixes de elétrons dos aceleradores, ndo t&m anergia suficiente para provocar
qualguer reagdc nuclear na matéria e, pontanto, nae deixam nenhum residuc
radicativo ne material apes a iradiagéa (IAEA, 1992; Mufcz, 1984; Diehl, 1995,
Singh, 1985).



Elementos radicativas naturais sdo encontrados em todos 0s
alimentos, inevitaveis em nossa dieta didria, tais como isttopos primarios de
patassio (*K), carbono(™'C) e hidragénio (H). Tragos de constituintes naturais
como radio (PRa), torio(**Th), chumbo(®""Pb} e poldniof®’®Po) estdo presentes
na maigriz dos alimantos. Os alimentos consumidos por um agulto em um dia,
contém cerca de 150 - 200 Bg (Becquerel) de radioatividade natural, o que
significa que 150 - 200 desintegragfies por segundo em média [Muficz, 1985,
1994 Singh, 1995). Alimentos irradiados sda alimentos que foram tratados por
um determinado tipe de radiagdo, deliberadamente & em condigdes de
seguranga controladas, para s& obterem algumas propriedades convenientes,
tais como inibir brotamento cu destruir bactérias, entre outras, atém de manter
a boa gualidade do alimento por mais tempo (Boletim IAEA, 1992 Findlay et af.,
1993, Muncz, 1994).

3.2.1 Alteragdes dos alimentos induzidas pela radiagdo ionizante

Os radicais livres podem se formar ndo somente durante o©
processt de irradiagao, mas tambam mediante varnios autras tratamentos
convencionais de alimentos, tais como a liofiizagdo, torrefagdo, fervura, os
processos nomais de oxidagdo, entre outros (Satin, 1993; Diehi, 1985; Singh,
1995). Quando a célula & bombardeada por radiacdes ionizantes, varics dos
seus componentes quimicos podem ser atingides com & conseqients ianizagiao
que 05 torna quimicamente muito reativas e, dal por diants, varos fendmenos
quimicos e posteriormente biolégicos podem ocorrer. O alvo crucial dos radicais
fivves € o DNA {ou o gemoma), o qual resulta em inativagio dos
micrébiosfinsetos etc (Voisine, 1983} Em frutas por exemplo, onde 90% é agua,
08 radicais livres resultantes da radidlise da dgua reagem com as proteinas, os
aming acidos, acucares € componentes menoras, como as vitaminas, entre

cutros, gue estdo amplamente protegidos, pois a2 producio dos radicais esta
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associada ao metaboiismo celular do oxigénio e as reacBes metabdlicas e
enzimaticas enddgenas de oxiredugdo (Mufioz, 1985,1995; Diehl, 1985, Voisine,
1893, Singh, 1995). Interagdes guimicas induzidas pelas radiagdes podem ser
manifestadas por alterages das propriedades fisicas dos alimentos, um dos
efeitos mais comuns s&o os danos causados na membrana celular pela
radiagio ionizante, servindo assim como método de identificagdo. E conhecido
0 mecanismo de transporte de ions pela membrana, desta forrna, alteracdes nas
propriedades da membrana, alieram a condutividade desta (JAEA-TECDOC-
587, 1991).

Os alimentos em geral, contém alguns componentes-chaves gue,
embora presentes em concantragdes muito baixas, regulam o0 sabor, seu
aspecto e o seu valor nutritivo (WHQ, 1994). Esses componeries s&o muito
sensiveis a iradiagdo e, se a dose de radiagdo for alta, pode causar
transformagbes prejudiciais no sabor, ne odor @ na cor desses alimentos (Singh,
1985). As alteragdes nas propriedades sensariais dos alimentas sio resultantes
principaiments de reagbes guimicas em trés tipos de componentes dos
alimentas: A primeira, a oxidagdc de lipideos, o que resulta num sabor rangoso
pois as gorduras insaturadas s8¢ mais rapidamente oxidadas que as saturadas.
Porém, esse processo pode ser retardado pela eliminagdo do oxigénic ou pelo
processamento em atmosfera de nitrogénio. A segunda interacdo seria com os
aminoacides, causande pequenas quebras nas cadeias e liberando
desagradaveis cheiros sulfuroscs, porém devemos lembrar gue istec acontece
em niveis bem baix¢s, ndo acarretande problemas no valor nuiricional. Em
contrapartida | a atividade enzimatica nac & sfetada nas doses permitidas para
extansdo da vida de prateleira. O terceiro tipo de reagio seria a quebra dos
carboidratos, como, no c¢asc da pectina por exempio, resultando num
amaciamento de frutas e vegetais ou como no case da redugdo do tempo de
cocgdo dos feijdes {Kilcast, 1894),
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Pesquisas demonstram gque os macronutrientes |, tais como as
proteinas, os carboidratos & as gorduras sdo relativamente estaveis as doses
até 10 kGy, e que 08 micronutrientes, principalmente as vitaminas, podem ser
sensiveis a qualguer método de tratamento de alimentos (Fox at af., 1983; Diehl,
19682: Fox et al, 1992. Fox e af, 1993; WHO, 1924, Singh, 1995). A
sensibilidade de diferentes tipos de vitaminas ao métado da irradiagdo e a
outros metodos de fratamentos de alimentos e variada, vitamina C e B , séo
mais sensiveis a irradiacdc (Fox ef a/, 1989; Hau & Liew, 1993, Fox ef al.,, 1994,
Kilcast, 1984: FAD, IAEA, WHO, ICGF, 1995). Witaminas liposscliveis sdo
parcialmente destruidas pela irradiacdo e os tocoferdis paricularments sdo os
mais sensiveis; nas doses de pasteurizacic (Nawar, 1985; Kilcast, 1994; Fox ef
at, 18984, Diehl, 1995),

3.2.2 Aplicagdes das radiagbes em alimentos

O uso de baixas doses para desinfestacdo de insetos pode
gliminar © usp de tratamentos quimicos, muitos dos quais produzem danos
toxicologicos (Kilcast, 1884). O aumento da vida de prateleira, inibinde ¢
brotamento e eliminando 903 insetos & parasitas, assim como O incrementa das
propriedades tecnoldgicas, @ uma constanie nessa metadologia (Ahmed, 1993).

A OMS recomenda que s6 se devem irradiar alimentos saudaveis,
manipuiados, embalados e armazenados conforme as boas praticas de
fabricacio, “Goed Manufacturing Practices - GMP™ (FAQ, 1984) e que astajam
dentro das condigbes de higiene e necessidades técnicas {Kaferstein, 1993).

Ags diferentes aplicagbes do processo de radiagsic em alimentos

sd0 mostradas no quadro 3.
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Quadro 3. Aplicactes da radiacio em produtos alimenticios (Delinces. 1997).

| Proposiio | Dose (kGy) | Produios
Doses baixas { menores que 1 kGy)
ay Inibigan de bratamento
permitinde tempo de estocagem maior, 005 - 0.15 Batatas, c¢ebolas, atho,
s&m 0 uso de inibidores quimicos de gengibre, inhame.
bitrtam ento.
b) Desinfestagdc de insetos:
praventivo contra perda da alimentos sem
o uso de furmgantes quirmcos; praventive
contra insetos ne Mercado de alimentos:
permitingo u;ratamfznt:_:: qutamntenariiu 5em Cersais, feijdes.  futas
o uso o migantes  quimicos; ;
Uesintostagdo de inoctos por Parasitas: | 0 15 075 | came seca., peixe i, came
redurindo  enfermidades causadas por | ; : '
cansumo de produtos crus ou mal cogzidos de porcq fresca.
infactados, como por exemplo, Trchinae,
Tgemia gp, Entemoeba  Fistollica,
Toxoptasma gondi

) Retardo do processc flaioldgico: Frutas frescas e vegetais.
Exple: maturagia, permitinda maior tempo | 0.25-1.0 {mangas, mamdes, bana-
de prateleira. nas. cogumelos).

Doses médias { 1.0 - 10.0 kGy)

a) Extensan da vida de praleteira: FPaixe fresco,

reducsio de microorganismes. 1.0-30 MOTAnQos.

b) Eliminagdo de microorganismos Frutos do mar. cames de
patoglnicos: Sa¥mansda, Shigafla,  Liste-ria, aves, cames vennelhas,
Campdobacter, Vibrio £ Cob. Yermide ¢ | 1.0.50 Gruas ou congeladas,
outros  patdgencs  ndg  formadores  de produlos de ovos, qQueiio
ssporcs. . Prevencho  de  afimentos Cameambert
envenenados.

c) Eliminagio de eaporoa ] Ervas ] espacipnias,
microorganiemos patogénicos. gondimentos, veqgetais
permitinda maior tampa de pratelelrs; 30-10.0 desidratados, gomas.
prevengdo de alimentos envenanados:
substihundo fumigantes quimiceos,

di Melboramento daw proprisdades Uvasaumentando a produsao
tecnokigicas da suco.

Frutas desidratadas.
20-7.0 melhorando a rehidratagao,

Vegetais desidratados:

reduzindo o tempo de coogdo.

Doses altas { 10.0 - 100.0 kGy)"

a) Esterilizagio industrial
{wmn combinacdo com calor moderado)des-
truindo ambos, esporos & Microorganismos Cames vermmelhas, aves,
patogenicos, inclusive esparos antigos de frutos do mar, alimentos
Gl'iotnd.lu::e bai‘uﬂnmcgl permitindc um perioda preparados,dietas
maior es em em bemperatura :
et g P 30- 100 hespitalares.

L} Descontamingio de certos aditivox & io-
gredientes alimentfcios parmitindo maiar Ervas e especiarias,
tempo de prateleira; prevencic de alimentos | 410 - &0 condimentos, preparados de

envanenados; substtuindo

quimicos.

fumiganites

enzimas, gomas nalurais.

* Somente erm cases especiain, camg poy explo, dietas de hespites qu efegdes de asoneutas. 8 comissio do Codex

Alimantarius & o comité FAGAMHD ainda o sndorsaram & o da aplicacio de atas ootes.
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Alem disse, a wradiagdo € um fratamento gue pode ser usade
CMOo tratamento quarentenario, sendo uma alternativa muito mais promissora
quando comparada a fumigantes quimicos ocu outros metedos utilizados, tais
como 0 brometo de metila e o &xido de etilens. para desinfestagdo de insetos
(Kaferstein, 1993). E de acao lenta e seu uso & predominante Nos graos e nao

é parmitida em frutas (Spalding, 1877).

Qs tratamentos térmicos, como a pasteurizacgio a esterilizacio ou
a cocgdo de um alimento protéico, promovem a reagdo de Maillard, a
denaturagido das proteinas, perdas de aminoacidos sulfurados e formagic de
H;5. Em carnes enlatadas, a formagdoe de H;S pode levar a formagdo de
suifetos de ferro e estanho. O aquecimento da carme pode provocar alteragbes
nas gorduras que resultam na formacgao de sromas particulares para cada tipo
de carne (Bobbio, 1992).

A pasteurizacdo por radiag8e. quando usada em conjunte com
outros processos de conservagaoc e técnicas de preparo, diminui a carga
microbiana e outras doengas de alimentos (Satin, 1993; Thayer, 1996). Em
combinagao com Cutros processos, como por exemplo, caior, baixa atividade de
agua, pH, atmosfera modificada, salga, scidificantes, embalagens, eic, a
irradiagdo pode oferacer produtos mais estaveis em condigdes tropicais {|AEA
TECDOC - 843, 1895) Os tratamentos quimicos e a radiagdo entre outros,
oferecem vantagens sobre os tfratamentos ndo combinados (quadro 4) e

incrementam os efeitos benéficos desta tacnologia {Brynjolfsson, 1980},

Processos tecnolégicos alternativos de conservagio de alimentos
surgem com © uso de tratamentos combinados da radiagdo e oulras processoes,
minimizando os custos e promovendo uma vida de prateleira maior e segura
destes alimentos (Satin 1993, FAQ, IAEA, WHO, ICGFI, 1995).
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{Quadro 4. Comparagao das aplicagfes, limitages e os diferentes tratamentas.

FUMIGACAD) | REFRIGERACACH | PANTEURIZACAQ | IRRADIAC A
APLICACOES efetivi na descon- |aphcave!  em  ali- | Aplichvel somente a [ aplicavel a ahmen-
taminagds  micro- | mentos  liguidos e alimenos liquides. | tos soitdos” (carnes,
biana & de msetos | solidos. peixes, cereais. frut-
| almentos  sa- a5 e vegetaish efet-
s, va 1a inatvagas de
patogenos em  ali-
rmantes cong
Lflwfr,q(ffigg Residuos, resistén- | CFCscausam  pro- | Geralmente nac | Geralmeanle RaD
cia  dos  nsetos, | blemas amblentas; |aphedvers 3 ali-{aplicawel a ali-
problemas ambien- | nao inativam micro- { mantas “sdlidos”. mentors i quidos
tars @ de salubri- [ crganrsmos patogé- tem problemas de
dade MisOs. restrigaa de
regulamentagao.
ALIMENTOSN
Espem’arfas afetivo porém causa efetivo para af aamente afetive.
problamas ambien- &, marsrs das  es-
tais & de sauds pECIZMias
plblica.

Cames Cruas essencial para man- | efetva  contra  pa-| efetve conlra pa-
MNiA ter a qualidade, nao |tégenos mas oo | kgenos.  necessita
aplicdvel a patdge- [ Znha o produto. ser reffigerado apds
nes. o tratamento.
Frutas elelivo porem causa | essenciat para man- efetive contra infes-
o prablemas ambier-{ter a qualidade, tacde em frutas
. tais e de sadde|frulas tropicais fdEo MiA, frascas & frutas
vegetais pdblica podEm  ber mancs gecas tem  restri-
de 10°C ¢Bes de regulanto,
Cereais efelivo porém causa efetva conua  in-
e problemas ambien- MNiA [ festapao densetgs
tars e de salde
Gréos publica.
Afimentos peralmente MiA | essencial para | geraimante nac | efetivo coantra cont.
Marinhos elahive para cont de | manter a quahdade. | aplicaveal, excatc | microb@ana, inelu
nsetgs  em  pemxe pard carangueios e | patdgeanos e desinf
SRCO. ostras. & péixe S
Raizas afativo para cont de efetivo para \nibicas
a 18 brotamento a baixas PEA, de brotamento
Tubsdroulos temperaturas 1-317C,
Leite essencial para | sfetivo para a des-
g Bebidas MA manker a qualdade { cant. micrabiana. MNiA
Ovos MiA importants para | aplicavel para ovos|aplicavel para ovos
e Denvados | anter a Jualdade. | liquidos quides e pd
forte: FAQUTAEA WHO. ICGF] document No 18, 1944
NiA - Nio aphicivel.
Paises desenvolvidos exigem alimentos sadies com uma

prolongada vida de prateleira { IAEA TECDOC - 843, 1985).

processado ou ndo deve ser preservado por uma embalagem que, alem da

Tedo alimento

fungao protetora. pode ter fungdes de propaganda e facilitar seu manuseio no
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processamento. armazenamento & uso pelo consumidor. A natureza do material
da embalagem deve, principalmente, atender a critérios de preservagao e
apresentacdo do produto  (Bobbio, 1992). Estando o0s alimentos
dpropriadamante  embalados. apés segur uma boa qualidade de
processamento, o tratamento por radiagio ira preservar a boa qualidade por
estar agindo no processo de esterilizacio, pasteurizacio e desinfestacdc de
insetos, conforme o casg requerido (Killoran et af, 1879, 1883) Numa
irradiagdo, onde ndo houver uma cofreta embalagem do produto, haverd uma
reincidéncia de infestagdo @ o processo se tomara inutil {Diehl, 1985). O material
utilizado n&o deve interagir com os aditivas efou o produte embalado ou mesmo
ser permeavel, a resisténcia a radiagdo de varios matsriais deve ser testada.
porém atualmente com doses limites de até 10 kGy para papel e papelgo a 60
kGy pare material polimérico, € permitida pelo FOA para embalagens a serem
irradiadas {FAQ, |IAEA, WHO 1CGF{,1954; Diehl, 1995).

3.2.3 Normas para irradiacido de alimentos.

A Comissgo do Cadex Alimentarius. FAQ e OMS, publicou suas
normas aplicaveis a iradiagao de alimentos. Estas normas estipulam que os
alimentos imadiados devemn ser acompanhados de documentos de embarque,
nos quais devem estar identificados o irradiador, o lote, 2 dose e oulres
detalhes do tratamento (Norma Geral do Codex para alimentos irradiados e
Codigo internacional Recomendadeo de Praticas para o funcionamerto de
Instalagfes de imadiagdo para o tratamento de alimentas, codex alimentanius,
vol, XV, 1984). Os alimentos que foram tratados por iradiagio devem astar
corretamente embalados & etiguetades para indicar que, a este produto, foi
aplicado este processo. Devem ser utilizados os termos “irradiado’ ou "tratado
por radiag&o ionizante”, assim como estar presente ¢ simbolo internacional para
alimento rradiado conforme figura 1 (JCGFI, NG.3, 1991; ADA, 1996},
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Figura1. Simbolo Radura.

Ahmeg {1993), apresenta em seu trabalho, 180 plantas de
irradiagdo comerciais funcionando principalmente para tratar produtos médicos
& outros, € que destas, 50 sdc para use de irradiagdo de alimenios em 25
paises e que outras 20 estdo em construgao. Cottee (1995), mostra, em seus
trabalhos, a comercializagao dos alimentos iradiados nos EUA., comd se
desenvolveram as leis e permissdDes para irradiagao, plantas de irradiadores,
COMO S8 processam as vendas destes produtos nos supermercados, o controle
de doencgas transmitidas por alimentos e a aceitagdo pelos consumidores. Na
década de 80, o comércio mundial de produtos irradiados era estimado em mais
de dois bilhdes de dolares por ano, e continuava crescendo a uma taxa anual
de 15 a 20% . Kundstadt (1993) fez estudos sobre a viabilidade econdémica da
irradia¢do de alimentos e concluiu que esta dependia de varios fatores tais
coma da variedade do produto alimenticio a ser irradiado, dose aplicada, efeito
desejadc, densidade da embalagem, méc de obra especializada, suporte

técnico e comercial, local de deposito, além de outros itens.

Qs custos astimados dos beneficios da irradiag8o comercial como
um fratamento quarentenario, mostra ser competitive com outros métodos de
fumigacdo e outros tratamentos fisicos, tais como ¢ calor ou a refrigeragdo
{Nascimento, 1982, ICGF| document No. 22, vienna, 1995). Estudos recentes
no Brasil, palrocinados pela FAG/AEA e desenvolvidos par Farrar IV & Going
(1984) e Farrar IV & Hayes (19986), mostram o potencial do nosso pais com
relagio ac uso de plantas de irradiagdo de alimentos a nivel comercial da
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grande porte @ 3 quantidade de produtos alimenticios que poderiam ser
beneficlados com este processo. Nao necessariamente aumentarao de prego os
produtos tratados por irradiagdo, o custo liguido da irradiagdo oscila entre 15 e
20 ddlares americanos por tonelada, no caso de baixas doses, e entre 100 a
200 dolares americanos por tonelada, no caso de dose alta. Segundo estudos
da IAEA, estes custos sdo competitivos com o de outros tratamentos (Farrar IV
& Going, 1994, Farrar IV & Hayes, 1996). A instalagao de um irradiader de
alimentos osciia entre um milhd&o a trés milhdes de dolares americanos, em
comparagdo, uma instalagdo para esterilizar leite, sucos de fruta ¢ outros
liquidos custa por valta de dois milhdes de délares {IAEA Bulletim, 1995).

No Brasil, o decreto lei n®. 72,718, de 29 de agosto de 1973
estabelece normas gerais scbre irradiagio de alimentos. Em B de margo de
1985, a poriaria n* @ da DINAL (Divis&io de Vigildncia Sanitéria de Alimentas, do
Ministerio da SalGda), am conjunto com a CNEN (Comissao Nacional de Energia
Nuclear}, e o INGQS {Instituto Nacional da Contrdle de Qualidade em Sadde) da
FIOCRUZ (Fundagéo Qswaldo Cruz), estabelecem as normas gerais para
irradiagaoe de alimentos no Brasil, indicando, para cada caso, o tipo, nivel e
dose média de energia de radiago e ¢ tratamenta prévio, conjunto ou posterior

{guadro 5).

Em 25 de setembro de 1989, a portaria da DINAL No. 30 & emitida, desta
vaz, ampliando autorizacac a outros tipos de alimentos qua ndo constavam da

portaria anterior.

Todas as portarias e decreto-lei foram publicados no Diario Oficial
da Unido {C.0.U.}, de 30.08.73; 13.03.85; 28.09.89, Secdo |, parte L.



Quadro 5. Alimentos autorizades para serem irradiados noe Brasil conforme

portaria DINAL No, 30 (D O U3

| Produto Ano de aprovacio | Dose permitidalkGy) Finalidade
Artmis LIRS l Desinfestagdo de inselos
Desinfesiacio. Descontamina-
: Ayes 1983 7 ¢dn e ext. da vida de pratelema
' Desinfesiaga de ins._ comrole
Abacaig 149389 1 de matumagio, ext. 40 vida de
prat.. red. corga mucrobiana.
A Desinf. de ims. comtr  de
Abacaxi 98y | maturagio. cxt, da vida de
pad., red. carga microbiana.
Batata 1983 13 Loibigiy do brotamenle
Desinf. d¢ ins. controle do
Banana 1959 I maturagio. oxt. ds vida ok
prat.. red. carga microbiana.
Cebola L3&5 015 Inibigdc do brotamento
Desinf. de insetos, controle de
Caqui 19%% 1 maturagdo. ext. di vida do
prat . red. carga mictrobiang.
Farinha de Trigo 1985 1 Desinfesiacio de insetos
Feijio 1985 1 Dicsinfesiagio de insetos
Capeclinas 1285 10 Desinf.. Descontaminagio.
Desind. e inselos, contrele de
Croiaba 198% 1 maturagie, oxt. da vda de
pral.. red. carga microbiany
Laranja 198y | Desinf. de insetos. controie de
maturagdo. ext. da vida de
prat.. od, carga micrmbnang.
Limdo 1984 1 Desinf. de insectos, controle do
ramracdo. ext. dz vidz de
pral.. red. carga microbiana,
Manga 19849 | Desinf. de insetos, controle de
maiuragds. ext. da wvida de
prat.. red. carga mmctoband.
damdo 1289 { Desinf. do insctos, contr. ¢t
maruragic ext. da vida de
prat., rod carga microbiana,
Desinf. de insctos, controle de
Melin 1989 | maturagdo. ox1, da wdy de
piat.. red. carga microbtana,
Milho 19835 U3 Dosind,. com. de maforacio.
ext. da wida de pral. red
carga nucrebiana.
Morango 198y 1 Ext. da vida de prateleira. red
carga microbiana,
Descomaminagdo. Desinf. de
Peixe ¢ derivados 1985 212 insgtos. Ext. da vida de prat.
Tormate 1989 | Desini.. controie de mal. ext
da vida d¢ pral. Ted carpa
nucroblana.
Trigs 1985 | s Desindesiagio de insclos
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3.3 Valor nutricional dos afimentos irradiados

Os principios e diretrizes estabelecidas nas reunifes dos comités
mistos FAOQ/OIEA/OMS realizados em 1964, 1969, 1978 e 1980, formaram a
base de avaliagdes sobre a comestibilidade dos alimentas irradiades, incluindo
0s aspectos nutricionais. Em 1880, o comité da FAG/OIEA/OMS, concluiu qua
iradiagio de qualguer alimento com dose de até 10 kGy nao € toxica e nem
introduz problemas de ordem nutricional ou microbiologica {Nawar, 1985; IAEA-
TECDOCH42, 1992, FAONAEAMNMYHONCGFI 1898). Porem, este masmo comité,
insiste na necessidade de se analisar com cuidado todas as alteragdes
significativas relacionadas a cada alimenta irradiado em particular & com seu
desempenhoe ma dieta populacional; recomendando prosseguir com  as
pesquisas sobre o sfeito da radiagde scbre o valor biolégico das proteinas e
das vitaminas do complexo B em feijfes, devido a sua grande importancia como
alimento basico, para se esclargcer resuitados conflitantes da literatura
(FAOQIOIEAIOMS, 1981).

A adequacac nutricional dos alimentes irradiados é sumarizada em
muitas revisbes, as quais nos mostram claramente que as alteragdes ocorridas
nas alimentos sac¢ minimizadas ou mMesme, em alguns casos, nulas, quando se &
respeitada a dose certa para cada tipo de alimento e o tratamenta por radiagao,
sendo feito com exclusdo de oxigénio e empacotaments em vacuo (Diehl, 1994).
Em geral o processo de irradiagdc nasz doses permitidas, acarreta poucas
alteragdes quimicas nos alimeniocs. Baseado nas pesquisas da andlise de
alimentos, o FDA estimou que a quantidade total de produtos radioliticos,
formados com doses infariores a 1 kGy, seria inferior a 3 mg por quilograma de
almento irradiado (Boletim JAEA, 1992) Nas doses de até 1 kGy, as perdas
nutricionais s80 consideradas insignificantes (Diehl 1992; Singh, 1995) e
nenhuma das alteragdes conhecidas encontradas nos alimentos irradiados, @

nociva ou perigosa, estande dentro dos Iimites encontrades normalmente para
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alimentos {Satin, 1993). Como resultado do iratamento térmico convencional,
tambem encontramos predutas radicliticos iguais aos produzidos no tratamento
com radiagde tais como a glicose, acide formico, aldeido aceético, didxido de
carbono e outros {Muficz, 1884). Pesquisas cam ésteres de &cidos graxos e
triacilglicerdis, indicam que. com doses altas de 250 kGy, as concentraghes de
ambos os produtos fermados, volateis e nae volateis, séo muito menores que a

dos obtidos por temperatura de fritura (180°C) por uma hora (Nawar, 1985).

Varias pubticagdes foram feitas pela comunidade cientifice sobre a
qualidade nutricional dos alimentas irradiados, nos Gitimos 10 anos (WHO,
1994; Diehl, 1995). A qualidade nutritiva do alimentg ndao é mais afetada de que

gquando o alimento & tratado por outros métodos convencionais de conservacio.

A variagdo do valor nuiritivo do alimento causada pelfa irradiagdo,
depende de varios fatores, entre eles a dose a qual o alimento & exposto, o tipo
de alimento, a sua embalagem, as condigbes de tratamente, temperatura e
armazenamento (Dienl, 1992, Singh, 1995). As perdas sdc menores quando o
tratamento pefa rradiagdo é conjugado com bgaixa temperatura € vacuo,
podendo-se assim, aumentar as doses de radiacfo, sem prejuizo do vaior
nutricional do alimente (Diehl, 1994). Os métodos utilizados atualmente no
tralamentc de alimentos, Ssejam eles o aquecimento, © congelamento, ©
tratamento comsubstancias quimicas, vacuo ou a iradiagdo, ndo saoc
destinados a substituir as boas préticas de higiene, estas devem ser seguidas
na preparagac dos alimentas, independentemente de eles serem tratados por
radiagdo ou por qualguer outre método (Moy, 1993). De acordo com a OMS,
alimantos irradiadas produzidos de acordo com as boas praticas de fabricagao,
"Good Manufacturing Practices - GMP™ (FAQ, 1884; Ciehl, 1984), podem ser

considerados saudéveis e de gualidade nutricional adequada.
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Estucos nutricionats, sobre a toxicidade dos alimentos irradiados,
desenvclvidos ac ionge de mais de duas décadas com ragdes para animais de
laboratdric, mosiraram que nao hé efeitos tdxicos advindos da iradiagdo destes
alimentos testados, assim como ndo se encontraram problemas de

mutagenicidade com as doses permitidas abaixo de 10 kiGy (Dieh!, 1884}

A irradiagao & um meétodo eficaz para garantir a seguranga
microbiclogica dos alimentos, especialmente os de origem animal, porém
nenhum metodo de tratamento deve substituir as GMP e GIP na produgéo e
manipulagdc dos alimentos. Nenhum processe de tratamento de alimentos pode
fazer com que um alimentc esiragado se torne proprio para o consuma, se 0
alimento mostra sinais de decomposicdo, ndo podera ser recuperado pela
irradiacdo {Delincee, 1996).

A irradiagdo & eficaz para destruir a contaminagdc microbiana
entre outros e por razdes de saude publica no caso de Salmonella.
Campilcbacter & E. coli, especialmente aficaz para a prevengio contra as
enfermidades parasitdrias transmitidas por alimentos sélidos de arigem animal
(Singh, 1985; Stecchini 1995; McMurray, 1996. Thaver, 1396).

Predutos avicolas foram introduzidos conforme inspegio de 1957
com & seguinte defini¢ho; O termo salubre significa seguro, limpo, saudavel e
de modo apropriado para alimento de consumo humano (Singh, 1995) Em
relagdo a irradiagdo de alimenios a Associacdo Americana de Dietética (ADA),
gue tem a responsabilidade de educar os consumidores no sentide nutricional,
nos EUA, diz que a iradiagio dos alimentos oferece uma solugdo sadia (ADA,
1996). Com respeito a alimentos irradiados, consideragdes de sajubridade ou
seguranga para consumo, envolvem aspectos de seguranga radiologica,
toxicolégica, microbiologica e adequacidade nutricional (Delincée, 1996. FDA,
1987).
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A credibilidade na seguranca e salubridede de alimentos
irradiados esta centrada na aceitagdo do consumidor para cada alimento ¢ a
aceitagd@0 do consumidor & primordial para a aceitagac Industriai. Portanto,
quando examinamos guestdes associadas com seguranca e saiubridade de

alimentos irradiados, devemaos considerar todas as questdes acima.

E preciso ter sempre em mente que ¢ propdsitc desta nova
tecnclogia nac é vender radiagdo @ sim alimento irradiado, nuiritive e sauddve!

aos consumidores {Henon, 1995),

3.4 Detecgdo de alimentos irradiados

A disponibilidade geral dos métodos de detecgdo de alimentos
irradiados pode contribuir para aumentar a confianga do consumidor com o uso
correto ¢a aplicagdo deste processo, e em seu controle pelas autoridades
competentes (Stevenson & Stewart, 1995, McMurray, 1996, Wood, 1986;
Delincée, 1996).

Embora se faga o controle administrativo de imadiadores
comerciais para alimentos irradiados e sejam emitidos certificados de alimentos
jrradiados como controle ao final de cada processo, € conveniente aplicar
meétodos para detectar ¢ tratamento por iradiagdo diretamente no produto
alimenticic (Delincée, 1992, Schreiber ef af, 1993; Raffi et af. 1992; Rahman et
af. 1995 McMurray et al. 19596).

Na Conferéncia de Aceitagdo, Controie e Comércio de Alimentos
Irradiados, juntamente com representantes da FAQ, WHO e IITC-
UNCTADI/GATT (1988), chegou-se a conclusdo da necessidade de meétodos e
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procedimentas padroes que pederiam detectar se o alimento foi irradiado ou

NA.

Qs parametros gue esta metodologia deveria ter como requisitos
seriam: A resposta do método deve ser especifica para irradiagio e néo
induzida por outras técnicas de processamento; confiabilidade; rapidez; nao
envolver 0 usc de instrumentes complicados e caros; de facil execucdo; deve
requerer pequenas guantidades de ampstras do alimento, sensibilidade;
universalmente aplicavel a todas as espacies de alimentos; devera permitir uma
estimacdo da dose de radiagdo absorvida no alimento; o método devera permitir

uma identificacio de ingredientes irradiadas em alimentos compostos,

Na pratica, entretanto, este requerimente ndo pode ser facilmente
realizado. As aiteragdes que ocorrem como resuitado da iradiagcdo, sdo, em
muitos casos, muito pequenas & muito similares em comparacic a cutras
causadas por outros métodos de preservagiio de alimenios tratados.
Conseqlentemente, muitos testes diferentes s&o possiveis de serem.
dessnvolvidos € quando necessarip, combinados para uma correta
identificagdo. Somente uma certeza, alimento ndo iradiado nio consegue ser
classificado come irradiade {LAEA TECDOC -587, 1951}

Em junho de 1994, foi realizada mais uma Conferéncia mundial
com %57 delegados de 19 paises, inclusive os representante oficiais do
"*Research Program on Analytical Detaction Methoas far {radiation Treatment of
Foods" [ADMIT), sob os auspicios da OMS e AIEA. Q grupo ADMIT nao $6
encorajou 0 desenvolvimento de testes basicos para irradiagdc de alimentos
como também sua conveniéncia para uso em saude publica e outros
interessados tais como o comércio nacional e internacional de alimentos

irradiados.
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Foram ainda reconfirmados nesta reunido, 0s principios gerais
para o desenvclvimento de métodos de detecgao (McMurray ef al, 199G),
segundc uma lista de critérics tenicos e praticos. Técnices discriminacio,
especificidade; aplicabilidade;  estabilidade; confianga, independéncia:
reprodutibilidade e repetitibiiidade; validade, sensibilidade e dependéncia da
dose Praticos: simplicidade; baixo custo; pequenas amostras: rapidez:
abrangéncia de amostras, medidas ndo destrutivas;, facil padronizagéo:

confiave| & seguro.

A interacdo da radiagdo ionizante com ¢ alimento conduz a
formagao de radicais livres, 0s quais sac muito reatives principalmente com as
multiplas reacdes possiveis ¢com os componentes do alimento presente. Cabe
salientar que a formagao dos radicais fivres & também estimulada por
tratamento com calor, fotdlise, catdlise de jons metalicos, catalise enzimatica
(Taub 1984), ultra-som {Murali Krishna et al. 1988, Kondo et al. 1988}, moagem

(Redman 1966} cu durante a estocagem e a interagao do oxigéno 8 peroxidos.

N&o & de se surpreender gue as alteragbes quimicas causadas
pela irradiagac s80 muitc menores que as causadas por outros métodos de
processamento dos alimentos. Os métodos de detecgdo de alimentos irradiados
aqui apresentados. irao depender de diferentas fatores intrinsecos, dependando
da origem do alimento. Os estudos interlaboratoriais se fazem muito
importantes neste tipo de pesquisa {(McMurray, 1996).

3.4.1 Méfodos para detecgdo de alimentos irradiados

Os métodos s80 ordenados de acorde com as alteragbes que

ocorrem nos alimentos {guadros 6,7,8) como resultado da irradiagdo, tais como

fisicas, quimicas e biologicas (Stevenson & Stewart. 1995).
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Quadro 6. Meatodos Fisicos para identificagdo de alimentos irradiados
Método Classificagso” Utilizacao

Impedancia gletrica c Batatas

Viscosimaetria b Especiarias

Espectroscopia perto do infra d Especiarias

yvermelno {NIR)

Lurninescéncia foto- C Especiarias, frutos do mar

estimulada

Termgluminascencia a Alimentcs dos quais  ©s
minerais de silica podem ser
isolados
(6rvas, especiarias, misturas,
camardes)
Frutas frescas e vegetais
Batatas, frutas e vegetais
desidratades, crustaceos e
MaArscos

Ressondincia paramagnética a Almentos contendo ossos:

gletrdmica (ESR) (frango, carnes,  poixes,
pemas de ris).

a Alimentos contendo ceiutose:

(Cascas das nozes de
pistéchio, pé de pimentdo}

{Morangos}

Fonte: Stevenson & Stewarl, 1985.

E conhecido que a aplicagfio do tratamento por radiag8o ionizante

resulta em alteragdes guimicas nos alimentos, assim sendo, a natureza do
composto induzido pela radiagdo depende primariamente da composigdo do
alimento, quantidade de proteinas, lipides, carboidratos, conteddo de agua, eic.
(Kilcast, 1994, Kikuchi et al,, 1996). Em adi¢éc &s condigdes de irradiacas tal

como dose, temperatura, auséncia ou presenga de oxigénio, entre outros,

desempenham um parémetre importante (Dishl, 1995).

DMISSAN KALCNSL IF EREREGIA BUCLEOR 7 SP

P
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Quadro 7. Métodos Quimicos para identificagdo de alimentos irradiados.

Método Classificagso’ Utilizacso
Determinacdo de o-tirosina c Frangos, camarbes, mariscos
Evofucac de gases c camares, frango congelados
Determinagio de hidrocar- 3 produtos que contém gorduras
bonetos de cadeia longa {CG-

MS)

Determinagdo de 2-Alcilciclo- a (Owvos, carmnes am geral
hutanenas por CG.

Ensaio do cometa b Cames, frutas e vegetais.

Fomte: Stevenson & Stewart, 19985,

Quadro 8. Métodos Biologicos.

Método Classificacio’ UtilizagBo
Germinagac c Sementes de citrus, magas,
cereais, feijbes
Microbiolbgico(DEFTIAPC) @ b Especiarias o carmnes
{LAL/GNB)
Imunalbgico [ Carnes, Ovos @ graos.

Fonte: Stevenson & Slewart 1995

# Classificaghes apresentadas nos quadros 5, 7 e 8 sac definidas como:

7 - insuficiente informacdo; a - métodos padrles; b - testes interlaboratorials; ¢ -estudos em
andamenio; d - estudes em eslagio inicial.

De toda esta gama de métodos citados para detecgdo de alimentos
iradiados, enfatizamoes alguns em particular, pois s&o citados (Dalincée, 1992,
Bailiardo, 19393, Delincds, 1993; Morehouse & Ku, 1883; Leonardi, et ai, 1993;
Rahman, 1995; Stevenson, 1994; Schulzki, 1995, McMurray, 1998; Delincée,
1986;) comg promissores para serem utilizados em deteccdo de alimentos

imadiados conforme observamos na guadro S.

Um grande mimero de estudos tém sido desenvolvidos no sentido
de se caracterizar ¢ efeito da radiagado sobre proteinas em alimentos atraves de
mé&todos eletroforéticos ou de cromatografia gasosa (Jeffries 1983, Delincée

1988). Embora estes sejam especifices, mostraram alcance [limitado,
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Possivelmente a imunodetecgio de proteinas seja uma técnica mais recante e
de maior potencial analitico (IAEA-TECDOC-587, 1931).

Quadro 9. Métodos promissores para uso em detecgdo de alimentos
irradiadoes (Woaood, 1995).

Item alimenticio Métodos
Eapeciarias, arvas ¢ Termolumingscéncia{Tl), Ressonancia
vegetais desidratados paramagnética eletrbnica (ESR),
viscosimetria e  alleragbes na
microflora
Carnes, peixes & frutos do mar ESR dos ossos & conchas, TL,

substancias derivagas de lipideos
{Hidracarbonetos, alcilciclobutanonas
e peroxidos), avaliacio de gazes (Co,
H: , eic.) e alteragies no DNA
(eletroforese e  imuno  ensdio)
alteracdes na microflora.

Buibos e tubércuios TL e inibigao da divisao celular.
Para batatas - impedancia
Frutas, vegetais a cereais TL e ESR. Para certas frutas e cereais

0 teste de germinagéo das sementes

Wood, 1896

Stevenson (19858), apresenta dados atuzlizades sobre este método
de identificacéo & os produtos estudados. Qs produtos radioliticos provenientes
dos carboidratos consistemn principalmente de acidos e compostos carbonilicos
(Dauphin & Saint-Lébe, 1577, Adam, 1982), estudos mostraram o aumento da
formacio de amido das frutas irradiagas, possivelmente a formacgao de isdmeros
opticos & caracteristica, porém mais pesquisas devern ser feitas (JAEA-
TECDOC-587, 1891}

A aestabilidade das vitaminas em alimentos irradiados & importante
do ponto de vista nutricional; analise de residuos de vitaminas foi proposto
como métedo de detecgaoe. Thayer (1988), propde gue maiores estudos devem
ser efetuados neste campo, com a finalidade de desenvalver um método de

detecgio. Artigos atuais ndo citam esta metodologia como estabelecida para
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deteccdo de alimento irradiade {Stevenson, 1995). Estudos mostraram efeitos
da irradiagcdo no aroma de certos alimentos, podendo-se determinar alguns
compostos volaleis por cromatografia gasosa (IAEA-TECDOC-587, 1991),
Porém esta metodologia necassita de majores estudos, pois controvérsias tém

sido apontadas.

O método analitico, usando mdltiplos sensores de gas, £ também
rapido, pratico e barato de ser afetuade (Delincée, 1996, McMurray, 1996). A
medida de gases radioliticos formados tais como mongxido de carbono e
hidrogénio, sé&o utilizadas para detecgde de alimentos irradiades. Psla
expedi¢do de gases retidos, aquecidos rapidamente com o calor do microondas
sao medidas as concentragdes por sensores eletroguimicos. O uso de sensores
de gas muttiplos, por exemplo CO, H2, H25 e NH3 aumentam & possibilidade de
andlise de varios alimentos congelados e iradiados ou nio (Stevenson &
Stewart, 1995). O principio do método consiste na medida de alimentos
congselados, carnes em geral, pois caso nao estiversm congelados, o gas
rapidamente se difunde para fora do alimento e ndc conseguimos usar esta
metodologia como medida {JAEA TECDQC-587, 1931; Delincés, 1993;
Stevenson & Stewart, 1995, Rahman, 1995; Delincée, 1996).

Estudos com peixes mostraram uma alteragdo na impedancia na
frequéncia de 50 Hz a 100kHz (Ehlermann 1872). Trabalhos deserwvolvidos no
Japdo e no Brasil, mostram ser possivel detectar batatas imadiadas (IAEA-
TECDOC-587, 1991, Del Mastro & Villavicencio, 1992). Medidas do petencial
elétrico de vinhos, licores, vinagres e sucos foram feitas, porém mais estudos
devem ser feitos neste campo (AEA-TECDOC-587, 1991).

A viscosidade de homogenatos e suspensdes de material biolégico
em solventes como a agua, dependem da extensdo de penetragdo do solvente

na célula e da sua capacidade de permeabilidade, o que & alterada pela
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radiacdo, contribuindo assim para a alteragdo da viscosidade. Medidas da
alterac@o da viscosidade em especiarias, ervas, vegetais secos, peixes, ovos
em p& cferecem um potencial de metodologia de deteccdo de alimento irradiado
{Del Mastro at af, 1991, IAEA-TECDOC-587, 1881, Del Mastro ef al, 1891,
Menazes & Del Mastro, 1993; Radd & Del Mastro, 1883, Bernardes, 1888).

O meétpdo baseado nas alteragfes ocorridas no DNA pode ser
aplicado a grande nimero de alimentos. Novas progressos na analise do DNA
estdo surgindo desde que a inativagdo de microorganismes, desinfestacio de
ingetos de insetos, inibig8c do brotamento ou maturagdo nos alimentos
irradiados pode ser tragada pelc efeito da radiagho ionizante sobre a acido
nucléico (IAEA-TECDOC-5B7, 1851; Cerda ef &/, 1993, Delincée, 1993, 1955,
19896, Cerda et af,1987) A detecgdo do dano produzido no DNA das calulas
pode ser avaliada usando-se a eletroforese em micro gel, as qélulaa N&o
irradiadas exibem uma migracdo limitada do DNA enquantoc que as iradiadas
preduzem "cometas” caracteristicos da irradiagdo (Delincée, 1995; Delinces,
1993, 1885, 1996, Cerda et al.,1997. A estimagio por medidas de fluarescéncia
da timina-glicol induzida por radiagdo é descrita universaimente como método
para material bioldgico (IAEA-TECDOC-587, 1991). Estudos com came de
frango irradiada, processada em microondas, congelada, e varias outras
comparag¢hes estlo sendo desenvolvidos atualmente, assim como com cebolas,
peixes, sementes ¢ outros alimentos {Delincee, 1993, 1995, 1996; Villavicencic
et af, 1995; Cerda et a/.,1987).

Testes de germinagao (haif-embryo test) de sementes de alimantos
irradiados podem constatar variagdes caracteristicas nos cotilédones e nas
raizes. Este tipo de método ja esta bam estabelecido e € usado em rotina para
a identfficagcdo de sementes de frutas citricas, tais como laranjas @ imbes &

cutros tipos de alimentos irradiados pots é facil, pratico e barato [ Kawamura,



34

1992; Belliarde, 1993, Stevenson, 1995 Delincde, 1995 Rahman, 1595
Deiincée, 1996; Villavicencio et.al, 1997).

A deteccio de alimentos irradiados que comtam lipides pode ser
feita por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa {CG-MS), conforme
¢ padrado Europeu EN 1784 {1996), Os produtos radioiiticos dos lipidecs tém
sido extensivamente estudados (Nawar 1983, Merritt ef 2/ 1985, Delincée 1983
|AEA-TECDOC-587, 1991, Villavicencio ef al, 1997), sendo caracteristicos da
iradiagdo do alimento, foi estabelecido gue a formacfo de hidrocarbonetos,
aldeidos, cetonas, metil e etil esteres e acidos graxos livres estao fortamente
ligados com a composicdo lipidica do alimento e as congigdes de irradiagdo. Os
hidrocarbonetos provenientes da irradiagdc de alimentos que contenham
lipides, sao faciimente detectados usando-se esta metodotogia que ndo deixa
de ser sofisticada e cara, porém precisa. Durante a iradiagde, ligagbes
quimicas sao rompidas €m reages primarias e secundarias. Nos triglicerideos,
2% quebras ocorrem principalmente nas posigdes alfa e beta dos respectivos
grupos carbonilicos resultando nos respectivos Cn-1 e Cn-2 hidrocarbonetos
{HC). Para podermos identificar estes hidrocarbonetos, necessitamos de
padrfes conhecidos. Para a detecg@o do HC, a gordura é isclada da amestra
por extragdo com solvente, a fracdo de HC é obtida pela adsorsdo
cromatografica previamente e a separagdo feita por cromatografia gasosa € a
detecgao pelo espectrdmetro de massa (IAEA TECDOC, 1991, Schreiber et af.,
1984; Stevenson & Stwart, 1995, Delincés, 1995; Hartmann ef af, 1997;
Villavicencio ef al, 1997). A detecgdo de Z-alciiciclobutanona, derivado de
lipideos apds o tratamente por radiagso, também & descrito no padrdo Europsu
EN 1785 {1995}, & o metodo & baseado na detecgdo por espectrometria de
massa das ciclobutangnas, apos a separagio em cromatografia gasosa.

Em alimentos secos, os radicais livres induzidos pela radiacdo

persistem por maicr tempe do gue em matertal Umido, podendo assim ser
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detectado com mais presteza (Desrosiers, 1886). O método de detecgdo por
ressonancia de spin eletronico (ESR), foi proposto ha mais de vinte ancs, para
detectar o tratamento das radiagfes em carnes que continham ossos (JAEA-
TECDOC-587, 1991). Vanes estudos intercomparativos foram  se
desenvolvendo no decomer destes ancs, demonstrando o potencial desta
técnica. O principio do métedo estd descrite ne padréo Europeu EN 1786 (1996)
@ EN 1787 (1998) e consiste basicamenie em se observar o sinal assimétrico
originado pela hidroxiapatita contida nas matrizes dsseas do alimentoc que foi
submetido ao tratamente por radiagdc e comparar com ©§ singis pequencs e
simétricos obsarvades nas amostras nao irradiadas. Esta técnica @ utilizada
para se detectar eletrons ndo pareados em espécies reativas tais como oS5
radicais livres. Podem ser detectados em matrizes dsseas ou de celulose
{Delincée, 1992 Villavicencic ef af., 1993, Stevenson, 1994: Duarie ef af., 1995;
Rahman, 1995; Bernardes, 1996),

O principio do método de termoluminescéncia consiste em que
eletrons transferides a um estado excitado, pelo efeite da radiacio icnizants,
retornem com amissan de iuz quando estimulados termicamente.  Alimentos que
contém minerais, quando wradiados, guardam energia pelc processo de
aprisionamento, como resultado da exposicao a radiago ionizante. A liberagio
desta energia se da por aquecimento controlado do mineral isclado. E um
meétode usado em desimetria da radiagdo. e foi introduzido como método de
identificacdo de alimentos irradiados (IAEA-TECDOC-587, 1991). Esta
metodologia bem estd bem estabelecida e & de referencia dos padries da
Comunidade Européia - EN 1788, 1986 (Stevenson, 1995 Delincée, 1995,
McMurray, 1896).

Cooperacbes internacionais tém levado a um grande
desenvolvimento dos métodos de detecgdo de alimentos irradiados, porém

somente cinco dentre os varios existentes, esto a disposigdo das agéncias de
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controle, conforme apresentados no guadro 10. Esses métodos padran estao
publicades no “ Eurcpean Committee of Standardization ™ (CEN) e s&o
aprovados pela comunigdade europeia (CENTC 275/WG. 8 N) {Stevenson &
Stewart, 1995; Delincée, 1996 McMurray, 1996 Wood, 1996). A combinagio
de varios métodos de deteccdo de alimenios irradiados em lugar de um so, é
mais eficaz. Assim sendo, diferentes centros de pesquisa sugerem que sejam
utilizados diferentes testes no alimentc a ser analisade (IAEA-TECDOC-587,
1991).

Quadro 10. Metodos de detecgao de alimentos irradiados.

Padries Aprovados® Métodos Aplicabilidade

EN 1784 - 19983 Analise por cromatografia Cetecgéo  de alimentos
gasosa dos hidrocarbonelns irradiados contendo gorduras

EN 1785 - 1995 Andlise por cromatografia Detecgao de aiimenios
gasosa ! espectrometria de iradkwies contendo gorduras
massa dos 2-
alcilciclobutanonas

EN 17865 - 15956 Ressondncia paramagnética Delecgde gde  alimentos
eletrinica imadiades contendo 0sso0s

EN 1787 - 19596 Ressondncia  paramagnética Deteccdc de  alimenios
eletrénica imadigdos contendo celujose

EN 1788 - 1996 Termoluminescéncia Dedecgdc  da alimenios

Imadiados dos quais se pode
isolar minerais de silica

Wood, 1996 * Padrdes Aprovades na Comupidade Eurcpeia.

Pela revisado bibliografica aqui apresentada depreende-se gque
existe um volume considerave! de publicages relatives & irradiagdo de
alimentos. Mo entanto, devido & grande complexidade e diversidade da
composigdo dos alimentos, ainda se faz necessaria a realizagao de muitos
outros estudos. Este trabatho vem ac encontro da proposta de se ter mais
estudos sobre os efeitos das radiagdes {onizantes sobre alguns componentes
dos alimentos e mais especificamente scbre o feijdc gue & um alimento muits

utifizado pela populagio brasileira.



4 MATERIAIS E METCDOS

4.1 Amositras

Feyao, Phaseolus vulgaris L., var. canoca e Vigra unguiculata
(L.} Waip, var. macacgar. As amostras de feijac foram oblidas no comercio varepsta
da cidade de 530 Paulg, da colheita do sequndo semestre de 1984, As amostras
foram estocadas por 3 meses ne Brasil em temperatura média de 24° C |
embaladas e sacos de papeldo e reembaladas em sacos plasticos. fechadas e
acondicionadas em caixas de papeldo. Apos este periodn, seguiram por via agrea
para a Alemanha. onde foram estocadas em temperatura controlada de 24° C por

mais 3 meses onde foram efetivados os experimentos propostos.

4.2 rradiacoes

Foram realizadas em duas fontes gama de *Co, Gammacell 220
(ARE.CL) aprmeira ng IPEN com uma atividade aproximada de 614 Ci e uma
taxa de dose de 04 kGyh, em outubro de 1994 sende de 1,13 o fator de
uniformidade de dose deste tipo de imadiador. A segunda fonte utilizada, pertence
ac Forchungszentrum (FK}  em Karlsruhe na Alemanha e foi ublizada para a
reirradiagao das amostras analisadas por termciuminescéncia com a dose de 0.5
e1 kGyeataxa de dose era de 10 kGy/h. As doses utilizadas na irachagao
para as analises foram: ©; 0510, 25 50 e 10.0 kGy. A temperatura ambiente
media era de 24° C e as amostras foram processadas em embalagens de sacos de
rapeldo de 1.5 kg, em duplicata, para cada dose proposta. O fator de decaimenio
mensal do ¥Co & de 0,958925,
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4.3 Deternminagio do tempo de cocglo

Apds o processamento com radiagao nas duas variedades, o tempo
dtimo de cozimento foi determinado de duas formas, para cada dose a ser utilizada
nas experimentos de determinagac das vitaminas @ nos ensaios com as dietas dos
animais.

1- Instrumental - Numa primeira etapa, logo apds a iradiagéo, o tempo de cocgdo
o medido n¢ aparelho descrito por Jackson e VYamianc-Malisgn (1981). As
amostras de feijdes foram previamente embebidas, com agua destilada por 17
horas, em temperatura ambiente de 24 °C.  Seguiu-se a metodologia descrita por
Mancini-Filho { 1990).

2 - Avaliagdo sensorial - Apos 6 meses de estocagem, o tempo de cocgdo para as
duas variedades foi determinado utilizando-se um painel de andlise sensorial. As
amostras foram previamente embebidas em agua destilada por 17 horas, a
temperatura ambiente de 24 Ceem seguida cozidas a 100 °C. Para determinar o
tempo &timo de cocgdo, a uma temperatura constante de 100°C, as amostras
tiveram um intervalo de temp inicial de 8 minutos. Os parametros de cocgao estao

listados no quadra 11.

Quadro 11. Condiges utilizadas na determinagio do tempe de cocgdo dos feijbes.

Peso Agua Tempo de Temperatura  Tempo Feso apds
(g) destiada embebimentc docozimentc cialpara cozimento®

i@ (h}’ fcy cozimento® @
Macagar 250 950 17 100 8 1200
Carioca 250 950 17 100 8 1200

1. A 24°C: 2. Equipamanto para cocglio; 8 panelas de ago em foghc elétrico; 3. Tempo necesséro
para a temperatura da agua atingir 100°C; 4. Perda de agua per evaporagio e complementagio com
Aqua farvente.

Na avaliaga0 senscrial para ¢ perfeito termpo de cocgao, Wilizou-se
uma escala de 5 atributos listados no quadro 12 O tempo &tirme foi determinado,
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quando a equipe de andlise sensonal considercu os feijces perfeitamente cozidos,

utilizando as categorias de classificacio descritivas do grau de cozimento.

Quadro 12. Avaliagao sensorial do grau de cozimento.

Catogoria Grau de Cozimento Sabor Textura

A ainda cru cru, acre, dura, seca,

B néa cozido o suficiente ainda cru & acre duro, grio e casca
seca

c perfeitamente cozido qosto tipico, puro “al dente™ macio,
Umida

D totalmente cozido aguada, acido pclpa macia e casca
fime

E re-cozido ingipido, acido polpa macia,

desintegrando

&4 Andilise sensorial

As qualidades senscriais foram medidas por um painel de 5
panelistas devidamente treinados. Durante & apds o cozimento, a textura, a forma, o
odor, a cor e o sabor foram avaliados conforme descritivo dos panelistas, usando
uma escala de nove partos, de acordo com ¢ “Official Collection of Testing Methods
according to paragraph 35 LMBG 1990". A seguinte escala de pontos foi utilizada:

Perfeito, Otimo

Tipico, sam alteragdes

Tipico com pequenas slteracbes

Alteracfes notaveis

Suaves deficidncias

Pronunciadas deficiéncias

Fortes deficiéncias

Muito fortes deficidncias

CoMnenha aHterados (ndo se pode madir).

== N W A D =~ @D O
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Imediatamente apos o cozimente as amostras foram analisadas,

media e desvie padrdo foram calculados e aplicado o teste T

4.5  Ensaio bioldgico

A utilizacao proteica liquida (NPU). a digestibilidade aparente {Da} e o
valor bioldgico aparenmte (WVB). foram calculades de acordo com Pellet & Young
{(1980). Nestas determinagdes, foram utilizados grupos de 8 ralos recém
desmamados, para cada dose de cada variedade e todos receberam dieta e 2gua
‘ad biturm”. (Us ensaios foram de curta duragac (10 dias), sendo 05 CINco primeirgs
dias de adaptagdo as ragdes e as condigbes do ensaio. As medidas feitas de
consumo da dieta, ganho de peso, ingestdo e excregdo de nitrogénio, ingastéo e
excrecdo de matéria organica ndo nitrogenada, excregio fecal e de urma,
permitiram 0s calculos de consumo alimentar. crescimento dos ratos e dos indices
de vaior nutritivo.  Durante os ensaios, a temperatura do laboratorio foi mantida a
20-22° C £ 1° C, com alternancia automatica de clare-escuro em perjodos de 12h e

umidade relativa do ar de 65%.

451 Animais

Foram utilizados 96 ratos, linhagem Sprague-Dawley machos. recem
desmamados, pesando 40 - B0 g, todos SPF {Livres de Patdgenos Especificos)
provenientes do bioteric fornecedor Charles Wiga, Sulzfeld, Alemanha. Utilizaram-
se 8 ratos para cada dose de radiacdo em cada variedade de feijao. Assim que
chegaram, o3 animais eram colocados emn gaiclas Macrolon e tinham acesse livre &
racdo e agua utilizadas normalmente no biotério com a finalidade de aclimatagio,
por 4 dias.  Subseqlentemente. 0s animais foram adaptades. durante 4 dias, a

suas dietas experimentais (a0 ibitum). Apos o periodo de adaptacac, os ratos foram
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pesados e colocados em gaiolas metabélicas individuais de ago inox. Os grupos
foram alimentados com 10 g da ragBo de cada experimento, por 4 dias com acesso
livre de agua. O alimento refutado foi coletado e pesado diariamente. Também as

fezes e a urina foram coletadas e pesadas diariamenta.

4.5.2 Preparag¢do das ragdes

As raches foram preparadas para comter 10% de proteinas
provenientes dos feijdes. A ragao foi preparada da seguinte forma: imediatamente
apos o cozimento, as amostras de feijdo foram passadas no liquidificador,
utilizando-se fodo o caldo. Foram colocadas em bolsas plasticas e fechadas
hermeticaments, apds retirada do ar, congeladas e em seguida liofilizadas. ©
matenial liofilizado foi utilizado no preparc da ragfio. A composicdo da ragdo, para
cada vanedade utilizada, foi preparada segundo Delincée & Bognar {(1993) e é
mostrada nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Composi¢ic da dieta - Feijao macagar.

R " Y sy
Mistura de minerais® 680 g
Oleo de milho Mazola 404
Agucar comum refinado 100 g
Amido de mitho 372 g

Total 1.000 g
a)Mistura vilaminica € 1000 da ALTROMIN (ANEXO 7).~
EMislura de sais minemis C 1000 da ALTROMIN {(ANEXO 2).

Apbs o preparc de cada ragdo, © contelkio protéico de 10% foi
confirnado por analise de micro Kjeldanl.
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Tabela 2. Composigdo da dieta - Feijéo carioca.

Faijiio carioca 544 g
_____ T e e
Mistura de minerais” 80g
Oleo de milho Mazola 40g
Agucar comum refinado 10049
Amido de milho 236 g

Total 1.000g

tIMistura de 5615 minerais C 1000 da ALTROMIN (ANEXC 2).

Os feijdes utilizadoz no preparo das ragdes foram convenientemente
cozidos para a destruicdo dos fatores antinutricionais. Todos os produtos e
reagentes utifizades foram p.a.

4.6 Deferminagdo dos compostos fendlicos

4.6.1 Fendlicos totais

A analise dos fendlicos totais foi feita segundo 0 método de
Swain, T & Hills, W.E. {1959} e foram utikzadas 2,5 g das amostras de feijdo cru e
liofilizade do mesmo lote usado para a analise do valor nutricional. A solugdio Folin
Denis a o carponato de sodic foram utilizadas para a complexagdo e a formacac de
cor. A absorvancia for lida em 720 nm no espectrofetometre.  Foi feito um branco
utiizando-se H;0 ao inves de amostra e para a curva padrio, utilizouse a
catequina em concentragdo de 0 - 0.2 mg mg/mi. Todos os produtos e reagentes
utilizados foram p.a.
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4.6.2 Delerminacdo de taninos

Fara a andlise dos taninos. utilizamos ¢ métode de Price, M.L. et af.
{1878) e também foram utilizadas amostras de feldo cru e liofilizade do mesmo lote
usado para a andlise do valor nutricional. Utlizaram - se 2,5 g de fejao e
adicionaram - se 50 mL do reagente de vanilina 1% metano!l com 4% HCI,
(previamente aquecido a 30°C) para o desenvolvimento da cor. Para cada amostra,
foi feito um branco e para todas as doses de radiagdo, seguiu-se © mesmo
procedimento. A absorbancia foi lida no espectrofotdmetre a 500 nm. Para & curva
Padrdo ulilizou-se a catequina em concentragéio de 0 - 1.0 mg / mL Todos os

produtos e reagentes ulilizados feram p.a.

4.7 Determinagdo dos diferemtes inositois fosfato

As diferentes fragdes dos filatlos foram medidas segundo as
metodologias utilizadas por Greiner (1993 ) e Sandberg & Ahderinne (1886).
200 g de cada amostra foram meidos no moedor moulinex e peneirados am peneira
com mailha de 0.5 mash. Para a extracio, dissolveu-se 1 g da amostra em 20 mL de
HCI 2.4% e agitou-se por 3 horas em temperatura ambiente. Centrifugou-se a
18.000 rpm, 39.200 g por 30 minutos a 24°C. O sobrenadante foi congelado e em
seguida descongelado & cenfrifugado a 16.000 rpm, 31.000 G por 30 minutos a
24°C. 1 ml do extrato foi pipetado e adicionado mais 25 mL de dgua bidestilada,
agitando-se em seguida. Eluiu-se em coluna de alteragdo Anidnica, AG1-X 4, 100 -
200 mesh, lavando-se com agua bidestilada e logo apos com 25 mb da solugao de
HCI (0.025 M). Para a eluigdo dos diferentes incsitéis fosfato, usaram - se 20 mL
de HCI 2 M. Utilizaram-se 15 mL do extrato eluido, para a separagdo das
diferentes fragdes. Colocou-se em banhe de ultra-som par S minutos & evaporou-se
em evaporador rotatorio até 5 mL da amostra, adicionou-se mais 10 mbL de agua

bidestilada e por duas vezes mais repetiu-se este procedimento. Evaporou-se ate
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secar. Apos evaporado, colocaram-se 500 L de dgua bidestilada para dissolver o
mositol fesfato das paredes do fraseo. Levou-se novamente ao banho de ultra-som
por 3 minutas. Congetaram-se as amostras de 500 L. Desta solucao, retiramos 20

uL para usar ng HPLC.

Para & separagdo por HPLC, foram utilizadas colunas LILTRASEF ES
100 RP18 (2x250mm), 0.4mLiminuto. O eluente foi constituido por actdo farmico,
metanel. H;0. TBAH (TetraButilAmonium Hidroxido). 44:56:5:1.5 viv, pH 425 Com
este método pode - se guantificar o hexafosfato., pentafosfato, teirafosfalo e o
trifosfato. O vaior encontrade para IP; & o valor correto, parz o [P, necessito
multiplicar por 1.1; para o IP,, muitiplico por 1.5 e para o [Py multiplico por 2.4 {estes
valores s3o os diferentes indices dos diferentes inositois fosfates). Todos materiais
utilizados foram lavados com solugdo de EDTA a 1 %. Todos os produtos e

reagentes utilizados faram p.a.

4.8 Determinagac do conteudo de vitaminas 8, B; e B,

Foram determinadas flucrometricamente por HPLC |} {high-
performance fiquid chromatography), conforme a metedologia uwsada nes
laboratdrios do Instituto de Quimica e Biologia, Sttutgan, Alermanha (Bognér 19971
Eluigdo isocratica. coluna de nucleosil 120 C18. 5 um (Macherey + Nagel). As
analises foram feitas em duplicatas.

Utiizaram - s& as amestras cozidas e liofilizadas. O contedde de

matéria seca foi determinado gravimetricamente por secagem a 103°C.

Dissolveram - se 20 g de amostra em 100 mL de HCI (0,1 M), & 1 mL de dleo de

silicone. Deixou-se em banho até atingir 250°C e autoclavou-se por trinta minutos.
Deixou-se resfriar até atingir a temperatura de 25°C. Usou-se 610 (L de acetato de
Sodio 2,5 M para Bs e 580 ul para B, e B, O preparo das enzimas foi feito da

seguinte forma: 1) Para By e 8. - Taka-Diastase from Aspergiilus oryzae - marca
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SERVA - 35740, fot pesada 5 g de enzima e dissolvida em 50 mL de H:Q. O que
corresponde a 200 mg por amostra (5/50 mL = 2mlL por amostra = 200 mg /
amostra}, 2) Para B; - B-Glucasidase (SIGMA, EC 3.2.1 21} from Almonds. 25.000
unidades. For pesada 240 mg de enzima e dissolvida em 16 mL H,C. O que
corresponde a 15 mg por amostra.  Pipetaram - se 2 mlL das respectivas enzimas
para Bs, 81 ¢ B; nas amostras. Para Be, Tampou-se e colotou-s& em banho com
agitacao por 18 horas a 37°C. Para B, e B, misturou-se suavemente e colocou-se
por 18 haras no banho a 45°C. Para os brancos. foram feitos os mesmos

procedimentos substituindo-se 0s 12,5 mL de amostra por 2,5 mL de HCI (1 M),

Apos as 18 horas, para Bs, adicionou-se 450 microlitros de H:S0,
(1M} e 15 mL de H;0O bidestilada. Devidamente tampado foi colocado em banho a
20°C por 30 minutes. Completou-se com H:Q bidestlada até 20 mlL. Verteu-se nos
frascos de plastico com tampa e congelou-se. Para Bye B; colocou-se 400 p de
Hz50, (1 M) e 15 mL de H:0 bidestilada em banho com temperaiura de 20°C por
30 minutos, completou-se até 20 mL e agitou-se 3 vezes suavemente, vertel-se nos
frascos de plastico com tampa e congelou-se. Todos os produtos e reagentes
ut'izados foram p.a. A retengdo da vitaming Bs mas amostras foi calculada do
seguinte modo:
% deretencio = A 100

B

A = comeiklo de vitamina em 100 g de malerial liollizado da amastra
imadiada & cozida, inCiuindo o caldo;

B = conteddo de vitarmna em 100 g de material kofilizado da amostra
nao imadiada e cozida, inciuingdo o caldo.

4.9 Determinac¢do do conteitdo proféico

Q conteudo de nitrogénic dos fendes, ragdes, urina e fezes dos
animais, foram detenminados em triplicatas segundo o método de micro Kjeldah
(ACAC. 1884) Determinou-se o conteldo de proteina bruta (% N x 6.25) das
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amostras cozidas e licflizadas dos feijbes. As leituras foram feitas no aparstho
marca Kjeltec Auto 1030. Todos os produtos e reagentes utitizados foram p.a.

4.10 Métodos de defecgdo de iradiacio
4.10.7 Teste de germinacio - “half - ambryo test”

Foram colocados 40 graos de cada tipo de feijac por 3 horas
de molho em dgua destilada, para o desenvolvimenta do teste de germinagan. Para
cada dose, s50 utilizadas trés placas de Petri com 10 graos em cada; forrou - s@
com papel de fillro umedecido e na tampa, identificamos o material coretaments.
Tirou-se a casca dos feides e abriu-se ac meio a sementa. Utilizou-se a metade na
qual permaneceu ¢ eixo embrionario, esta parte foi colocada scbre ¢ papel de filtro
uUmido, as piacas com as amostras de cada dose, foram fechadas com papel
aluminio para garantir a escuridac total e colocadas em estufa controlada a 35° +
1°C, seguindo-se as onentagbes de Kawamura et al. (1996). Apds 24 h inicia-se
a medicio dos brotos e das raizes com registros do crescimento dos brotos & das
raizes em milimetros, conforme ilustrado na figura 2. Baseado na cbservagdo do
crescimento das raizes e folhas por um periodc totat de 3 dias, as diferengas
enconiradas nas medidas das duas espécies estudadas sio avaliadas.‘

Figura 2. Esgquema de medida da germinagéo, pelo “half embryo test”, do
broto & da raiz dos feijdes.
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4.10.2 Testpo do DNA

A eletroforese em gel de agarose honzontal, tem sido o meétodo
padrdo usado para separar. identificar e purificar os acidos nucléicos e seus
fragmentas Utilizou-se ¢ procedimento moedificado por Cerda ef a/. (1993, 1997)

e adaptado par nds, para usc em feijdes.

Fara 0 ensaio de DNA com os feijfes. foram utilizadas 10 sementes
de cada amosira, colocadas por 30 minutos, de melho em H.Q bidestilada. Retirou-
se a casca, cortou-se na regido do broto e retirou-se uma amostra. Pesouse 16 g
da amostra macerada e homogeneizada. 4 mL de PBS pH 7.4 foram adicionados e
levou - se. por 5 minutas ao banho de gelo, com agitagao. Filtrou-se em gase
normal, repetiu-se a filtragdo em filtros com malha de 123 y (toda esta etapa em

banho de gelo por 15 minutos para o amide ir para o fundo).

Pipetaram - se 100 uL da suspensaoc de células & 600 uL da segunda
agarose rnum frasce e misturou-se bem. Pipstaram-se 100 uL desta mistura na
{amina pronta com a primeira agarose e cobriu-se com a laminula. Deixou-se 5
minutos sobre o suporte com gelo. As laminulas foram retiradas e colocadas am
banho na solugac de LISE por 15 minutes. Antes da sletroforeses, as laminas foram
mantidas na camara por 5 minutos na solucdo de TBE. Fez-se a cormrida de
gletroforese por 2.5 minutos € em seguida lavou-se em H,O bidesiilada. colocou-se
na bandgla com papel apsorvente para escorrer 2 em estufa até secagem

{aproximadamente 20 minutos a 1 hora a 50¢ C).

Seguiu-se 0 metodo para a fixagdo & posterior coloracio. A contagem
das células fci feita em microscopio dtico comum. em aumento de 40 vezes para a
contagem € medida do tamanho das celulas. em forma de cometas. Foram
contadas 100 células em cada [amina e para cada formata de célula tipo cometa. foi

dado um numero, como mastra a figura 3.

DMISSAC WACCNEL DE EXNERHGTA KUCLEAT/EP
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Tampao para eletroforese: 045 M TBE (Tris-Borato-EDTA - solucdo estoquel

para 1 litro;

0,445 M tris 549
0,445 M acido boricn 27.5¢g
05MEDTA pHB.O 20 mt

Tampaa LISE 0,045 M TBE com 2.5% de SDS

Tampao PBS, pH 7.4 estéril: Completar para 1 litto com H,O bidestilada (q.5.p).

8g NaCl
0.29 KCI
1 ,44 9 NE;H FOq

Solucao Fixadora: Completar para 1 litrc com H2O bidestilada (q.5.p).
15% TCA
5% ZnS0,

5% Glicenna

Selugio de coloracdo: Para 1 litro (g.s.p.}

A 5% Na;CC,

B 0,02% (NH.}.NQ,
0,02 % Ag NO,
0,1% écido silicotungstico
(0,05 % formaldeido { 37% ig)

Salugéo de interrupcdo: Para 1 litro (gs.p.)
1% HAC

Frimeira agarose - 0,5% L-Agarose em H,0 destilada:
Segunda agarose 0,75 % L-Agarose em PBS.

Todos os produtos € reagentes utilizados foram p.a.

————— —
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4.10.3 Analise por termoluminescéncia

Para esta metodologa, foram utilizados Phaseolus vuigans hn. var.
carioca e duas técnicas de extragdo dos mmerais foram testadas. O isolamento e
as medidas dos minerais foram feitas de acorda com as normas da Comunidade
Europdia, CEN - No. 1788 {1936},

250 g de graos foram colocadas em beckers de 400 mL & completou-
se com H,Q bidestilada. Duas baterias A e B foram feitas:
A- amostras peneiradas;

B- amostras de feijac passadas no banho de ultra-som per 10 minutos.

Para cada batena de (estes. foram feitos os respectivos controles com
H.O bidestitada. Deve-se tomar em conta para esta anglise que, 0§ mmerais 540
sensiveis & luz, ndo deve-se trabalhar em luz irtensa. E crucial para o resultado

desta metodologia. gque o0 ambiente estea limpo de qualquer contaminacio.

As leituras das amostras foram feitas utilizando-se um aparelho
ELSEC modelo C 7185 TL reader com taxa de aguecimento de 10°C/sec. e uma
temperatura final de 500°C. A camara de aquecimerto do leitor de TL era
refrescada com nitrogeénio {99.996%) e o sistema era checado internamenta por

uma fonte da ''C,

Reiradiaram - se as amostras com 0.5 2 1 kGy na Gammacell e
colacou - se em estufa por 30 minutos a 507 € para tirar 03 picos que n&o 530 da
imadiacao. Novamente fez - se a leiturg da TL. o cbleve - se a segunda e a terceira
curva. Somente apds a segunda irradiacdo. pode - se analizar se o material foi ou

nao iradiado. Todos os produtos e reagentes utitizados foram p.a.

OMISSEG NatiChey GE ENERGIA MULLEAR/BP
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4.10.4 Andlise por cromatografia gasosa

Para as analises de CG-MS. utilizou - se as duas variedades de
feydes e foram feitas as comparagdes entre os fendes crus irradiados e ©s
controles, ambos apds s 6 meses de estocagem. As doses de radiacac vanaram
de0.05 10 25 50e 100 kGy. Para a deteccdo dos hidrocarbonetes, a gordura
foi isolada das amostras por extrag&o em solvente. A fragao de hidrocarboneto foi
gbida por cromatografia com  florisl e subsequentemente  usando-se um
cromatografo 4 gas com detector de ionizagdo de chama (FID) acoplado & um
aspectrimatro de massa. Todos os reagentes & matariais utilizados tiveram que
ser checados para evitar possiveis contaminagbes com hidrocarbenetos
(Hartmann ef af. 1995).

Para a extragac dos lipides, seguiu-se a metodologia de Hartmann
ef a/ 1986, onde 25q de cada amostra dos feibes, homogenizados, foram
fisturados com 25g de suifato de sadio anidro. A extragao foi feita utilizando-se
um apareiho Soxhiet durante 5 horas com n-hexano sob refluxo. & analise dos
acidos graxos foi feita pelo preparo dos acidos graxos metilesteres, usando-se o
trimetilsufoniohidroxide (DGF-method C-Al 11e). seguida da quantificacio,
utiizando-se cromatografia gasosa (DGF-methed- C-V! 10a) (Deutsche
(Gesellschaft fur Fettwissenschaft . V. Muanster, 1987).

A isclagao das fragdes dos hidrocarbonetos foram feitas segundo a
metodolegia descrita por Hartmamn et af 1996, Os hidrocarbonetos foram
eluidos com 4 mL de n-hexanc a uma taxa de fluxo de 0.5 - 1 mU/min. Para
evitar evaperacdo, 0.3 mL de iso-octano foi adicionado ao eluato, que foi entéo
concentrado num evaporadoer rotatério até cerca de 0.5 mL. Utilizou-se colunas
da J & W Scientific, DB - 5, 30m x 0.32 mm (i.d.} com fase estacionaria de 0.25

um {3% difenil, 95 % polisiloxang)}, acoplada a uma abertura de retencao, 2m x



0.53 mm {i.d.). fenil desativado {(Macherey & Nagel) do tipog MEGA 5300 da

Carlo-Erba, cromatografe equipado com detector de ionizagio de chama.

Os padrdes foram adquiridos da TelA Technische Lebensmittet
und Urmweltanalytik GrmbH, Berlin. As medidas quantitativas  foram
baseadas na comparagac refativa des picos das areas com os padrdes internos
e as andlises foram feitas em duplicatas. Todos os produtos @ reagentes

utilizados foram p.a.

4. 11 Andfisa estatistica

A andlise estatistica dos resultados sobre a homogeneidade deos
grupos para as variaveis investigadas, foi reslizada aplicando-se a andlise de
vanancia ANOVA (Yaname, 1977).

{Qduandao foi detectada alguma diferenga entre as médias dos grupos.
elas foram comparadas pelo teste t de Student ou pelo teste de comparagio
multipla de Tukey-Kramer, através do programa GraphPad Instat, verséo 2.01, da
GraphPad Softwara.



5. RESULTADQS E DISCUSSAQ

Qs resultados obtidos com as duas variedades de feijdo. Phaseolus
virlgaris L. cultivar Carinca e Vigna unguicufata (L.} Walp. cultivar Macagar, so
mostrados a seguir. A sequéncia dos resultados apresentados obedece 33 analises
do tempo de cocgdo, analise sensorial, fendlicos totais, taninos, inositois fosfatos,
andlise das vitaminas B+, B; e Be, andlise nutricional e os resultados obtidos com os
metodos de detecgdo de alimentos iradiados pelos testes de germinagao, analise
do DNA, tenmoluminescéncia e cromatografia gasosa-espectrometria de massa
para detecgdo de hidrocarbonetos formados no processo de irradiagio nestas dois
cultivares de feijdes irradiados e estocados por 6§ meses. Algumas metodologias
foram apltcadas em apenas um dos dois cultivares, assim coma ern alguns casos
foram utilizadas somente as doses 0 1 e 10 kGy para demonstrar os constrastes

obtidos pelo tratamento com radiagéo.

5.1 Andlise do tempo de cocgdo

Para ambos os cultivares foi observado um decréscimo linear do
tempo de cocgao com o aumento da dose de radiagdo, independente do tempo de

estocagem.

0 tempo de cocgdo para as duas variedades, medidos apos 24 h da
iradiagda, no cozedor Mattson, estd expresso na tabela 3, onde pademos observar
que nas amostras tratadas com radiacdo, ha uma variagdo significativa no tempo

de cozimento.
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Tabela 3. Efeito da dose de radiag3o sobre o tlempo de cocgio dos feijtes, 24

horas apds a iradiacio.

Dose (kGy) cultivar Carioca (min.) cultivar Macagar {min.}
0 65 34
0.5 46 29
1 42 22
25 32 11
& 28 07
10 10 03

A redugdo no tempo de cocgdo apos o tratamento com radiagio, tem
sido descrita para diferentes tipos de leguminosas, de acordo com Nene et af
{1975), Ismail et &/, {1978). lyer of af (1980), Aguilera & Stanley (19858}, Rao & Vakil
(1985), Aurangzeb et af (1990), (Mancini-Filho, 19290), fejjGes brances. ervithas e
lentilnas sofrem pequenas ou nenhuma alteragdc com doses baixas de radiacao.
conforme trabalho de Deslincée ef af {1993). A reduglo no tempo de cocgio tem
sido atnbuida a alteracdas do amide de acordo a Sabularse et al (1991). O
aumento da sclubibdade do amide também for observado logo apds doses de
radiagdoe segundo El-Saadany et af (1979).

Poda-se observar nas figuras 4 e 5, os efeitos das doses de radiagio
sobre o tempo de cocgdo apos B meses de estocagem.  Nas dosas maiores, acima
de 2.5 kGy, o tempoe de cozimento diminuiu bastante, porém estas dases ndo estéo
permtidas para desinfestacao de grdes.  Qutrog estudos tem demostrado que o
amolecimento do tecido vegetal pela iradiagio esta associado a alteragbes nas

substancias pécticas (Yu ef af , 1986).
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Figura 4. Efeitc da dose de radiagio sobre o tempo de cocgae apos 6 meses de

astocagem (fefjdo carioca).
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Figura 5. Efeitc da dose de radia¢aa sobre 0 tempo da coccdo apos B meses
de estoccagem (feljdo macagar).
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Uma vez que a iradiagdc degrada as substancias peécticas que
constituem a lamela media, pode ocorrer uma diminuigdo no tempo de cocglo dos
feijdes. No entanto. o sfeito da imadiagda deve ser otimizado ndo somente na
reducdo do tempo de cocgdo, mas também de acordo com as propriedades
sensoriais, retengdo de vitaminas e qualidade proteica (Delincée of af.,1993).
Estudos com radiag&o ionizante para degradar cefulose de bagago de cana , casca
de arroz e de algodic a serem utilizados em ragdo animal, sio apresentados por
Kikuchi & Del Mastro {1993).

5.2 Andlisa das caracteristicas sensoriais

A influéncia do tempo de estocagem nas caracteristicas sensoriais de
acordo com  a ciassificacio de cor, textura, sabor, odor e forma, sdo apresentados
na tabela 4. Observamos que para as doses de ate 1.0 kGy, os valores
ancontrados demonstram que o alimento encontra-se similar ao controle, nos dois

cultivares astudados.

Para as amostras de 2.5 kGy ndo s80 encontradas grandes vanagbes
relativas a irradiagéo em ambas as variedades analisadas. Nas doses que
excedem 5 kGy, para ambas as variedades, so notadas grandes transformagbes
na odor, sabor, cor, texura e forma, alem de se tormarem inadequadas para o

consumo. conforme julgamento dos panelistas.

Rac e Vakil {1985}, mostram que a intensidade nas alteragfes de cor,
odor e sabor, aumentam em fungdo da dose de radiagdo. Delincée of a/{1853),
citam que ndo ha diferengas significantes para fejdc branco, ervithas e lentilhas

com doses até 5 kGy embora algumas diferencas possam qcomer.



Tabelad.  Awvaliagho das caracteristicas sensoriais dos feljdes canoca e macagar

imadiados e estocados por & meses.

Dose Cor Qdor Sabor Farma Textura
(kGy)
Feijio Carioca
0 g 9 g 9 9
0.5 B8 7-8 7-8 7-8 7-8
1 7-8 7 7 7-8 7
2.5 & & 7 6
5 G = S 7 6
10 B 5 4 5 6

Feijao Macagar

0 8 7 7 8 7
0.5 8 7 7 8 7
1 8 7 7 8 7
2.5 7 6 5 8 7
7 4 4 7 6

10 7 7 7 & 8

Apesar da peguena quanhdade, os lipides em FPhaseolus vulgans,
€40 responsaveis pelo desenvolvimento de "off-flavours” durante a estocagem
destes fejdes (Kermusha ef al, 1988). Estes "off-flavours” sdc relacionados com
produtos da degradagac de acidos graxos insaturados. Os acidos graxos linoléico e
linclénico sdo precursoras de aldeidos volateis de cadeias curtas (Jachav &f
al., 1972, Arens ef al 1973}, e de aldeidos de cadeia longa volateis e ndo volateis
(Grosch & Schawarz, 1971). Os compostos voléteis estdo associados com o
aparecimento do "off flavor' @ com as condigbes de armazenamento { Van Ruth et
al. 1995}, devido principalmente a oxidagéc lipidica.



5.3 Determinagio dos compostos fendlicos

Ate o presente, muitos estudos foram feifos para extensdo da vida
de prateleira em alta temperatura de estocagem e alta umidade direcionados a
alucidar as alteragdes fisiologicas pos-colheita em muitos companentes fisicos e
quimicos relacionados ao tempo de cozimento das sementes. Entretanto. alguns
irabalhos est@o sende feitos para se determinar as alteragfes dos componenies
antinutricionais nos feijdes com relacio ao desenvolvimento do fendmeno de
endurecimentc (Sefa-Dedeh of af, 1979; Vamiano-Marston & Jackson, 1881
Mafuleka ef af, 1933; Kilmer ef af, 1994 Mills et af 1995, Liu, 1997). Nos
ultimos anos. estudos com relagio aos efeitos antinutricionais de cerlos
compestos bioldgicos tais cemo os fitates e os poiifencis tem aumentado.
Todavia, @ pouca a informacdc a cerca do periodo longe de estocagem e a
alteragfo nos diferentes tipos de fendlicos tais como os polifendis totais, ndo

taninps, polifendis, taninos e lignina {Martin-Cabrejas. 1997).

§5.3.1 Analise dos fendlicos totais

Na tabsla 5 cbservamos os resultades referentes as
concentracdes de fendlicos totais, nas duas variedades, depois de terem sido
irradiadas & estocadas por € meses. Em ambas variedades, conforme podemos
oabservar, 05 graocs crus analisados, ndo apresentam modificagdes no teor de
fendlicas totais, frente &s diferentes doses, de até 5 kGy. Forém nas doses de
10 kGy, as diferengas encontradas sdo significativas. Estas resultados mostram
que as doses de radiacio ate 5 kGy, ndo causam efeitos nos indices de
fendlicos totais em feiides ndo cozidos. Nos resultados encontrades para as
amostras cozidas, observou-se uma diminui¢do em funglc das doses de

radiagdo. Na dose de 1 kGy, permitida para desinfestacfio de gréos,
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observamos uma redugdc de 7% nos valores encontrados, em relagdo ao

controle ndo irradiado.

TABELA 5. Efeito de dferentes doses de radiac@o no conteudo total de

fenolicos nas duas variedades de feijbes.

FENOLICOS {mg/g)*
DOSE (kGy) CRU COZIDO
Feijgo carioca
0 0,48 + 0,00° 0,72 + 0,00°
0,5 0,49 + 0,00" 0,73 + 0,05
1 0,48 + 0,01° 0,67 £0,01°
2.5 0,48 + 0.00° 0,63 + 0,02
5 0,49 + 0.01° 0,57 + 0,00%
10 0,52 +0,01° 0,54 + 0,02°
Feijdo macagar
0 0,30 = 0,00° 0,42 + 0,01°
0.5 0,30 + 0,01° 0,39 = 0,00°"
1 0,30 + 0,01° 0,38 + 0,00°
25 0,31+ 0,01° 0,34 + 0,01°
5 0,30 = 0,00° 0,32 +0,01%
10 0,25 + 0,04° 0,29 = 0,01*

(Y = médlas. + desvio-padrfic. (n = 3). Em uma mesma coluna, médias com sobrescrito
diferenies, sao estatisticamente diferentes (P<0 05).

Nossos resultades estao de acorde com os apresentados por Pinn
et al. (1993). Para ambas as variedades, apos o tramento com radiagdo,

encontramas uma redugao nos fendlicos totais preporcional 4 dose de radiagao.



£l

Cigiangbe & Onigbinde (1996), em seus estudos com Vigna
unguicuiata (L) Walp, usaram a mesma metodofogia para medir o conteude de
fenolicos e o©s valores encontrados para as amostras cruas $30 similares aos
nossos resultades, respeitando-se as caracteristicas genéticas e diferencas
climaticas. Pode-se com isso supor que as diferencas nos valores encontrados nas
amostras cozidas sao provenientes de efeitos da temperatura no conteudo total das

amostras analisadas.

Martin-Cabrejas {1997), encontrou em seus estudos que polifenslicos
totais variam em fejdes estocados por longo pericdo quando comparados com
feydes recém colhidos. Desta forma, propde gue a redugdo nos composios
poiferdlicos totais e polfendiicos nao taninicos, deve-se, provavelmente 3
polimenizacac que acontece nestes compostes. resultando em polimeros insoluveis

Hde alto peso molacular.

A redugao de polifenois & maior em sementes cruas gquando
embebidas em solugdo de bicarbonato de sodio. indicanda assitn gue 0s
polifendis estéo reagindo, formando complexos soluves, segundo trabalho de
Vijayakumari et a/. (1896).

Uma vez que os compostos palifendlicos 530 soliveis em agua. na
natureza (Kumar ef al., 1979) e freqlaentemente localizados nas cascas das
sementes (Singh. 1988), a diminuigBo dos fendlicos totais em agua de
embebigdo pode astar sob a influéncia do gradients de concentrag@o deste
meio {Vijayakumari et al, 1996). E conhecido que a precipitagio dos complexos
proteinas-polifensis, ocorre rapidamente em temperaturas elevadas (Clarkson et af |
1982).
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5.3.2 Analise dos taninps

QObsarvamos na tabela 6, que os valores dos tannos para as dois

cultivares indicam uma diminuigac conforme ¢ aumeanto da dose de radiagdo. Tanto

i . para 4s amasiras cnuas como para as cozidas. estes resuitados mostram gue o

tratamanto por radiacio afeta o teor de taninos.

TABELA & Efailo de diferentes doses de radiagido no conteludo totai de

taninos nas duas variedades de feijdes.

TANINOS {mg/g)*
DOSE (kGy} CRU COZIDO
i Feijdo canoca
| 0 1,8 + 0,00° 1.8 +000°
0.5 1.8 + 0,00° 1,8 +0,00°
i ‘ 1 1.7 =0,00° 1.6 +0,00°
. 2,5 1,6 = 0,00° 1,5 £ 0,00°
¢ 5 1.4 +0,00° 1,3 1 0,00°
10 1.4 £ 0.00° 1.0 + 0.00"
Feijdo macacar
Q 0.42 +0.00° 0,64 - 0.00°
0.5 0.40 +0,00° 0,61 =0.00°
1 0.39 + 0,00° 0,59 = 0,00°
25 0,35 + 0,00° 0,53 - 0,00°
5 0,34 + 0.00° 0,49 + G,00°
10 0.29 + 0,00 0,44 + 0,00°

{*} = médias, + desvig-padrdo, {(n = 3}

diferentes, sdo eslatisticamente diferentes {P<03.05).

Em uma mesma coluna, médias com obrescrilo
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Pinn et af. (1983), apresentaram resultados de andlise de taninos em
Phaseolus vufgaris apos a iradiagdo, com doses variando de 0 a 20 kGy, em que
0% valores encontrados tambeém sofreram um decréscimo conforme o aumento da

dose de radiagac.

Estudos apresentados por Ene-Obong (18593), sobre os antinutrientes
encontrados en feijdes, mostraram a varia¢ac do conteydo de taninos em diferentes
variedades de Vigna unguicuiata. Nas concentragdes lidas em mg de catequina /g
de amostra, como as nossas, Nas variedades de cascas mais claras o teor de
taninos encontrado foi nule, porém nas variedades onde a casca era mais escura,
observaram-se valores de até 1.42 mglg. Nossos resuitados também apresentam
uma vanagao de 1.8 mg/g para o fejjg@o carioca e de 042 mgfg para o feijgo
macacar das amostras cruas e de 1.8 mg/g para o feijdo cariccae 064 mg/gpara o

feijao macagar cozidos.

O contelde de taninos encontrados nos diferentes cultivares
estudados por Martin-Cabrejas (1987), variam de 0.03 a 1.58 mg/y, resultados
estes similares sos encontrados por Desphande ef al. (1982) e Barampana &
Simard (1994)

Em geral o iongo periodo de estocagem tende a aumentar
substancialmente o conteude de taninos. Isto ocome possiveélmente devido a
compostos derivados de matenial néo taninico de pegueno peso molecular,
indicando uma atividade bicguimica pds colbeita durante a estocagem (Martin-
Cabrejas, 1997). Tal processo pode incluir a atividade de enzimas peroxidase ( Fry,
1988), as quais podem estar ativas nos tecidos resultantes da alta umidade e
temperatura de estocagem (30 - 40° C, » 75% UR), explicande, assim, o
decréscimo de fendlicos totais, e especialmente fendlicos ndo taninicos,

determinados pefo metade de azul da Prussia por Martin-Cabrejas, 1897
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Apesar da se conhecer 3 acao gdversa na digestibllidade proteica, 0s
tarmos dos feibes podem excercer uma atvidade antioxdante nutricionalmente
benefica, canforme os estudos de Carbonare ef af. (1996). Taninos ¢ outros
polfendlicos (antocianinas. flavondides). sdc sugendas como antioxdantes. por
serem quelantes de ions metalicos de cobre e ferro, alem de extinguirem a
reatividade do radical, por deslocamento do elétron no anel fendlico (Husain et af.
1987, Bors of af., 1990. Chimi ef af, 1991).

5.4 Anilise das diferentes fragdes de inositois fosfatos

Segundo Sandberg & Ahderinne (1986), a maioria dos meétodos
para determinagao de fitatos 530 basecados na precipitacac do ion férnco,
trazendo consigo muitas desvantagens, sendo a mais importanie a nao
discnminag&o entre os diferentes mionositars fostatos. Nosso trabalho utliza ©
metado do HPLC proposto por Sandberg of af (1989), visando a melhor forma
de se detectar dquantitativamente a formagac dos tn-, tetra- penta- e

nexafosfatos nos faydes crus wradiados & nas amostras cozidas.

Mossos resultados para as amosiras cruas do fendo canoca sao
apresentados na tabela 7, onde podemos observar que até a dose de 5 kGy.

nao temos uma variagac significativa na fragde IPs e {Ps .

As fracbes P, e IP; nae foram detectadas. Para as amostras
cozidas foram observadas dimmnuicao da fracao 1P em 21% aproximadamerte.
e com relagdo 8s amostras cruas, um aumento de 57% da fragdo IPs. iP, ¢
quantidades tragos da P, aparecem. (Observou-se gue as amostras cozidas.
conforme ¢ aumento da dose de radiagdo, apresantaram um aumento no teor

das fragbes de IPs & IP, .
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Tabela 7. Efettos da wradiac3c sobre as diferentes fragdes do fosfato de
ingsitcl do feijdo carioca.
DOSE iPg IPs 1P, IP,
{kGy) {umolig)* {(umol/igy* (umolfgy®  (pmolfg)”
Cru
4] 13,5+0,0° 1900 0 0
0.5 13.5+0.0° 19-00° 0 0
1 132017 1.8+ 0,07 0 0
2,5 13,3 £ 0,08 1.9 +0.0° 0 0
5 13.2-00° 19+00 0 0
10 12,2 + g,0° 19+00° 0 0
Cozida
0 10,7 £ 0.0° 30-00° 0,8 = 0° tr
0,5 10,6 +0,0° 3,200 1,2:0° tr
1 10,4 - Q,0° 32:00° 1310° tr
2.5 106 =0.0° 3.2-01° 130 tr
5 106 +0,0° 3.3:00° 1.2 +£0° tr
10 10.3 +0.0° 34=00° 16+0° tr

s = medias, + desvig-padrag, n

diferentes, sao estatisticamenle diferentes (P<0,05)

3). Em uma mesma ciluna, médias com sebrescrita

IPs & IP, aumentam durante ¢ tempo de coziments, pois durante o
cozimento. as fitases enddgenas sdo ativadas pele calor e hidrolisam a fragao
IP; nas formas menares de mioinosito| fosfatos (Greiner, 1993) Ent3o, o
conteado de JP; diminui e IP; e IP, aumentam durante o cozimento, As enzimas
endagenas de degradacdo de fitatos sdo as responsaveis pela reducac do fitato

durante o preparg dos feildes { Gremer & Konietzny, 1898). Este mecanismo
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provaveimente gcorreu com os tedes cozidos e ragdiades, explicando, assim,

05 resuitados obtidos em nosso trabalho.

Durante o processamenio dos aslimentos envelvendo calor
=140°C), os fitatos naturais dos alimentos sdo degradados a formas menores
de Inositols tosfates, 0s quars tem sido descritos como indutores na solubilidade
do terro atraves da formagao de peguenocs complexcs de ferro soluvels
{Bandberg et &/, 1983},

Qs resultados obtidos nas amostras do feijio macacar s&o
expressos na tabela 8, onde podemos observar, que os valores obtidos para as
amostras cruas nao se modihicam signiicativamente para as fragbes |Ps e IFs.

As fragdes 1P, e IPsnao foram detectadas.

Hara as amosiras cozidas, observol - se um aumento de IPs | P,
e tragos de IF: . Os valores de IF; dminuiram em 14% aproximadaments,
quandc comparades com as amostras crugs. As doses mais baixas de radiacas
para os dois casos, n&o mostram ter grande influéncia no teor das diferentes

fragHes.

Segundo Ken & Sanschuck, 1981, o tempo de cocgio de feijdes
brancos aumentou em decorrencia de um menor teor de fitato, indicando, assim,

que a redugdo de fitato € um indicio de aumento do endurecimento da sementa.

Trabaihos desenvolvides por Matison {1946), demonstraram que
ervilhas endurecidas contém menos fitatos do que aquelas com textura normal e
que & remogac deste composto através de maceracdo ou acic enzimatica
nduziu a modificagdo na textura. Porém. varios outros autores discordam
[Nascimento, 18992).
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Tabela 8, Efertcs da rradiagdo sobre as diferentes fragfes do fosfate de

Inositol do feyao macacar

{*) = médias. » desvio-padidg, i

diferenies sda esiatisticamente diferentes (P<0 G5

~ DOSE 1P, (P iP, 1=
(kGy) {umocligr* {umatfgy* (uwmaoligy® {umoligy*
Cru
0 87 -0,0° 13-00° 0 0
0.5 8700 1.3+ 0.0° 0 0
1 8.6+0.0° 1.0-00° 0 0
25 B.7 +0.6° 1,300 0 0
5 8600 1.5 -0.0° 0 Q
10 B6 00 1,3+ 0.0° 0 0
Cozido
0 7.5+0.0° 1$5_00 040 ragos
0.5 74 +00° 1.9=-00° 0.4 =0 irazos
1 75.00° 2.1 - 0.0° 0.4 - Q° races
2.5 7.5-00° 21-00° 04 =0 trages
5 74=00 22=00" 0,4 + Q° tragos
10 7.4+00° 21-00 0.4 =0 tragos

3. Em wma mesima ciuna. meédias carm sobiescile

Os fitates pedem ser removides das sementes por um processc de
difusdo. pois apresentam elevada solubilidade em agua, ou atraves de hidrdlise
enzimatica {Mancini-Fiihc. 1980). Chang et al.. 1877, observaram que os feijdes
embebidos por 10 horas a B0°C. perdiam guase lotalmente o conmteludo de
fitatos. atraves de hidrdlise (75%) e por difusde {(26%) para a agua de
embebimento  Greiner & Konistzny (1988) mostraram em seu trabalho que a

difusdo ocorre somente em altas tempearaturas (S0°C). porém. em atas
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temperaturas ambas, difusao e degradagdo enzimatica s30 responsavels pela
reducac do filato durante o processamento do aimento. Desta forma, comende-
se Juntc com o alimento & agua em que este feijdo foi cozido, estaremos

injenndo os inasitors fesfatos drtundidos no mele.

Muitos fatores. incluindo fitatos e taninos, podem contribuir para
uma baixa biodisponibifidade de ferro nos feybes (Ummadi et af 1995 Os
fitatos tem sido identificados como mibidares da biodisponibilidade ge ferro
(Brune ef af.. 1852} Pesquisas mastram gque ha uma considerdve! variagdo no
conteudo de fitatos conforme a variedade do fejdo, populacio & gendtipo
(Griffiths, 1982).

Excessivas quantidades de fitatp na dieta podem ter um efeito
negativo no balange dos minerais. pois forma complexos insoluveis com
minerais essenciais consequentemente reduzinde sua  biodisponibiligade
(Burbano. 1895).

sequnda Greiner (1993), as fitases do alimento sao ativadas no
estbmagoe humano, Assim, |P; sera degradado a esteres menores de
mioinositol fosfato.  Se estas fitases forem inativadas pelo processamento do

alimento, a degradacac das diferentes fracdes sera :impossivel.

Na tabela S, observou-se que, para as duas varedades. a

atividade enzimatica dminul. conforme o aumentt da dose ds radacao.

Fara as amostras cozidas, nac for vanficada
nenfiuma atividade de fitase, por estas serem termolabeis. Os fitatos s80 menos
degradados durante a fermentacdo de sorgo quando ha alto conteudo de
tanines, indicando assim, um efeito nibidor dos polifendis na atividade das

fitasas.
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Tabela 9. Efertos da irradiagdo sobre a atividade da fitase nas duas

variedades de fejao.

Fitase (mUfg)*

: DOSE (kGy} CRt) COZIDOD
Feijac carioca
0 ' 38,50 + 0,00" 0
0,5 39,00 + 0,00° 0
1 38,50 + 0,36 0
25 37,00 + 0,21° 0
5 30.40 » 0,34° D
10 27.60 + 0,15° 0
Feijdo macacar
3] 15.40 £ 0,21° 0
Q.5 15,00 +0,15° 0
" i 13,50 - 0,06° 0
. 2,5 12,70 0,17 0
11,20 = 0.068™ 0
10 9101 017° 0

(*} = médias, + desvio-padrio, {n”;_ 3. Em uma mesma coluna, medias com sobrescrito

diferentes, sdo estatislicamente diferentes (P<0.05).

Varios metfodos de progessamento de alimentos e tambem ¢
preparacac, tais como embebimento, germinacdo e fermentacao, 0% guais
ativam as fitases intrinsecas dos alimentos, reduzem o conteudo dos fitatos,
sendo que estes mesmos métodos também reduzem o conteiido dos polifendis
{Gustafsson & Sandberg, 1995).
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laivez pela rradiagao ativamos um imibidor livre ce atividade da
fitase. Nossos resultados naoc puderam ser comparados com outros por falta de

gstudos especificos assoclados aos inositois & arradiacao de alimeantos,

5.5 Apalise do contegdo de vitaminas

Us feybes, de modo geral, sdc otades como um dos principais
alimentos tomecedores de tamina & nbotlavina em distas de populacdes do astado
de Sao Paule {Roncada & Mazzilh, 1989). 0 tratamento com alta pressaoc no
processc de alimentos com finalidades de preservagio, tambem pode ser

menos dancso para as vitaminas (Hayash. 1992, Cheftel 1952).

5.5.1 Vitamina 8, - Tiamina

A |teratura cita que entre as vitaminas hidrosoluveis, a vitaminaC e a
B: s&0 as mais sensiveis durante o processamento dos alimeanticios, pois a tiaming,
uma vitamina sensivel, se degrada em muitos composios volateis sob a influencia
do calor e da luz {Boanar &f &/, 1983). E sabido aue as maiores fontes naturais de
tramina sap os gracs, castanhas e faijfes, porém dietas a base de cames podem

ser uma fonte significativa de tiamina na dista.

A tabela 10 mostra s efeitos das diferentes doses de radiagdo nos
dois cultivares estudados apds o tratamento por radiagdo € o periodo de

estocagem de & meses.

Obssrva-se um pequeng efeite no conteudo de tramina no cultivar
carioca nas doses a partir de 2.5 kGy, ja para o cultivar Macagar, nao se observam

perdas signiticativas nas amaostras.

OMISSA

o netinhi LE FNFEGIE MUELENE /P

L ot
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Tabela 10, Efeito da dose de radiagao e do tempo de cozimento scbre

o conteddo de vitamma B Tiamina), nos fejbes carieea &

. macacar.
. Dose (kGy} Conteddo de Tiamina  Tempo de Cozimento  Matéria Seca
ug/100 g matéria seca” {rmir.) af100g Amostra
Feijdo Carioca
0 560 - 45 100 g2.8
0.5 569 - 30° 86 89.3
1 552 +28° 78 92,7
25 520+ 30° 69 97.9
5 4B 1 15+ 62 93,1
10 520 + 20*° 56 98.5
Feijao Macacgar !
0 380 « 30~ 66 97.4
) 0.5 370 - 28° 80 33.6
. 1 395 - 20° h3 931
25 395 & 25° 42 85,1 |
5 383 ¢ M 45 91 .4 |
10 370 - 20™° 30 33.3

() = médias. L desvio-padrao, (n = 4); (™) = médias. - desvig-padrao. (n = 2}, Em uma mesma
coluna, medias com sobrasciile diferenles. s3o estalisticamente diferentes (P<0,05).

Observande-se o8 resultados do contedde de tiamina nas duas
variedades, na figura 6, & comparando-os com as de outros autares, conclui-se Que
o8 resultados obtidos estdo de acdrdo com outros estudos sobre o contatdo de
tiamina em alimentos irradiados (Delincée & Bognar, 18893), em niveis de doses

de 1 kGy. onde ocorrem somente pequenas perdas de vitaminas do complexo B

Bem leguminosas,
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Figura 6. Efeito da irradiagdo sobre o conteudo de tiamina nas duas

variedades estudadas.

Perdas de tiamina sa0 peguenas em graos processados por radiagado
{Kilcast, 1524). Alteragoes estruturais apos o tratamento por radiagao nos feijdes,
podem reduzir o tempo de cocglo e aumentar a retengdo de tiamina {Sreenivasan,
1974).

A tiamina 2 frequentemsnte mais sensive! ao calor do que a
radiacdo, coma maostra os estudes de Josephson ef al (1978), quando compara
carne enlatada e esterilizada por processo térmico e radiagdo. Efeitnos da
radiacao em tiamina encontrada na carne de porco. frango e peixe s&o descritos
por Fox ef al {1989; 1982 1993; 1994) Esitudos com carne de frango. feitos
por Hanis ef al. (1985), mostraram o efeito benéfico da conjugagio entre
irradiagac com baixa temperatura em processos de armazenagem prolongada €

apds cozimento.
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5.5.2 Vitamina B, - Riboflavina

Ma tabela 11, podemos observar os resultados em relagdo ac
comportamento da ribeflavina contida nos feijdes irradiados e estocados por 6

Meses.

Tabeta 11. Efeitc da dose de radiacdo e do tempo de cozimento sobre o
contedds de vitamina B: (Riboflavina), nos feljées carioca e
macacar.

~ Dose {kGy) Contetdo de B, Tempo de Matéria Seca
pg/100 g matéria seca* Cozimento (min.) g/100g Amostra

Feijdo Carioca

0 248 - gme 100 92 8
0.5 245 £ §° 86 88,3
1 242 + §° 78 g2.7
25 245 + 72 69 97 9
5 227 + g~ 62 93,4
10 253 - G 56 98.5
Feijac Macacar

0 172 « g*= 66 97 .4
0.5 193 + &° 60 936
1 200 +7° 53 93 1
25 180 + @° 42 95 1
5 206 = 10™° 45 91 4
10 208 + 8™ 30 93 3

{*J = médias. : desvio-padrio. (n = 4); ("} = médias, = desvio-padrag, (n = 2). Emuma mesma
c¢oluna, médias cam sobrescrito diferentes, s3o estatisticamente diferentes (P<(,05),

Apds este periodo, as andlises indicam um peguens decréscimo

para o feydo carioca, porém nao significativo para as doses de 0.5, 1 e 2,5 kGy.
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Na dose de 5 kGy, houve um significative descréscime & um conseguertte
aumento N3 dose de 10 kGy. Para ¢ feijao macacar, que apresenta uma menor
taxa inicial, verifica-se 0 auments do conteudo de ribaflavina com o aumento da
dose, conforme pode-se visuahzar na figura 7, de acdrdo com a maioria dos
dados encontrades na literatura. Segundo trabaftho de Nene et af {1975}, um
tempo de coziments curto leva a uma retengao de vitaming B: em lentilhas,

feijdes e ervithas.

150

o0

a0

microgramariol g de matérla seca

Oe- .

) -F_alpiu Carnca_-
= Feijio Macagar

Figura7. Efeito dairradiagio sobre o contedde de riboflavina nas duas

variedades estudadas.

0 aumento da concentragado de vitaminas também em alimentos,
pelo processo de irradiagia, tem sido descrite por diversos autores. Segundo
Kilcast (1954}, esses resultados podem refletir um aumento induzido pela
radiagao. A riboflavina tem sido descrta como a vitamina mais estavel nos

tratamentos por radiagao que as vitaminas B, & Bg (Bognar et af,, 1893).

Fonseca ef & (1974) relatam uma perda de 12% de riboflavina,

imediatamente ogo apos irradiacac em dose de 0,15 kGy em kidney beans.
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enquanto que apos 0 pericdo de estocagem de 3 meses, mMostraram um
percentual de perda de 7% em relagdo aos contrbles, Nosses dados estao de
acdrdo com a literatura, em que Adrian & Frayssinet {1875), ndo observaram
perdas de riboflavina em feijdes Macagar em doses de 0,15 kGy. Néo foram
encontradas perdas no conteudo de nboflavina em estudos com milho, trigo &
feijdes tratados com doses de 0,5 a 5 kGy {Badsharh & Kiopfenstein, 1888).

Em geral. os dados da literatura scbre a influéncia da radiagio e a
retengéo de niboflavina em leguminosas. revelam uma peguena cu nenhuma

perda (Defincée et g/, 1993}

553 Viamina B,

Q termo genérico vitamina B é usado para designar todos os
compostos  derivados  3-hidroxi-Zmetilpiridina  (Snall 1986), sendo os trés
vitameros, a piridoxina {PN), o piridoxal {PL) e 3 piridoxamina {PM). As irés
formas s&o igualmente eficazes na nutrigdo e a maior parte da vitamina Bs nos
alimentos estd na forma de piridoxal e piridoxamina. Nenhuma Unidade
internacional {IU)} de atividade de vitamina Be foi definida @ os resultados

analitices sdo expressos sm unidades de peso {mgh.

As fontes alimentares da vitamina By s8o de origem tanto animal
coma vegetal e estd presente em todos os alimentos naturais em carnes cruas.
A maior quantidade de vitamina B presante nos alimentos encontra-se na
forma de PLP. As necessidades ainda nioc sstio bem estabelecidas, porém
sabe-se gue saq influenciadas pela quantidade de ingestdc de proteinas na
dieta. Quando a ingestdo de proteina é mais alevada, a necessidade da

vitamina Bs & maior{Snal|, 1986,
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Na Tabela 12 podemos cbservar a quantidade total de Piridoxal,

Pindoxamina e Piridoxana que foi analisada nos dois cultivares, em amostras

cozidas e liofizadas.

Tabela 12. FEfeito da dose de radiagho e estocagem no conteddo de vitamina Bs

das duas variedades estudadas.

Fejdes { Tempo Conteudo pg/100 g de Matéria Seca” Matéria
X de Seca
Dose | Cocgdo Vitamina Bs (g/100g)
(HGy} {min.} | Pindoxamina | Piridoxal Piridoxina Total Amosira
Feijao Carioca
0 100 162 +8™ 12+2"*  318+10™ 482 +12 92,8
05 86 15313 12+2° 315 +8° 480 = 8 89,3
1 78 1525 12+2° 316 +8° 480 - 6 82,7
2.5 69 1465  41+2° 306 + & 453 + §° 973
9 62 12146 10+2™°  200:1"™ 421 +13~ 831
10 56 111+3=  8+2~ 265110~ 3B4+11%® 585
Feijdo Macacar )
0 66 120+4™ 7-1"™  260+9™ 3876 o7 4
05 B0 115§ 4+1° 258+ 7 377+ 5° 938
1 53 106 + 2° 3:1° 270 + & 79+ 7 93,1
25 42 107 = 3° 3418 266 + 10 376 + 6° 95,1
3 45 104 k6™ 121" 26112  366+7™ .4
10 30 87+ 8™ 411  232x11*®  320+B™ 833

{*) = médias, + desvio-padro, {n = 4); ("} = médias, + desvio-padrdo, {n = 2). Em uma mesma
toluna, medias com sobrescrilo diferenies, sdo estatislicarnente diferentes (P<0,05).

Nossos resultados mostram que o conteudo tolal de vitamina Bg

diminuiu com ¢ aumento da dose de radiacac para ambas variedades estudadas,

conforme ilustrado nas figuras 8e S
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O feijdo macagar mostrou menores valores na soma lotal das
diferentes fragoes, Perdas cbservadas na faixa de doses entre 0.5 - 2.5 kGy para
armbas variedades, 5t30 aproximadamente entre 0 3 6% . Na dose de 3.0 kGy
observamos perdas nafaixade 1a12 % e para 10 kGy, de 14a 19 %. As percas
observadas nas duas variedades estudados, permitiram concluir que a irradiagdo em
dosa de desinfestacdo até 1 kGy provocou um efeito minimo no conteude de

yvitamina B,

Kennedy {1965) ndo encontrou perdas de witamina Bs em trigo
irradiadc com doses de 2.0 kGy e estocado por 3 meses. Underdal ef af {(1873) e
(15976), mostram gue iradiacdo de {ilé de bacalhau e de cavalinha com dose de 1

kGy, 4 temperatura de 0° C causam perdas de 16 e 13 % respectivamente.

Nossos resultades sugerem que a irradiagdo dessas duas
variedades em doses permitidas para desinfestacao de até 1 kGy, preduz
somente uma pequena variacao no conteudo desta vitamina. Estes resultados
estdo de acdrdo com os trabalhes de Bognar, (1983) e Deiincge & Bognar,
(1883), onde s&0 apresentados dados sobre perdas de vitaminas em diferentes

tipos de leguminasas nas doses permitidas para desinfestag¢ao .

Todas as formas da vitamina Bg s&o afetadas pelo caior,
concentragac e desidratagdo {Sauberiich, 1985, Tannembaum et af.,, 1885}, Em
particular, os processos de esterilizagdo de alimentos enlatados induzem a
grandes perdas de vitamina Bs. A esterilizacac do |eite produz uma perda da
36-67/% da vitamina B, assim obsarvamos a necessidade de foriificar ests
preduto. Segundo Gregary (1959), & redugdc da atividade & devida
principalmente 4 perda de PL. embora uma significante propor¢do deste
vitamero seja convertida em PM. PN HC! é estdvel durante processos de
destilacdo, enguante que PM.2HCI e PLHC| sdo 25 a 35 vezes mencs
estaveis (Gregory & Hiner. 1983),
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Em nossos estudos, para ambas as variedades a fragio PL foi a
menor detectada, seguida da fracao PM, e a maior quantidade foi a de PN. A
fragdo PM é encontrada numa propergao de 31 a 33 % aproximadamente, nos
contréles em relacdc a¢ total para os feijfes macagar e carioca
respectivamente. Para doses de 0.5 a 2.5 kGy no feijo carioca a relagio ¢ de
apraximadamente 31,5 % e para o feijdo macagar, de aproximadamante 28 a 30

% em relagio ao total nas mesmas faixas de dose.

Os vitameres aldeidicos da vitamina Bg , PL & PLP, sio
reversivelmente ligados a protetnas comg bases, e a PN-glucosidios, que
ocorrem exclusivamente em tecidos vegetals, sGo rapidamente liberados por
extragao acida em autoclave (Vanderslice et al., 1985). A farma conjugada da
vitamina Bs identificada em feijdes (Tadera ¢ Orite, 1991) libera a vitaming livre
quandc hidrolisada com aleali e com [(-glucosidase ({Tadera, Kaneko e Yagi,
1586).

Saidi & Warthesen (1983} demonstraram que nao havia
degradagac significante de PN HCI em solugio aguosa agquecida em 40 a 60 °C
e estocada por mais de 140 dias em niveis de pH variando de 4 a 7, engquanto
gque PM2HCI, nas mesmas condigdes, mostrou uma perda crescente conforme
o aumento do pH e PL.HCI, mostrou uma marcante perda em pH 5. Ang {(1879)
demostrou que PN.HCI & mais estavel e que PM.ZHCI é 0 mais instavel dos trés
vitAmeros, apds exposic2o em solugdo apuopsa e [uz normal em diferentes

valores de pH.

5.6 Andlise da quantidade protéjca

As amosiras fratadas com radiagio nadg apresentaram alteragdes

apreciaveis no conteudo protéico. Apds o cozimento, conforma a ctimizacio do

] o

1+ 70 %



tempo de cozimentc para cada dose de cada cultivar, os feiides foram
liofilizados & o teor de proteina estimado. pelo metodo de kjeldahl. O conteude
proteico determinado pelo métedo kjeldahl nos feljdes das duas variedades. cru

e cozido @ mastrade na tabela 13,

Tahela 13. Influencra da irradiagdo sobre a porcentagem de proteinas das

duas variedades astudadas.

DOSE % de Proteina®
(kGy) CRU COZID0
Carioca
0 183= 0,7° 178 -10°
0.5 173027 172 -0,8°
1 17,5 =03 18,1 £1.0°
2.5 18,4 +0,5° 182 :0.3
& 18,1 -0,5° 184 =07°
10 18,1 =-02° 183 -02°
Macacar
¢ 23604 241 +02°
0.5 246 =07 243 +02°
1 230+04° 247 =08
2.5 242+ 03 244 -08°
] 246 +02° 247 + (06
10 23103 24,1 -0.03°

(<t = medias. - desvio-padrio, (n = 3.

Em uma mesma coluna, medias com sobresontd

diferentes, sao estatisticamente diferentes (P<{.05).

Os feijdes carioca apresentaram uma guantidade protéica no valor
aproximado de 17% e o feijdo macagar, n¢ valor de aproximadamente de 24%.

Também né&c foram observadas alteragoes apreciaveis nos valores protéicos
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nag diferentes doses de radiagdo a que foram submetidos. Esses valores nos
mostraram que 0 cullivar macagar € mais rico em proteina qué o cultivar

carioca.

Nossos resultados astio de acordo com os obtidos por Delincée et
al. (1993} em estudos com feijbes brancos, ervithas e lentilhas Jlilizando-se
deses de ate 50 kGy. Diehl (1995) mostrou que com doses variando de 10 a 50

kGy, a quatidade protéica n&o & alterada.

5.7  Ensaio biolégica

O ensaio biolégico feite para a analise das duas variedades,
indicou ndo haver grandes alteragbes na qualidade nutricional protéica apgs o

tratamento por radiagac & estocagem de § meses,

Na tabela 14 sac mostrados 0s resultados referentes as medias e
desvios-padréo para Consumo Alimentar {CA) & Ganho de Peso (GP) em
gramas, Digestibilidade aparente (D,), Utilizagdoe Protéica Liguida aparente
{NPLU,) e Valor Biologico aparente (VB,).

O consumao alimentar das ragdes pelas ratos foi em média de 26,0
afrato ac final do experimentc. Embora nas doses mais altas as propriedades
sensorials tenham sido reprovadas pelos panelistas, 05 animais aceitaram bem

a dieta durante ¢ ensaio de avaliagao nutricional.

Em relagdo ap ganho de pesc. nao foram observadas grandes

diferengas entre 0s animais durante o consuma dos dois cultivares.



Tabela 14. Efeitos da irradiagdo ne valor profeico dos fejjdes canoca e
macacar. Consumg Alimentar (CA) e Ganho de Peso (GF) em
. gramas, Digestibilidade aparente (D.), Utilizagdo Protéica Liquida
aparente (NPU,) & Valor Biplogico aparente (VB,).
DOSE CA GP O, NP, VB,
(kGy) (g)” (g (%) {%)" (%)
Cangca
0 358+38° 113-198% B70t52° 565+52"7 843+24"
05 BE+30*  WNS5+26° 640+717 B40+767 B42+38°
1 354+247 1w2+23° 643+67° 542+77° 840+40°
2.5 wE+21° 126+23° 610:50" 521+3.0° g54+14°
5 3|s2+30" 104+286° 63.4+73° 53.1+7.3* R3s+271
10 362+20° 108+20° 647 +47" 55,5 + 50 ° B57+18°
Médias '
Totais 360+28 110223 £4.1:81 542+62 B45+=28
Macacar
0 3B 2+22° 1165:18% 742:13° h19=25"° Bag=-23"°
0% 338+39° 84 -20% 707-44° 496=-486" 701=-31"
1 378117 105123% 749:2386° b69zx40° 759:217
2.5 380x08"° 10,0230" 741+32° 556+£45° 74.9-32*
5 3r1x13? 87+3.0% 726:44° 544+50°% 748+34°
10 3r4=-16" 84+18°% 702+30° 501+38° 71.4+30°
Medias
Totais 387 +2.2 98+24 F28+34 531+42 f28129

(*) = médias, + desvio-padrio, {n = 8). Em uma mesma colyna, medias com sobrescrto
diferentes. 530 estalisticarnente diferentes (P<0,05). As médias tolais sdo calculadas sobre seis
grupos de tratamentos, no total de 48 ratos. Ensaio de curta duragdo (10 dias).
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O ganho de peso dos animais ndo se mostrou influenciado pelas
as diferentes doses, porém variou de acordo com o cultivar incluido na dieta.
Um maior aumento de peso foi observado nos animais que consumiram 0O

cultivar carioca.

Os valores encontrados para a digestibilidade mostram que ela é
diferente para cada cultivar, indicando um valor mais alto para o cultivar
Macacar. Embora os valores obtidos para a analise da qualidade protéica n&o
tenham sido influenciados pela radiacdo, observou-se um pequeno aumento
nos valores da digestibilidade dos feijoes macagar sobre o0s cariocas,
resultando, assim, num menor valor biologico para o cultivar macagar em

relagaqyao carioca.

O NPU mostrou-se igual para os dois cultivares e o VB foi mais
alto para o cultivar carioca, apesar de nao terem sido observadas variagées em

funcdo das doses utilizadas.

Os resultados do presente estudo com os feijdes carioca e
macacar sdo semelhantes aos descritos na literatura. Estudos feitos por
Mancini-Filho (1990) com doses de 0 a 20 Mrads (200 kGy), em feijdo carioca,
mostraram que as radiagdes gama sdo capazes de reduzir o tempo de cocgéo

sem comprometer seu valor bioldgico.

Nossos resultados confirmam que doses de radiagédo de até 10
kGy ndo modificam o valor protéico, isto esta de acordo com estudos realizados
por Carvalho et a/.{1992), quando trabalhou com doses de 5 e 10 kGy e seus
efeitos sobre a qualidade nutricional dos feijdes carioca. Suas conclusées
mostram que o quociente de eficiéncia protéica ndo € afetado pela radiagéo e
que a digestibilidade protéica, o valor bioldgico e a utilizagao liquida de proteina

néo sdo afetados pela radiagdo quando adicionam-se 2% de proteina na dieta.
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Ismail et al (1978) encontrou um aumentc da digestibilidade
enzimatica in vitrg da proteina de lentithas irradiadas com doses de ate 10 kGy.
Estudos com feijdo macagar iradiados com 0,5 kGy ndc mostraram destruigdo
dos amino acidos essenciais nem diminuigdc no valer nutricional nes astudos

com ratos (Adrian & Frayssinet, 1975).

Estudos feitos por Coelho ef a/{(1978) com feijdo macagar,
irradiado ¢om doses de 1 a 10 kGy, cru e cozido | nac mostraram diferengas na
composicac dos aming acidos. Porém, na avaliagdo protéica utilizando ensaio
biolégico com ratos, foram encontradas grandes perdas apos o tratamento com
irradiagdo, mostrando uma grande diminuigdo na taxa de eficidneia protéica
{PER) entre o5 controles e 0s animais Que consumiram a ragédo com o
tratamento por radiaggo. Nunca antes uma grande perda nos valores
nutricionais fora postulada para feijdo macagar tratado por radiaggo e estocado

por 6 meses, o que gara assim, resultados conflitantes na literatura.

Contraditeriaments a esses resuitados, Reddy ef af. (197%), Daguir
gt al 1983, trabalhando com ragdes de lentithas irradiadas para alimentagéo de
aves, ndo observaram perdas protéicas. Delincée af af {1993, 1997) assinalam
que feyjdes irradiades e estocados n8o sofrem quaisquer meodificagbes no seu

valor nutricional.

5.8 Métodos de detecgdo de alimentos irradiados

Um grande numero de métodos analiticos de detecgdo para o
tratamento de alimentos por radiagio tem sido desenvolvido nos altimos anos.
Seguimos propostas em desenvolvimento pela maicria dos pesquisadores nesta
area, onde recomenda-s¢ um teste rapido inicialmente como uma varredura e

em seguida a confirmagdo por metodologias mais sofisticadas. Obtivemos.
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assim, resultados satisfatorios desde a aplicagdo de testes rapidos e simples

até aos mais sofisticados & precisos,

5.8.1T Germinacdo - “half-embrya test”

Os resultados da germinagio apos a aplicacdo do “half-embryo
test’, logo apés irradiagdo & com § meses de irradiagéo e estocagem destas
duas variedades 340 apresentados nas tabelas 15 16, 17 e 18. Nas figuras 10
a 13{a), 580 mostradas as respostas das duas variedades, no inicio (24 h) e no

final do teste (72 h}, para uma melhor visualizagio.

Observamos que ¢ danc causado pela radiagao em raizes e brotos
temn algumas caracteristicas especiais. A tabela 15 mostra os diferentes valores

encontrados durante o teste para as duas variedades.

05 resultados obtidos com as amostras do feijdo carioca indicaram
que no inicio do teste, para as doses de 0,5 e 1 kGy, foi encontrada uma
diminuigdo do alongamente das raizes em relacdc aps controles de

aproximadamente 20%.

Apds 48 h do teste, o alcngamento das raizes apresentou um
aumento desta diferenga para aproximadamente 49%, e ao final das 72 h, para
as duas doses, uma diferenca de 70% em media. Para as doses de 0.5 kGy & 1
kGy aplicadas ao feijac macacar, observamos em média uma redugdo no
alongamento das raizes de 14% (24h}, 23% (48h} e 48% (72h}). O fejdo
macagar apresentou uma resposta maior ao efeito do tratamento por radiacic
ao final do teste. FPara as demais doses, nas duas variedades as diferencas
foram bem maicres, aumentando conforme a dose de radiagéo. Pudemos notar

uma diminigdo marcante no tamanho da raiz, conforme o aumentc da dose de
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radiagdo, e uma estagnacgao do crescimento nos dias subseqUentes, a partir do
segundo dia do teste.

Tabela 15. Avaliagéo do crescimento das raizes (cm) das duas

variedades de feijfes apos a irradiacao "half-embryo test”.

Tempo ()"
DOSE (kGy) 24 48 72
Feljao carioca Crescimento {cm)
¥ 308+32° 751+55° 121.8+12856*
0,5 243+37° 38,6+4,.4" 38,6 + 4,4°
1 240+40° 330+65° 33,0+65"
2.5 85+3,1° 262+21° 2682+21°
5 58+12° 58+12" 58+12°
10 50+00° 50+00"° 50+00"
Feijao macagar
Q 355+ 5.5° 53,3-40° 832+102
0,5 30,2+52° 43,0 +58% 430+58"
1 20828 384+45° 384+45%
2,5 255+30° 206+£32° 206 +32%
5 17.8+58° 228+20" 229+20°
10 10,1+31° 13,4 +28° 124+29°

("} = médias, £ desvio-padrdo, {n = 10).

diferentes, sao estatisticamente diferentes (P<0.05).

Em uma mesma coluna, medias com sobrescrits

A figura 10 compara 0 comprimento das raizes em milimetres, nos

dois cultivares, incubados por 24 h, 1ogo apds ¢ processo de iradiagdo. Para

ambos cultivares, nas doses de 0; 0.5 e 1 kGy, si0 observadas diferengas

significativas de 5 milimetros no alongamento das raizes, de uma variedade

para outra,



Ho

. E-Cul'.wa-r cCaroca
190 - . - - i]l:,;l_t_|'¢ar_l'u'l'acaﬁr

Comprimenlo da Ralz (mm]

25 10
Doze [KGy)
Figura 10. Influéncia da irradiag@o sobre o crescimento das raizes das duas

varjedades de feijbes (24 horas. 1 dia apos imadragdo).

Para as dosas de 25 e 50 kGy. as diferengas do alongamento
das rafzes sdo marcantes, com valores por vofta de 30%. Com 10 kGy, a
diferenga entre as duas variedades & de 50%. Na figura 10a, podemos cbsarvar

nitidamente as diferentes respostas ao tratamento por radiagao.
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Figura 10a. Infludncia da irradiagdo sobre o crescimento das raizes das duas

variedades de feljdes (72 haoras, 1 dia apds irradiagao).

Apos 72 horas de germinacgdoc. em ambas as varnedades, a

resposta do alongamento das raizes do feijdc carioca apresentou um maior
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crescimento em relagio ao feijdo macagar. Porém, ao final do teste, 0s valores
encontrados para o feijdo carioca mostraram-se bem mencres com relagéo ao
feljao macagar. Assim, estes resultados sugerem gue o feijdo carioca tem um
leve atraso na germinagdo. apds o tratamente com radiagdo. Segundo Kikuchi
{1887), sementes do feijd0 carioca irradiadas com 0,5 Gy apresentam um leve

atraso na germinacac.

Conforme se pode observar na tabeta 16, para os trés dias de

teste. as respostas nas duas varnedades s30 bem mencres.

Tabela 16. Avaliagdo do crescimenta {cm)} das raizes nas duas variedades de

feijbes apds 6 meses da irradiagdc.

Tempo (b}
DOSE (kGy) 24 48 72
Feijao carioca Crescimento (cm}*
0 58-04° 13.8+0.7° 200+08"
0.5 3.8:04° 52=04° 7.1+03°
1 4,9+0.0° 98 -04"° 13.2+08°
25 09+00° 1.0=03" 13+04°
5 09+01° 2.1 +03° 38+04"
10 0.5 =007 0,50 = 0.0° 05+00°
Feijdo macacar
0 17,5 +0,7° 217 - 0.8 27.1+05°
05 175+ 05 21,7 =04 239+03°
1 126+05" 154=086" 17.5+0.5°
2.5 6,9 +0,3° 83-04° 108 +0,4°
5 33+04° 33+-04° 33+04°
10 0.5:00° 05-00° 0.5+00°

{*) = meédias, + desvio-padrdo, (n = 10}

Em uma mesma coluna,

diferentes, sac eslatisticamente diferentes (P<0,05).

médias com sobresciito
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Apds 6 meses de irradiagdo e periodo de estocagem, observou-se
uma reducdo no alongamento das raizes desta vez, porem, o feijdo carioca
apresentou nas amostras controles um crescimento menor com relagae ao feijac
macacar. Estes dadps sugerem que o tempo de astocagem interfere também no
alongamento das raizes em até 83% para o feijdo carioca e em 67.5% para o
feijdo macag¢ar, guandg comparados com o5 dados obtidos nos experimentos

com o5 feijies frescos.

A figura 11 compara o fejjao carioca com o macagar. No fejao
carioca pode-se notar um menof crescimente, enquanto que, no feijde macacar
Cchservamos um crescimento bem maior. Alteragbes marcantes sac observadas

para ambas variedades nas doses acima de 1,0 kGy,

iE(:uJHir' hma
= — —iGCulivar Macagar - -

Comprimentc da Ralz fmm}

Ooae |KGy]

Figura 11. Influéncia da irradiagdo sobre o crescimento das raizes das duas

variedades de feijdes (24 horas, 6 meses apés irradiacio).

0Os dados sobre o crescimento das raizes apds 6 meses da
irradiagao e estocagem, no pericde de 72 h do teste de germinagac, para as
duas variedades, sdo comparados na figura 11 {a). Cbservamos assim, uma
gradativa reduclo apds as 72h do teste. entre os controles e as irradiados, a

quai torna-se acaenuada nas doses acima de 1 kGy, para ambas as variedades.
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Figura 11a. influéncia da irradiagdo sobre 0 crescimento das raizes das duas

variedades de feijdes (72 horas, 6 meses apds irradiaggo).

Para os feijdes carioca, as diferencas sao marcantes. Observou-sa
uma redugao no alongamento da raiz de 64,5% e 35% respectivamente para as
doses se 0,5 e 1,0 kGy, Para os feijdes macacar, os valores enconirados foram
de 11,5% & 3b% para as doses de 0.5 e 1,0 kGy e valores maiores que 50%
para as dosas de 2.5; 5 e 10 kGy.

Kawamura ef ai.(1992) fez testes de germinagdo com sementas de
trigo e concluiu que as doses criticas para inibigdc do brotamento das raizes
variam em torno de 0,15 a 0,5 kGy e também que ¢ periodo de estocagem de 12
meses tem um efeito sobre a redugda do comprimento das raizes, induzido pelo
fratamento com radiagdo. Fifield ef 2/ (1987) mostram qQue a geminagéo de
semante de trigo ndc & afetada pela radiacéo nas doses de 0,1 e 0,25 kGy.
Entretarmto, com 0.5 ou mais, causa uma redugdc substancial na germinagio

das sementes de irigo.

Zhu et a/{1993) descrevem um retarde no crascimento das raizes
e brotos irradiados com doses de 0,33 kGy, e com doses de 10 kGy, ndo
registram germinacéo das sementes, o que confirma nossos resullados. Testes

de germinagado com sementes de arroz mostraram, que as doses criticas para
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crescimeanto das raizes variam de 0,15 a 0,5 kGy de acordo com Kawamura et

al. (18982), podendo discriminar tambem, em sey trabalho, as sementes

iradiadas das ndo irradiadas, apds um pericdo de estocagem de 12 meses.

Analisando-se s

resultados da tabela 17, obtidos com a

germinacdo dos brotos medidos em milimetros, pudemos observar que:

Tabela 17. Avaliagdo do crescimento das folhas nas duas variedades

de feijdes apds a irradiacdo "half-embryo test”.

Tempo {h}
DOSE (kGy) 24 48 72
Feijdo caricca Crescimento (cm)*
0 5.0+ 0.0 8.4 +0.8° 158+0,8°
0.5 45405 60-08% 92+13%®
1 42+04° 48+04" 48+04°
25 36+05° 40 +0.0° 40-0,0°
5 3.2+04° 32+04° 32+04°
10 27=-04° 27~04° 27 +04%
Feijac macagar
0 6,317 156=-086" 287 +09°
0.5 62-11° 132 =15% 182+28°
1 81-18 16,0 -0.8* 196+28°
25 50+12° 94-16° 108 +16°
5 36+12° 36212 36+12°
10 36+10° 3.6+ 1.2° 36+10°

{*} = médias, - desvio-padrdc, {(n = 10

Em uma mesma colung,

diferentes, sao esiatisticamente diferentes (P<0.05}).

meédias com sobrescnfg
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Cs brotos do feij@o macagar controle, durante os trés dias do teste,
aumentaram em 5 cm, a cada dia, enquantoc que o5 valores das medidas de
crescimenta do broto do feijde carioca controle, no segundo dia de teste,
aumentaram em 3.4 cm, senda maior o crescimento (7.5 cm) no dlitimo dia do

teste.

Todas as doses aplicadas nas sementes mostraram fer uma
influéncia no desenvolvimento dos brotos nos dois cultivares estudados, sendo

estas modificagdes menores para as doses da 0.5 kGy ao final do teste.

As doses acima de 1 KGy mastram uma redug3o acima de 74,9%
no desenvolvimento dos brotos. no feijo carioca. Para o feijdo macagar, o

percentual foi em media de 61% para as deses acima de 1 kGy ao finat do teste

A figura 12 compara o brotamento das duas variedades apos

as primeiras 24 h de germinagdo.
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Figura 12. Infludncia da irradiagdo sobre o crescimento das folhas nas duas

variedades de feijdes (24 horas, 1 dia apds iradiagéo).
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Apos 1 dia do tratamento por radiacdo, nos feijées caricca e
macacar (controles), as varagdbes observadas sdo pertinentes a cada
variedade, como foi observado no alongamenio das raizes. Para todas as
doses aplicadas, o fejac macacar apresentou um desenvolvimsnio maior,
porem para as doses acima de 1.0 kGy, sdo marcantes as diferencas no

brotamento das duas variedades.

Apos 72 h de periodo de incubagdo, podemos visualizar
claramente na figura 12(a) as diferentes respostas do crescimento dos brotos
entre as duas variedades e o efeilo das diferentes doses de radiagdo. O feijdo
macacar apresenta um indice de mais de 10% de brotamento sobre o fejjao

carioca, exceto nas doses de & ¢ 10 kGy.
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Figura 12a. |nfluéncia da irradiagio sobre © crescimento das folhas nas duas

varedades de feijfes (Folha 72 horas, 1 dia apos irradiacac).

Ma tabela 18, observamos as respostas do crescimento dos brotos
apresentadas pelas duas variedades durante os trés dias de teste apods a

rradiagdo e o periodo de B meses de astocagem.
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Tabela 18. Avaliagdo do crescimentc das folhas nas duas variedades de

feijdes apds 6 meses de irradiagdo.

Tempo {(h)
DOSE (kGy) 24 48 72
Carioca Crescimento (cm)y™
0 1,5+0,2° 56+02° 88+04°
0.5 08-02° 31£02° 45+07°
1 0801 31-02° 45+05"
2.5 1.3+0,1° 1,3201° 1.3+01°
5 1.3+01° 13+01° 13+£0,1°
10 05+00° 05+0,0° 05+00°
Macagar
0 53406 96 +0.8° 15.5+086°
0.5 35+04° 45+08" 65+05°"
1 3.1+05° 42+086°" 50+06°
2,5 26-086° 36+05° 40+04°
5 24+04° 29+14° 29+14°
10 0.5+00° 0,5=00° 05+00°

{1 = médias, + desvio-padrao. (n = t0). Em uma mesma coluna. médias com sobrescrito
diferentes. 530 eslatisticamente diferentes (P<,05).

Qs dados apresentados pelos feijdes carioca estocados por €
meses mosiram um menor dasempsanho no crescimento, quando comparados
com 0s obtides no taste logo apds a iradiagdo. Para os feijies macagar, esse
tempo de estccagem altercu levemente ¢ brotamento na primeira medida do

teste ao final das 24 horas, quando comparados com s recem irradiados.

Conforme podemos observar na figura 13, entre ambas as

variedades & bem distinta & resposta ao crescimeanto. Tanto nos controles
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gquanta nos iradiades, com uma unica excecdo na dose de 10 kGy, em gue ©s
feijdes nac apresentaram brotamento, ndo houve desenvolvimento do

brotamento acentuado nas primeiras 24 h de teste.

Para as doses de radiacdo de 0.5 & 1 kGy, houve um crescimento
similar entre as amostras, proporcicnalmente para cada variedade. Porém, o
feljao macacar respondeu sempre com um auments um pouca maicr no decorrer
o teste.

m_._ —_— _— — - —_ —
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Figura 13. Influéncia da irradiagdc sobre o crescimento das folhas nas duas

variedades de feijdes (24 horas, 6 meses apos irradiagga).

A figura 13a mostra que ainda prevalecem as diferegas antre as
duas variadades de feijdo. Ao final do teste ocbservou-se ainda um decréscimo
proporcional a resposta do brotamento apds o pericdo de estocagem em

relag&o ac aumento das doses de radiagao.

Para as doses de 05 e 1 kGy, o feij@o carioca continuou ao

términc das 72 h de incubacgdo, com respostas similares quanto ao crescimento.
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Figura 13a. Infludncia da imadiagdo sobre ¢ crescimento das foihas nas duas

variedades de fejjGes (72 horas, 6 meses apds irradiagao).

A porcentagem de brotamento € de 49% em relacdo acs controles.
Nas doses acima de 1 kGy, estas porcentagens aumentam para mais de 85%.
No¢ fsijfo macacar, também nota-se esta similaridade, porem com uma diferenca
no crescimento final de até 5 milimetros para cada dose. (© percentual de
crescimento para as diferentes doses variaram entre 58% para 0,5 kGy, 67%
para 1 kay @ 74% ou mais para as doses de 2,5 kGy e doses maiores.

Q “Half embryo test” para identificagdo de alimentos irradiados foi
utilizade por pesquisadeores em diferentes tipos de semantes e todos mostraram
uma resposta significativa para a radia¢gdo (Fifield ef al,1967; Kawamura et
al., 1989 Kawamura et al,1982; Zhu e! al 1993; Kawamura ef al,1996
Villavicencio ef al, 1997),

A identificag&o de sementes irradiadas de grapefruit & descrita por
Kawamura ef al {198%), em que o autor mostra gue o crescimento dos brotos e

raizes totalmente retardade com doses acima de 1,5 kGy. Desta forma, pode-se



identificar as sementes provenientes de frutas que sofreram algum tratamento

por radiagac.

Para sementes de laranjas e limbes, Kawamura eof a/{1989)
propuseram o teste de germinagdo (Half embryc test) como meétodo de
identificacio de citros wradiades. Estudos colaborativos feitps em frutas citricas
por Kawamura et a/{1998) confirmam o0 uso dessa metodologia como

apropriada para detecgio do processo de imadiagio.

Nesse tipo de teste, & convencional dizer que © alimento analisado
sofreu o tratamento por radiagdo, se a determinagdo das amostras irradiadas,
quanda comparadas aos controles, apresentar uma resposta maior que 50%,
ao final dos trés dias da incubagio. Apesar deste conceito ser relativaments
nova, esse teste é citado por alguns autores nos dltimos anos como um metodo
biolggico eficaz para detecgao de sementes irradiadas (Delincéa. 1993,
Stevenson & Stewart, 1995, Rahman ef af., 18985).

5.8.2 Andlise dos fragmentos de DNA - “Comef Assay”

O dano produzido pela radiagéo de ®Co, no DNA das células,
pide ser avaliado nas amostras de feijdes, usando-se a eletroforese em micro

gel,

Na tabela 19, sdo apresentados os dados referentes a extensio
da migragdo do DNA das células. A numeragao apresentada, referente ao tipo
de celula. & uma forma convencionada de se expressar a correspondencia do

comprimentc da migragao dos fragmentos de DNA ertt micrémetros.
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Tabela 18. Analise das alteragdes pcorridas no DNA das duas variedades de

feijdo submetidas a diferentes doses de radiagdo. "Comet Assay”.

Tipo de DOSE (kGy)
Céluta
(pm) 0 1 10
Carioca
1G 0 0 0
2C 150+£26 83125 0
30 373+20 38,6 £45 0
40 48,0+4.0 54,6 +3,5 0
50 0 0 10628
60 0 0 276+ 1,1
70 0 4] 61,3-20
80 0 0 0
Macagar
10 G 0 0
20 90286 73+25 0
30 413+ 20 316+80 O
40 486+15 42332 0
50 0 53+1,1 Q
g0 0 13,3+40 I3+72
70 0 0 636 +7,2
80 0 0 0

meédias, + desvio-padrao, (n = 3).

As figuras 14, 15 & 16 mostram a porcentagem em fungéo dos

diferentes comprimentos da migragdo do DNA da célula, nas doses de radiagio
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| aplicadas de 0; 1 e 10 kGy, com a comparagdo entre os feijbes macagar e

carioca.

Nas amostras controle pode-se observar, nas duas variedades

. estudadas, que a migragao dos fragmentos do DNA aparecem em trés formas
diferentes e caracteristicas no comprimento da migragio. Embora a quantidade

destas células vartem entre os feijdes estudados, as trés formas encontradas

nas amostras para os feijies macagar e carioca sac 3s mesmas, conforme

observamos na figurs 14, em relagdo ac aspecto e tamanho, medidos em

micrometros.
' 70
55 — —_— — - — - ———— . —— ..
gg _ _ "w | DKGY} .
w 5 o fOkay] -1
3 5 T
a2 o]
o ¥ o
g 30
b _ _
- - * 20 | -
15 — ]
10 -
s o
o4 TR T T Oy
70 80

TIPD DE GELULAS

Figura 14. Porcentagem das alteragbes occorridas no DNA dos feijdes ndo

irradiadaos.

Na dose permitida para desinfestagdo, 1 kGy, utilizada
comercialmente, observamaos, conforme a figura 15, que para s variedade

macacar ha um aparecimente de migragdes de diferentes tipo ‘cometa’,
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indicandc gue essas células sofreram algum tipo de agressao externa. Neste

Gaso, a irradiagio influi no compartamenta tipico de cada variedade.
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Figura 16.

Porcentagem de células nos feijdes que receberam a dose

de 1 kGy.
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Porcentagem de células nos feijes que receberam a dose

de 10 kGy.
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Em conira partida, na dose de 10 kGy pode-se cbservar confarme
a figura 16, um aumento da migragdo dos fragmentos tipo "cometa”. revelando
um danc extenso no DNA também em ambas as variedades. Neste estudo,
péde-se determinar as migracdes "cometas” causadas pela irradiagdo, mesmo 6
meses apos o tratamento por radiagdo. Observando-se tambem que, canforme o
aumento da dose de radiagdo, houve um aumento na migragdn dos fragmentos
do DNA. Com doses altas, neste caso, praticamente todo conteddo celular havia

migrado.

Qutros trabalhos com amostras de vegetais foram realizados
visando a identificac@o da relagio dose de irradiagdo versus nivel de migragao
dos fragmentos de DNA. Dentre eies destacamos Koppen & Cerda {(1997), que
utilizaram o meétodo do “comet assay” para identificar sementas de girassol,
lentilhas & soja irradiadas com doses baixas de 0.025 kGy a 1 kGy. Delincée
{1986} comenta 0s resultados de seus experimentos provenientes de alimentos
de origem vegetal irradiados em aceleradeor de eiétrons. Utilizando a técnica do
"comet assay’ como meétodo répido para detecgdo, confirmaram o uso deste
metodo como uma vamedura para a deteccdo gualitativa do tratamento por

radiagio.

A técnica do "comet assay” também pode ser empregada na
identificacdo de tecidos animais imadiados. Haine & Jones {1996} mostraram
tipicos cometas abtidos em tecidos irradiados, diferindo dos obtidos nos tecidos
nao iradiados. Estudos com carnes de frange, porco e bol foram desernvalvidos
por Delincee {1996), em que o0s resuliados obtidos s&c citados como
promissores quande usados para uma varredura na deteccdo de alimentos
irradiados. Belliardo (1993) citou 0 método do “cometa” baseado na elstroforesa
dos fragmentos do DNA da mitocondria, proposto por H. Cerda. como um dos

meétodos de detecgio de alimentos iradiados em desenvolvimento.
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Os resultados obtidos na identificagdo dos fragmentos de DNA dos
feijdes irradiados sugerem a dependéncia do dano tecidual com a dose. Pode-
se assim, dentificar sementes de feijdes irradiadas com a finalidade de

desinfestagao, estocagem e uso agricola.

5.8.3 Andlise dos minerais gue contem silica,por termoluminescéncia

A identificacdo dos feijdes irradiados pela andlise de
termoluminescéncia {TL) pode ser feita atraves da comparagdo dos valores
obtidos dos espectros das minerais aderidos acs feijdes. Pode-se observar que
as amostras que sofreram o tratamento por radiag@o apresentaram valores
maiores em um determinado intervalo de temperatura. A canfiguracéo da curva
oferece um suporte seguro para a identificagao, como pods ser visto nas figuras
17 a 24

Os resultados obtidos em nossas amostras, A e B, mostram que as
duas formas de exiragdo dos minerais foram eficientes. Ambos os processos
utiizados nos propiciaram guantidades de minerais aderidos a casca dos feijbes
suficiente para uma andlise por TL. Estudos apresentados por Schreiber ef af.
{1983} mostraram que os sinais de TL eram muitos estaveis quando medidos

apds meses de irradiacio e astocagem.

Nossos resultades, tais como outros citados na literatura
(Behere et af, 1892; Sharifzadeh & Sohrabpour, 1993, Schreiber ef al, 1993
Khan & Delincee, 1995, Bernardes, 1986), mostraram que podemas detectar,
sem sombra de divida, os alimentos irradiados, guande estes contiverem
contaminantas minerais aderidos 4 sua superficie. Os sinais obtidos apdés §
meses de irradiagac e estocagam no feijdo carioca sdc aprasentados na tabela
20.



Tabela 20. Curva da TL nos intervalos de temperatura de (70-500°C) e {(170-

245°C) nos minerais aderidos aos feldes cartosa,

Intervalo de temperatura

70 - 500°C 170 - 246°C
Dose {(kGy} A B A B
0
% 0,11 0,07 0,07 0,04
1/3* 0,16 0,10 0,12 0,07
0,5
172 0,32 037 0,56 0,48
173+ 0,41 0,49 0,92 0,79
1
% 0,35 0,44 0,41 057
143 0,47 0,59 0,73 0,95
25
1% 075 0.75 0,95 1,15
13+ 0,87 1,27 1,56 1,69
5
% 0,84 0.87 0,98 1,06
13+ 1,15 1,29 1,99 2,30
10
% 1,26 1,26 2.40 2 54
173 1,32 1,47 4.42 4,88

s * 12 - Sdo os resultades da lsitura da curva 1 (obtidos na primeira andlise). divididos peia
leitura da curva 2 {depois da re-irradiacdo dos minerais com a dose de 1 KGy com o

proposito de

normalizagao).

» “"1/3 580 o5 resullzdos da leitura da curva 1 (obtidos na primeira andiise), divididos peia
leitura da curva 3 {depois da re-irradiagdo dos minerais com a dose de 0.5 kGy com o

proposito de

nermalizagao).
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Segundo as normas EN - 1788 {1996), os valores obtidos nas
curvas das amostras irradiadas sdo tipicamente maiores que 0.5 contagens/C,
enguanto que os valores obtidos de amostras nao irradiadas estao geralmente
abaixa de 0.1 contagens’C. Se os valores encontrados estiverem entre 0,1 e
0,9, a interpretacac dos graficos se torma necessaria para se decidir entre uma
amostra imadiada ou ndo. Usualmente, a curva 1 exibe um maximo de leitura
entre 150° C a 250" C; entretanto, baixos niveis de radioatividade causam
sinais & 300° C.

£Em nossos resultados observamos, para as amosiras de 0.5 e 1
kGy. valores gue estdo na faixa entre 0,3 a 0,5 contagens/°C. Assim sendo. os
espectros foram analisados e comparados, conforme mostram as figuras 17 a
24,

Os resuitados observados nestas figuras mostram que a TL dos
minerais contaminantes, comparadas com 2 intensidade dos sinais da primeira
@ segunda curvas, & da primeira e terceira curvas, podem determinar ¢
tratamento por radiagdo em doses de 0.5 kGy ou mais.

. SECHINDA CURVA { 1ty

Hokplate Temp. ([}

Figura 17. Comparagac do espectro da leitura da amostra de feijdo (0 kGy)

COm a curva resposta da re-irradiagdo com 1 kGy.
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Figura 18. Comparagio do espectro da leitura da amostra de feijao (0,5 kGy)

COm & curva rasposta da re-irradiacdo com 1 kGy.
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Figura 19. Comparagdo do espectro da leitura da amostra de feijdo (1 kGy)

Com a curva resposta da re-irradiagdo com 1 kGy.
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Comparacdo do espectro da leitura da amostra de feijfio (5 kGy)
com a curva resposta da re-irradiagdo com 1 kGy.
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Comparagdo do espectro da leitura da amostra de faijdo (0 kGy)

com a curva resposta da re-irradiacdo com 0,5 kGy.
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Figura 22. Comparagdo do espectro da leitura da amastra de feijéo (0.5 kGy)

Com a curva resposta da re-irradiacdo com 0,5 kGy.
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Figura 23. Comparagio do espectro da leitura da amostra de feijSo (1 kGy)

com a curva resposta da re-irradiagio com 0,5 kGy.
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Figura 24. Comparagio do espectro da leitura da amostra de feijio (5 kGy)
COm & curva resposta da re-irradiagac com 0,5 kGy.

As respostas da curva de TL para as amostras jrradiadas s&o
muitc mais aitas quando comparadas com as ndo irradiadas. [sto sugere uma
diferenga entre as amostras irradiadas e as nio iradiadas sobre os resultados
da primeira curva de medidas. Entretanto, uma vez que a configuragdo da
curva depende da natureza dos minerais, a primeira curva & geraiments
nermalizada com uma re-irradiagdo. As respostas encontradas nesta re-
iradiagdo quande comparadas a primeira curva, em nossos resutados,
aumentaram a certeza do processo de irradiagio, excluindo uma identificagéo
falso-positiva, assim como o8 observados por Sanderson ef al. (198%); Delincée
(1992},

Analises por TL de € variedades de feijdes iradiados que

continham minerais agregados a casca foram desenvolvidas recentemente por
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Khan et ai. {1897). Os resultados obtidos por estes autores através da TL, tem
sido semelhantes aos resultados obtidos neste trabalhe e confirmaram que a

deteccao do processo de radiagdo pode ser feita.

Comparando os estudos obtidos por Khan & Delincée (1995) feitos
sobre os minerais insoldveis aderidos 4s amostras de B tipos de especiarias &
ervas de origem asiatica e que recebaram as doses de radiagéio de 1; 5 e 10
kGy, com os encontrados nas nossas amostras nestas doszes, observou-se
respostas semelhantes, Especiarias em geral, foram identificadas por TL, apds
0 tratamente com radiagdo por vérios autores {Behere af al., 1992; Sharifzadeh
& OSohrabpour, 1993b; Schreiber ef af, 1983; Khan & Delincée, 1935
Bernardes, 1996), que também confirmaram a possibilidade da utilizacso desta

ténica.

Polonia af af. (1995) citaram o métode da TL como sendo o melhor
para identificagcé&o da resposta dos minerais contaminantes encontrados nas
pimentas irradiadas. Bernardes (1996) também analisa os sinais dos minerais
agregados nas pimentas irradiadas distinguindo doses de 10 e 30 kGy. Kiyak
(1993} apresentou estudos feitos com TL para identificacdo do processo de
radiagdo em alimentos qua continbham minerais agregados, utilizando batatas,
cebolas e kiwi. Seus resultados foram positivos. Estudos sobre a deteccdo de
cogumalos @ frutas irradiados @ que continham algum tipo de mineral agregado,
sdo descritos por Dangl ef al (1983). Ainda sobre frutas irradiadas,
encontramos trabalhos de Sharifzadeh & Schrabpour (1993} & Khan & Delincée
(1993), apresentaram resultados positivos na detecgdo de datiles irradiados, na
anatise por TL, dos minerais contaminantes aderidos nas amostras.  Andlises
por TL em fragmentos de conchas marinhas foram feitos por Carmichael ef
al(1984) e Pinnioja & Pajo {1995), em gue aos autores concluiram que esse
metedo pode ser utilizado como uma técnica de identificacdo de alimentos
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irradiados sem sombra de duvida. Nossas resultados, corrobaram com toda esta

gama de estudos apresentados na literatura,

5.8.4 Andjise dos hidrocarbonetes por cramatografia gasosa
A irradiacdo dos acidos graxos e triglicérides encontrados nos
feijdes, ariginou a formagdo dos hidrocarbonetos C., e C,zyp por nos

detectados, conforme apresentados na tabela 21.

Tabela 21. Hidrocarbonetos derivados da radidlise dos acidos graxos.

Acidos Graxos Hidracarbonetos induzidos pefa radiacdo
Cn-'l cn—2:1
C 160 &cido palmitico 150 1-141
C 181 acido oléico 8-17:1 1.7 -16:2
C 182 acido linoléico 6549-17:2 1.7,10-16:3
C 18:3 acido linoiénico 6,912 -17:3 1,710,113 - 16:4

Os feijdes estudados continham uma quantidade maior de acidos palmitico,

¢l&éico, linoléico & linolénico, conforme a tabelg 22

Alguns hidrocarbonetos, como por exemplo ¢ pentadecano (C 15.Q), estavam
também presentes nas amostras ndo irradiadas. Esta forma de cantaminagdo ja
foi previamente observada por outros autores, sendo identificada a ocorréncia
de  hidrocarbonetos saturados em funcédo  do tipo de material de
empacctamento (Grob et &, 1981, Morehouse ef af, 1991, 1993, Biedermann ¢t
al, 1992; Schreiber ef af., 18934, Lembke et @/, 1985; Schulzki et al, 1996},
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Tabela 22 Composigao dos acidos graxos das variedades estudadas.

Acido Graxo Carioca Macacar
% %
C 12:0 acido laurico 0,2 -
C 14.0 acido miristico 0.1 0.4
C 150 pentadecilico - 0.1
C 16:0 acido palmitico 11,3 268
C 18:1 acido paimitoleico 0.1 0.9
C17:0 acido margarico 0,2 g2
¢ 180 acido estedarico 189 59
C 181 acido oleico 110 28,5
C 182 acido linoleico 355 19,3
C 183 acido linclénico 36,7 11.3
¢ 200 acida araguidico 0.5 12
C 201 acido gadoleico 0,1 0.5
C 22-24 Acidos maiores 2.3 4,7
% total de gordura 1.0 0.8

100% = total de acidos graxos determinados.

De acorde com a decompasicdo lipidica durante a irradiagaoc,
como propostc por Nawar (1983, 1585 1886), um determinado numero de
hidrocarbonetos podem ser observades. Sends que a quantidade de
hidrocarbonetos aumenta com o aumento da dose de radiago, como observado

na tabela 23.

Hidrocarbonetos insaturades também tém sido observados em
alimentos ndo iradiados, tais como peixes (Schulzk ef a/ 1983) ou em carne
bovina (Hartmann el al, 1995). Entretanto, a degradagfo tipica formando
hidrocarbonetaos Cn-1 @ Cn-2 derivados de acidos graxos precursores 6

caracteristica da irradiagao (Nawar, 1988).



Tabela 23. Formacéo de hidrocarbonetos pela irradiagéo nos feijfes carioca

& macagar,
Hidrocarboneto Dose (kGy)
uag/g gordura D 0,5 1 2,5 5 10
Carioca
C 150 147 1,53 1,87 207 413 6,40
C 1-141 (3,13 0,60 0,93 213 4,87 8,20
C 8-17:1 0,73 0,47 0,73 227 7,33 12,60
c 17-162 - 1,33 2,13 5,07 11,40 18,70
C §9-17:2 - 0,89 1,27 293 7,53 13,5C
C 1710-163 - 0,93 1,53 3,93 9,00 14,80
Macagar
C 150 146 147 1,89 289 4,60 8,07
C 1-14:1 - 1,73 233 6,27 11,60 17,00
C 8-171 - 013 013 0,53 1,00 227
c 17-162 - 0,13 053 1,40 2,33 493
C 69-172 - 0,53 0,53 2,27 4,13 933
C 1,710-163 - <013 033 213 5.27 10,40

E interessante notar que para todos os 3 &cidos graxos, C16 -
palmitico, C 181 - cléico e C 18:2 linoléico, o hidrocatbonete Cn-2:1 ocorre am
uma taxa raior que o hidrocarbonete Cn-1, pelo menos nas dosas acima de 1
kGy. A taxa de hidrocarbonetos Cn-2:1 / Cn-1 & cerca da 1.1 - 1.5 para todos os
trés dcidos graxcs, C 16:0, C18:1 e C18: 2 nas doses de 5 @ 10 kGy nos fejjées
carioca. No feija0 macacar, para C18.2 esta taxaé de 1.2, mas para C160e G
18:1, ha um aumento de duas vezes, 2.1 - 2.5. Foi abservado por diversos
autores gue, a taxa de formacdo de hidrocarbonetos Cn-1 & muito mais alta

para os acidos graxos livres do que para os triglicerideos (Dubravcic and



Nawar, 1976; Nawar et al, 1988). Assim. a presen¢a de acidos graxos ou de
diferentes tipos de gorduras ir8o influenciar a formagdo dos hidrocarbonetos

durante a irradiagéo.

Este trabalho mostra gque os hidrocarbonetos radicliticos podem
ser detectados em feijdes iradiados, usando-se uma andlise de cromatografia
gasosa reiativamente simples. A aplicagdo da cromatografia gasosa para
hidrocarbonetos radioliticos como uma ferramenta de detecgao do tratamento
dos alimentos por irradiagae esta proposta atuzlmente como padréao na
comunidade eurcpéia, sob o registro DIN-EN 1784, 1996, De acordo com esse
método-padrao. todos os hidrocarbonetos, Cn-1 e Cn-2:1, podem ser
detectados. A sensibilidade desse método de detecgio possibilitou uma

identificagao inequivoca dos feijdes iradiados nas doses de 1 kGy & maiores.

A formagac dos hidrocarbonetas caracteristicos formados durante a irradiacéo

ros dois tipos de feide sdo ilustrados nas figuras 25 e 26,

E possivel notar nas figuras 25 e 26 que feijées irradiados na dose
de 0,5 kGy tambem podem ser 1dentificados. porém baixas doses podem ser
detectadas com maior precisdo, usando-se um novo procedimento proposte por
Harmann et af,{1926). Este procedimento proporciona um enriguecimento dos
hidrocarbonetos com simultaneas separagdes dos mesmos em varias fragies,

tais comga afcanos. diencs e trienos. promovendo uma identificagio segurs.

A analise dos fei)des apos 6 meses de irradiagdo e estocagem
mostrou que 05 hidrocarbonetos induzidos pela radiacado exibem uma alta
estabilidade. Uma vez que o tempo de estocagem dos faijdes dura ds uma safra
para outra, a detecgéo dos hidrocarbonetos oferece uma identificagcdo segura

do tratamento por radiagio sab condigfes de estocagem.
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RESUMO DOS RESULTADOS

0 tempo de cocgan dos feijdes foi reduzido com o tratamento pela
radiagao ionizante. Nas doses de até 1 kGy, as qualidades senscriais dos
fehdes ndo foram afetadas. No entanto, doses acima de 25 kGy
reduziram consideravelmente o tempo de cocgio dos feijdies, porém,

comprometeram as qualidades sensoriais,

Os valores encontrados para os fendlicos totais das duas
variedades, até a dose de 2.5 kGy ndo se alteraram. Doses acima de 2,5
kKGy, induziram uma redugdo nos valores correspondentes ao aumento
das doses de radiagdo. Os valores encontrados para os tanings também
mostraram que nas duas variedades, s80 sensiveis as radiaghes

ionizantes para doses acima de 2.5 kGy.

Com o cozimento, os fitato dos feiides foram fragmentados a
formas mencres de fosfato de inositol. Nas amostras cruas tratadas por

radia¢&o e estocadas. ndo foram detectadas as fragbes P4 e IP..

Os feijdes da varietiade carioca apresentaram perda de vitaminas
B, e B¢ na dose de 1 kGy, enguante que a vitamina B; ndo fo! afetada
pelc procasso da iradiagio.

Alé a dose de 10 kGy, ndo foram observadas alteragbes no teor

protéico, no valor bioldgico e na digestibilidade das duas variedades.

O método de detecgio de alimentos irradiados por germinagdo, o
‘half-embryo test’, mostrou ser aplicavel como metodologia rapida e

barata para uma varredura nos feijdes irradiados.
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6.8

6.9

6.10

O teste do DNA & um método rapido de detecglo, que mostrou ser
aplicavel no caso dos feijdes imadiados. Nas duas variedades
estudadas consequiu-se determinar as migragdes causadas pela

irradiacéo;

Na dose permitida de 1 kGy, apes 6 meses de estocagem pode
detectar-se as alteragfies no DNA causadas pela irradiagao. Conforme o
acrascimo da dose de radiagdo, aumentou a migragéo do DNA. Com 10

ky houve migragdo praticamente de todo conteudo celular

Feijdes tratados por radiagdo podem ser detectados pelo ensdio
de termocluminescéncia, desde gue contenham minerais agregados a sua

Ccasca.

A iradiagdo das duas variedades de feijdes, levou & fulrma{;.éﬂ de
hidrocarbonetos que foram identificados como potentes sinalizadores do
processo de irradiagdo. A sensibilidade do método e a estabilidade do
sinal permitem que esta metodologia seja utilizada em alimantos com

gualguer quantidade de lipides.
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7. CONCLUSCES

{s resultados mostram que nae houve alteracdes na concentragao
de vitaminas do complexo B & na qualidade biologica de proteinas das duas
variedades de feijdo, Phaseolus vuigars variedade caricca e Vigna unguictiala
(L.) Waip variedade macacar, quando irradiadas com doses de 0, 0.5:1, 25; 5e
10 kGy. de *'Co.

Os métodes para a identificagdc de alimentos irradiades, “half-
embryo test”, “comet assay’. termojumingscéncia e cromatografia gasosa,
demonstram serem  aplicdveis. A importancia destes metodos & dar ao

consumidor, a garantia de que o alimento foi tratado por radiagao.

Em funcdo dos resuitados obtidos, pudemos concluir que a
aplicagdo da radiagio ionizante de ®Co é um método adequado para ©
tratamento de feijdes. mantando a qualidade de preservacac destes graos, fonte

protéica muito utilizada na alimentagio brasileira.



8. ANEXOS

8.1 CONTEUDOD DE VITAMNAS E OUTROS COMPONENTES NA DIETA

117

Componentes Mistura Vitaminica Dieta final contando
C-1000 2% da mistura vitaminica
Vitamina A 750 000 IE/kg 15 00C 1E/kg
(225  mgikg) (4.5  magkg)
Vitamina Dy 25 000 IE/kg 500 tEfkg
(625  wglkg) (125  pglky)
Vitamina £ 7500 mgikg 150 mgykg
Vitamina K 3 500 mgfkg 10 mg/kg
Vitamina B, 1 000 mgikg 20 mg'kg
Vitamina B; 1 000 mgikg 20 mgkg
Vitamina Bs 750 mg/kg 15 mglkg
Vitamina By 1 500 pa'kg 30 Hg/kg
Niacina 2 500 mgikg 50 mgfkg
Acido Pantoténico 2 500 mo/kg 50 mgikg
Folacina 500 mg/kg 10 mgikg
Bictina 0 mg/kg 200 Hg/kg
Cotina 50 000 mafkg 1000 mafkg
dcida p- & 000 mg/kg 100 mg/kg
Aminobenzoico
Inositol & 000 mglkg 100 mg/kg
Vitamina C 1 000 mg/kg 20 my/kg
Dt -Metionina 173 250 malkg 3465 mg/kg




8.2 CONTEUDO DE MINERAIS E ELEMENTOS TRAGOS NA DIETA

118

Componentes Mistura mineral Dieta final contendo
<-1000 6% da mistura mineral
Calcio 146.0 gfkg 8.76 arkg
Fésforo g7 4 a/kg 5.84 a/kg
Magnésio 878 afkg 0.527 g'kg
Sodio 39.2 gfkg 2.35 g/kg
Potassio 116.5 afkg 6.99 o/kg
Clora 63.5 gfkg 381 afkg
Enxofre 10.6 a/kg 0.632  alkg
Manganés 1734 mg/kg 104 mg/ky
Zingo 387 mg/kg 23.2 mgfkg
Cotxe B52 mglkg 511 mgfkg
lodo 7.5 mglkg 045 mgikg
Molibdenic 3.31 mglkg 0.20 mgikg
Fluor 701 mokg 4.20 mgfkg
Selénio 3.84 mg/kg 023 mgkg
Cobalto 2.06 mgikg 0.12 mg/kg
Aluminic 70 wg/kg 42 Hg'ky
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