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RESUMO

Os preparados solidos para refrescos sdo muito consumidos pela populacdo devido,
principalmente, oferecerem praticidade em seu preparo, estarem disponiveis em varios sabores
de frutas e apresentarem baixo custo de aquisicdo quando comparados a outros tipos de bebidas
industrializadas. Apresentam formulacdo complexa, constituidos por varias classes de aditivos
alimentares. No entanto, ndo existem na literatura cientifica estudos de toxicidade sobre estes
alimentos. Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar a toxicidade em nivel celular de sucos
industrializados do tipo em po6 de Laranja e Goiaba, de trés diferentes empresas alimenticias.
Esta avaliacdo se deu por meio das células meristeméticas de raizes de Allium cepa L., nos
tempos de exposicado de 24 e 48 horas em duas concentragdes, 30g/1000ml, considerada ideal
para consumo de acordo com os rotulos das amostras avaliadas, e 30g/500ml. A partir dos
resultados obtidos verificou-se que os dois tipos de sucos, das trés empresas consideradas, nas
duas concentracOes e nos dois tempos de exposicdo analisados, promoveram relevante efeito
antiproliferativo aos meristemas das raizes, e ocasionaram numero estatisticamente significativo
de alteracbes de fuso mitdtico e micronlcleos as células do organismo de prova utilizado.
Portanto, nas condicGes de estudo descritas, todas as amostras de sucos em po testadas foram
citotoxicas e genotoxicas.

Palavras-chave: sucos industrializados em po6; toxicidade em nivel celular; indice mitético;
aberracdes celulares; Allium cepa



ABSTRACT

Powdered juices are widely consumed by the population especially because of their convenient
preparation, availability in various fruit flavors and low cost when compared to other
industrialized beverages. They have complex formulation, consisting of several classes of food
additives. However, there are no scientific studies on the toxicity of these foods. Thus, this
study evaluated the toxicity at the cellular level of industrialized powdered juices of orange and
guava flavors of three different food companies. This analysis was made using root meristem
cells of Allium cepa L., at the exposure times of 24 and 48 hours, and two concentrations,
30g9/1000mL, considered ideal for consumption according to the label of the products, and 30
0/500mL. Both flavors of juices, of the three companies, in both concentrations and the two
exposure times promoted significant antiproliferative effect to root meristem cells and caused a
statistically significant number of mitotic spindle changes and micronuclei in cells of the test
system used. Therefore, under the studied conditions, all the samples of juice powder exhibited
cytotoxic and genotoxic potential.

Key words: industrialized powdered juice; toxicity at the cellular level; mitotic index; cellular
aberrations; Allium cepa.
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1 INTRODUGCAO

Devido ao acelerado ritmo de vida urbana, o consumo de sucos industrializados do
tipo em p6 aumentou consideravelmente nas ultimas décadas tendo em vista a
praticidade, a durabilidade, a boa qualidade sensorial e, principalmente, seu preco de
mercado, considerando muito inferior quando comparado a outros tipos de bebidas, como
por exemplo, os refrigerantes (FERRAREZI et al., 2010). Estas bebidas sdo preparadas a
partir da dissolucdo do po de suco em agua, com o intuito de simular o sabor do suco de
fruta natural.

No Brasil, os sucos industrializados deste tipo estdo perfeitamente integrados ao dia
a dia do consumidor também em virtude de renderem muitas porcGes e estarem
disponiveis em varios sabores. Sdo utilizados em mais de 60% dos lares brasileiros, com
consumo anual de 16 litros por pessoa adulta (FERRAREZI, et al., 2010). No entanto, ao
longo dos anos estes preparados sélidos para sucos sofreram diversas alteracbes em
relacdo a sua formulagdo quimica, entre elas, a adicdo em grandes quantidades de aditivos
alimentares, como acidulantes, conservantes, aromatizantes e corantes, a fim de melhorar
as caracteristicas sensoriais e a vida de prateleira do produto (BRITO et al., 2008). Assim,
devido a grande quantidade de compostos quimicos presentes em sua composicao, 0
consumo destas bebidas, de maneira geral, € motivo de debate entre muitos pesquisadores
e profissionais da area de vigilancia alimentar, que as consideram maléficas a salde da
populacdo, principalmente, das criancas (FERRAREZI et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2006).

Com excecdo dos compostos quimicos para cor, os outros aditivos alimentares
presentes em sucos industrializados, até o0 momento, foram poucos estudados do ponto de
vista toxicoldgico. Estudos recentes demonstraram efeitos adversos de alguns destes
compostos, como reacdes alérgicas, mal funcionamento do figado, alteragdes na absorcéo
de sais minerais pelo trato digestdrio e toxicidade em nivel celular (OLIVEIRA et al.,
2013; CHEESEMAN et al., 2012). Porém, ndo foram encontrados na literatura cientifica
trabalhos de avaliacBes toxicoldgicas diretamente realizadas nas solugdes obtidas da
diluicdo de sucos industrializados em p06. De acordo com Ferrarezi et al. (2010), estas
avaliacOes sdo importantes por promoverem a seguranca alimentar da populacéo frente ao
consumo destes alimentos e também podem ser a base de elaboragdo ou modificacdo de

estratégias de seguranca alimentar das agéncias de vigilancia alimentar.
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Os bioensaios vegetais sdo considerados bastantes sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos citotoxicos de compostos quimicos (IGANCI et al., 2006;
CARITA; MARIN-MORALES, 2008) e a Allium cepa L. (cebola), por meio da regi&o
meristematica de suas raizes, € tida no meio cientifico como um eficiente organismo teste
para a avaliacdo de toxicidade aguda em nivel celular (MATSUMOTO et al., 2006;
HERRERO et al.,, 2012). Este organismo de prova possui excelentes propriedades
cinéticas de proliferacdo, cromossomos grandes e em nimero reduzido (2n=16) o que
facilita a deteccdo de aberracfes celulares e de fuso mitético (TABREZ et al., 2011).
Também permite a verificacdo de alteracdes no indice de divisdo celular ou mitotico
quando exposto a compostos quimicos com potencial acdo citotoxica (ARUNG et al.,
2011; NUNES et al., 2011; GERAS’KIN et al., 2011).

Assim, com base no que foi abordado, objetivou-se neste trabalho avaliar a
toxicidade em nivel celular de preparados solidos para refrescos, de Laranja e Goiaba, em
células meristematicas de raizes de A. cepa. Estes sabores de sucos foram escolhidos em

funcéo de serem amplamente apreciados pela populagdo em geral no preparo de refrescos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nas Ultimas décadas, o consumo de alimentos industrializados cresceu
significativamente, pois a rotina das pessoas ficou mais acelerada e o tempo para as
refeicbes diminuiu. Esses produtos sdo escolhidos por sua praticidade e rapidez de
preparo, além da durabilidade e qualidade sensorial (MORSCHBACHER; SOUZA,
2011). Sendo os sucos industrializados do tipo em p6 um desses produtos muito
consumidos pela populagéo.

O suco de fruta pronto para beber é o principal responsavel por essa expansdo, que
vem acompanhar a tendéncia mundial de consumo de bebidas que oferecem
conveniéncia, sabor, inovacdo e prazer (De Marchi 2001; Rosa et al 2006), que nas
ultimas décadas esse consumo e alimentos industrializados cresceu significativamente
(MORSCHBACHER; SOUZA, 2011). Dentre os sucos industrializados conhecidos como
preparados solidos destaca-se o suco de laranja e de goiaba, 0s quais apresentam em sua
composicdo aditivos alimentares como os acidulantes, edulcorantes, aromatizantes e
corantes artificiais dentre outros.

De acordo com Cunha (2008), aditivo alimentar é considerado pela legislacdo
brasileira como uma substancia intencionalmente adicionada ao alimento com a
finalidade de conservar, intensificar ou modificar suas propriedades, desde que néo
prejudique o valor nutritivo do produto. Lima (2011) afirma que os aditivos alimentares,
embora sejam muitas vezes imprescindiveis em certos produtos, mostram-se como 0S
principais responsaveis pelos danos a saude, sobretudo quando ingeridos diariamente em
grandes gquantidades nos alimentos que os contém, ou quando os alimentos em que estéo
contidos apresentam quantidades superiores ao recomendado pelas autoridades ligadas a
alimentacdo e a saude. Este mesmo autor também assegura que diversos estudos apontam
reacOes adversas aos aditivos, como reacBes toxicas ao metabolismo gerando quadros
graves de alergia e carcinogenicidade.

Sabe-se que alguns aditivos alimentares causam danos a salude da populacdo,
dessa forma, a seguir serdo citadas as aplicacGes e aspectos toxicoldgicos de alguns
aditivos alimentares, presentes nos sucos industrializados. Os corantes sdo usados para
restaurar possiveis perdas de coloracdo que ocorrem durante a producdo e
armazenamento, para manter a uniformidade do produto e atender as expectativas dos
consumidores, além de tornar os produtos mais atrativos (CUNHA, 2008). Duas classes

bem distintas de corantes estdo disponiveis para uso em alimentos, os sintéticos e 0s
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naturais. (CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002). Nos ultimos anos tem-se
discutido a respeito da toxicidade dos corantes sintéticos e dos riscos que podem causar a
salde. Muitos dos problemas de salde, como rinite, bronco constricdo, alteraces
cromossdmica, desenvolvimento de tumores, entre outros, tém sido reportados por
diversos autores (MARMITT; PIROTTA; STULP, 2010).

Segundo Santos, Demiate e Nagata (2012), os corantes tém sido pesquisados

quanto a sua toxicidade, pois podem causar doengas como cancer e alergias. Estudos
realizados por McCann et al. (2012) concluiu que o consumo de corantes artificiais
provoca hiperatividade em criangas, podendo causar impulsividade e desatencéo,
prejudicando seu aprendizado, principalmente na escola. Os corantes do grupo azoico
merecem destaque devido ser os mais utilizados em todo o mundo ndo s6 na industria
alimenticia, mas também na industria téxtil, em cosméticos, couro e papel, devido terem
baixo custo e variedade de cores (LOPES et al.,
2007; ALEBOYEH; OLYA; ALEBOYEH, 2009; ARAUJO; YOKOYAMA; TEIXEIRA,
2006). Entre os corantes desse grupo destaca-se o amarelo creplsculo, vermelho 40 e o
amarelo tartrazina (ROLLEMBERG, 2006). Ambos 0s corantes presentes nos sucos
industrializados; dessa forma, sdo necessarios cuidados quanto as quantidades de ingestéo
desse aditivo, pois diversos estudos na literatura relatam quanto as possiveis reacdes
adversas ocasionadas pelo consumo de produtos que contenham essas substancias, entre
elas, o bronco espasmo, urticaria e angioedema. Além disso, a tartrazina pode
desencadear hipercinesia em pacientes hiperativos (BALBANI; STELZER;
MONTOVANI, 2006).

Estudos tém demonstrado que o uso prolongado de corantes alimentares na
mucosa gastrica de ratos ocasionou um aumento significativo na migracao de linfécitos e
eosinofilos na mucosa do antro gastrico desses animais. O que proporcionou resultados
positivos em ndo desencadear efeitos carcinogénicos em relacdo a dose e o tempo de
utilizacdo(7,5mg de tartrazina/kg/dia durante dez meses), mas, por medida de seguranca
0s autores sugerem outros estudos modificando-se a dose e tempo de exposicdo a
tartrazina, de forma a permitir a observacdo dos efeitos associados a outros carcin6genos
(MOUTINHO et al, 2007).No entanto em estudos realizados por Sasaki, et al.(2002) os
corantes Vermelho 40 e Tartrazina induziram danos no DNA em estdmago, colon e/ou
bexiga urinaria com dose de 10mg/kg para a tartrazina e 100mg/kg para o vermelho 40.

Em estudos realizados com 0s corantes naturais urucum e circuma por Chagas, et
al. (2014) mostraram que, as doses testadas desses corantes foram citotoxicas as células

meristematicas de raizes de cebola, nas condi¢es analisadas. Também presentes nos

15



sucos industrializados, os aromatizantes servem para fornecer sabor e aroma aos
alimentos industrializados, aproximando-os ao maximo dos produtos naturais,
aumentando assim a aceitacdo do consumidor. Essa classe de aditivos podem ser
classificada como: natural, sintético idéntico ao natural, sintético artificial de reacdo ou
transformacéo, de fumaca (MAGALLI, 2006). Nos aditivos artificiais quando as doses séo
elevadas, podem provocar ages irritantes e narcéticas, outros podem produzir toxicidade
cronica em longo prazo, sempre que sejam empregados em doses superiores as
recomendacgdes (SALINAS, 2002).

Estudos recentes demonstraram que 0s aromatizantes alimentares podem ser
bastante toxicos quando utilizados por tempo prolongado, promovendo hiperatividade em
criancas com e sem deficit de atengdo (STEVENS et al., 2013), diminuicéo significativa
na concentracdo de hemoglobina no sangue, alteracbes drastica no funcionamento do
figado, diminuicdo significativa no peso de camundongos (HANAN; MONAN, 2013),
alergias, hipersensibilidade cutanea, indigestdao em humanos (ANDERSON et al., 2013).

Assim como 0s corantes e 0s aromatizantes, os edulcorantes, séo adicionados aos
preparados sélidos para refresco, essa classe de aditivo alimentar compreendem um grupo
de substéncias, utilizadas em substituicdo a sacarose, que compartilham a propriedade de
interagir com receptores gustativos e produzir uma sensacdo que percebemos e
denominamos de doce. S&o substancias consideradas ndo caléricas pelo fato de ndo serem
metabolizadas pelo organismo ou por serem utilizadas em quantidades tdo pequenas que 0
aporte caldrico torna-se insignificante (CAVALINI, 2005).

O aspartame um edulcorante é atualmente alvo de varias criticas, devido ao seu
suposto efeito neuroldgico. Apos a absorcdo, ele é rapidamente hidrolisado pela esterase
no intestino delgado em trés moléculas: acido aspértico, fenilalanina e metanol. Existe a
preocupacdo com a formacdo de metanol quando o aspartame € estocado por longos
periodos em temperaturas elevadas. O metanol é oxidado no organismo em 4cido
féormico, sendo o acimulo deste associado a acidose metabdlica e a lesbes oculares.
Porém, a concentracdo de metanol necessaria para produzir este acimulo, com efeito
toxico, foi estimada em 200 a 500mg/kg, ou seja, o equivalente a 240 a 600 litros de
bebidas adogadas com aspartame em dose Unica (SAUNDERS et al., 2010).

Dentre os aditivos presentes nos sucos industrializados, destaca-se tambem os
acidulantes sendo os &cidos citrico, fosforico e lactico os mais utilizados em alimentos. O
primeiro, devido a alta solubilidade e ao efeito tamponante, favorece a estabilidade dos
produtos finais, sendo assim, bastante utilizados em geléias, doces em massa e frutas em
calda (TORREZAN et al., 2001). O &cido citrico (AC) é um dos produtos de fermentacdo
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mais produzidos no mundo, devido, entre outras caracteristicas, a sua baixa toxicidade
quando comparado a outros acidulantes utilizados pelas industrias farmacéuticas e de
alimentos. (RODRIGUES, 2006).

Além dos aditivos citados acima o0s conservantes também sdo incluidos na
composicdo dos preparados sélidos pra refresco. A principal funcdo de aditivos
conservantes é impedir o crescimento e a germinacdo de microorganismos mantendo,
desta forma, a aparéncia e o sabor e protegendo os consumidores dos riscos provocados
por bactérias, fungos e leveduras, responsaveis por diversas patologias e infecgdes.
(PETRUCI et al., 2011).0s conservadores vém sendo cada vez mais utilizadas pela
industria alimenticia, uma vez que € crescente a demanda por alimentos quimicamente
estaveis e seguros, de maior durabilidade (TONETTO et al., 2008).

Os conservantes mais utilizados séo: didxido de enxofre, acido benzdico, acido
sorbico, acido propidnico na forma livre, ou de sais de sédio ou potéssio e nitritos,
nitratos de sodio e potassio (ARAUJO, 2008). Apesar de imprescindiveis como método
adicional a conservacdo de alimentos no panorama atual, a limitacdo e politica
decrescente do uso de conservantes quimicos em alimentos estdo relacionadas ao risco
toxicoldgico que estes compostos representam a salude do consumidor (FAI,
STAMFORD; STAMFORD, 2008). Além disso, cabe ressaltar que o emprego de sais de
sodio como conservadores eleva o consumo diario desse mineral, 0 que pode ser
prejudicial a saude humana pela correlacdo do sédio com a hipertensdo arterial
(PEREIRA; GALVAO; ZANELLA, 2005).

Os antioxidantes sdo adicionados nos sucos industrializados por possuir a
capacidade de inibir a degradacdo oxidativa. Assim, a atividade antioxidante,
especialmente a inibicdo da reacdo em cadeia, de produtos naturais e alimentos tem sido
um parametro importante na determinacdo do valor dietético dos mesmos. O interesse
pela descoberta de antioxidantes novos e seguros de fontes naturais tem aumentado,
principalmente para prevenir o dano oxidativo as células vivas. O uso de antioxidantes
sintéticos tem diminuido devido a suspeita de atividade como promotores de
carcinogénese. (LIMA et al., 2010). Alguns antioxidantes, sdo geralmente danosos a
salde, mesmo abaixo das doses diarias recomendadas, pois interferem no metabolismo
causando reacdes alérgicas, acdo toxica sobre o figado e redugdo da absorcdo do
ferro.(SANTOS; SANTOS, 2008).

A fim de se determinarem os eventuais efeitos nocivos de um aditivo alimentar ou
dos seus derivados, o aditivo deve ser submetido a ensaios e a uma avaliacdo de

toxicidade adequada. Todos os aditivos alimentares devem ser mantidos sob observacéo
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permanente e serem novamente avaliados sempre que for necessario, tendo em vista as
variacbes das condicbes de utilizacdo e de quaisquer novos dados cientificos
(BAPTISTA, 2003). Sendo o sistema teste Allium cepa bastante eficiente nessa avaliagéo.

Embora haja um grande consumo de produtos industrializados, mais
especificamente, um grande consumo de sucos industrializados ainda falta estudos
relacionados ao potencial toxicoldgico desses produtos. Sabe-se que alguns aditivos ja
demonstraram toxicidade porém ndo se tem informacgdes sobre este aspecto em sucos
industrializados

O uso de Sistema Teste Vegetal como modelo bioldgico, Allium cepa,para
investigar genotoxicidade em conservantes alimentares propGe a demonstracdo de que
essas substancias sintéticas atuam no ciclo celular alterando assim o tempo de
proliferacdo das células. Esse modelo experimental é bastante pratico devido a
simplicidade e aos custos baixos. (AIUB; FELZENSZWALB, 2011)..0 método de
avaliacdo de alteracbes cromossdmicas em raizes de cebola é validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das Nac¢des
Unidas (UNEP) como um eficiente teste para andlise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (Cabrera; Rodriguez, 1999). Visto que por
meio dele é possivel observar anomalias do ciclo mit6tico, como metafase colchicinica,
pontes anafasicas e telofasicas; e anomalias interfasicas, como microndcleos e células
binucleadas (Matsumoto et al. 2006; Leme e Marin-Morales 2008).

O sistema de teste de Allium é bem aceito para o estudo de efeitos de
citotoxicidade, porque as suas raizes ficam em contato direto com a substancia testada,
permitindo a avaliagdo de concentracdes diferentes, as alteracbes cromossdmicas e as da
divisdo das células meristematicas da raiz de cebola sdo frequentemente usados para
alertar a populacdo sobre o consumo de diversos produtos (Vicentini et al., 2001).

Visto que o crescimento de muitas raizes € aparentemente um processo continuo
que para somente em condi¢Bes adversas como seca e baixas temperaturas. O apice da
raiz é coberto por uma coifa, que é uma massa de células semelhantes a um dedal, que
protege o meristema apical, localizado internamente a ela. O meristema apical é composto
por células relativamente pequenas e multifacetadas com citoplasma denso e ndcleos
grandes. A regido meristematica apical da raiz € mitoticamente ativa durante seu
desenvolvimento e possuem uma curta distancia entre a regido inativa do meristema
apical (centro quiescente) (RAVEN, 2010).

Para possibilitar a avaliacdo dos efeitos ou danos que agentes mutagénicos podem

causar, faz-se necessario que a amostra esteja em constante divisdo mitética, objetivando
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identificar os efeitos toxicos e alteragdes ocorridas ao longo de um ciclo celular, e o
referido teste vegetal tem sido amplamente empregado com esse proposito (Silva et al.,
2005).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS E DEFINICAO DAS CONCENTRACOES

Amostras de sucos industrializados do tipo em p6 de Laranja e Goiaba, das empresas
alimenticias General Foods Corporation®, Trés Coragfes Alimentos S/A® e General Brans®, -
referidas adiante como A, B e C, respectivamente - foram adquiridas em mercado varejista na
cidade de Picos, Piaui, Brasil. Teve-se o cuidado de verificar se as amostras de sucos estavam
dentro do prazo de validade e se suas embalagens ndo estavam danificadas.

No rétulo de cada amostra sugeria-se diluir o conteudo total da embalagem, de 30g, em
um litro de agua fria. Dessa forma, a primeira concentracdo estabelecida para avaliacédo foi de
30g/1000 ml. A segunda concentracao estipulada foi de 30g/500 ml, em virtude de que nem
sempre a diluicdo em &agua destes sucos e feita conforme as instru¢cbes do rotulo das
embalagens. Neste estudo, a diluicdo dos sucos foi realizada em &gua mineral previamente

resfriada em geladeira.

3.2 OBTENCAO DAS CELULAS MERISTEMATICAS DE RAIZES DE A. CEPA E ANALISE
CITOGENETICA

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com &gua destilada, a temperatura
ambiente (x 27°C), até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de comprimento. Para analise de cada grupo
tratamento estabeleceu-se um grupo experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as
raizes em contato com 0s seus respectivos tratamentos (solugdes), algumas raizes foram coletadas e
fixadas para servirem de controle do préprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram colocadas
em suas respectivas solugdes por 24 horas, procedimento este denominado de tempo de exposicao
24 horas (TE 24 h).

Apbs 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as raizes
restantes de cada bulbo foram devolvidas as suas respectivas solugdes onde permaneceram por mais
24 horas, 0 que se denominou de tempo de exposic¢ao 48 horas (TE 48 h). Ap0s este periodo, raizes
novamente foram coletadas e fixadas. Os TE 24 e 48 h foram escolhidos com o intuito de se avaliar

a acdo destes grupos tratamentos em mais de um ciclo celular. A fixagdo das raizes se deu em
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Carnoy 3:1 (etanol: acido acetico) por 24 horas. Em cada coleta, retirou-se, em meédia, trés raizes
por bulbo.

Em todo os tempos de exposi¢cdo considerados, os frascos com 0s tratamentos em estudo
permaneceram em agitacéo leve e constante. Este procedimento foi realizado com o intuito de ndo
permitir a precipitacdo das solucdes analisadas. Os TE 24 h e 48 h foram estabelecidos com o

intuito de se avaliar as solucdes dos preparados sélidos para refresco em mais de uma ciclo celular.

3.3 PREPARO E LEITURA DAS LAMINAS, E ANALISE ESTATISTICA

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra
& Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 400x. Para cada bulbo de
cebola analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para o controle, TE 24h e TE 48h de
cada grupo tratamento em analise.

Foram observadas células em interfase, profase, metéafase, anafase e tel6fase. Para o calculo
do indice mitético (IM) utilizou-se a seguinte equacdo: (nimero total de células em mitose +
numero total de células analisadas) x 100. Avaliou-se também a acdo das concentracGes por meio
do nimero de células micronucleadas, de metafases colchicinicas, pontes anéfasicas e telofasicas,

amplificacdes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anafases multipolares.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1, é apresentado o nimero de células em interfase e em diferentes fases da
divisdo celular, e os valores de indices mitdticos obtidos a partir de células de tecido
meristematico de raizes de A. cepa tratadas com suco de Laranja industrializado em pd nas
concentragdes de 309/1000ml e 30g/500ml, referentes as marcas A, B e C. As células foram

analisadas nos tempos de exposi¢do de 24 e 48 horas. Na apresentacdo dos resultados também

foram mostrados os valores significativos de 2.

Tabela 01 - Numero de células observadas em cada fase do ciclo celular de tecido meristematico de
raizes de Allium cepa tratadas com preparados sélidos para refresco de Laranja nas concentragdes de

30g/1000ml e 30/500ml, nos TE 24h e TE 48h, das marcas A, Be C.

SUCO DE LARANJA

30g/1000ml
Empresa TE TCII p M A T TCD IM (%)
CO 4255 287 214 137 107 745 14,92
A 24 h 4660 221 78 19 18 336 6,7
48 h 4732 130 113 24 00 267 5,3
CcO 4424 260 107 103 106 576 11,52
B 24 h 4853 64 41 09 33 147 2,9
48 h 4865 36 13 14 02 65 1,3
CO 4023 581 181 110 105 977 19,52
C 24 h 4767 152 69 12 00 233 4,7°
48 h 4930 37 17 16 00 70 1,4
SUCO DE LARANJA
30g/500ml
Empresa TE TCI P M A T TCD IM
(%)
CoO 4287 366 158 163 26 713 14,32
A 24 h 4692 187 105 14 02 308 6,2
48 h 4703 195 72 30 00 297 5,9
CO 3869 667 199 121 145 1132 22.6°
B 24 h 4650 118 182 40 10 350 7,0
48 h 4669 105 127 86 13 331 6,6"
CoO 4281 375 143 185 17 720 14,42
C 24 h 4795 96 107 11 01 215 4,3°
48 h 4863 58 74 05 00 137 2,7

22

A — Empresa General Foods Corporation; B — Empresa General Brans; C — Empresa Trés Coragdes
Alimentos S/A; TCII ~Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO —
Controle; IM — Indice Mitotico; TCD — Total de células em divisdo. Valores de IM seguidos da mesma letra

dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% pelo teste 2.
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Tabela 02 - Numero de células observadas em cada fase do ciclo celular de tecido meristematico de raizes de
Allium cepa tratadas com preparados solidos para refresco de Goiaba, nas concentragdes de 30g/1000ml e
30/500, e nos TE 24h e TE 48h, referentes as companhias alimenticias A, B e C.

SUCO DE GOIABA

309/1000 ml
Empresa TE TCII p M A T TCD IM

(%)

CO 3669 695 541 92 03 1331  26,6°

A 24 h 4653 347 159 20 03 529 10,6

48 h 4866 99 24 04 07 134 2,7°

CO 3813 831 168 153 35 1187 23,72

B 24 h 4495 229 219 53 04 505  10,1°

48 h 4887 58 12 07 06 83 1,7°

(6{0) 4263 632 138 128 139 1037 20,7°

Cc 24 h 4884 193 113 114 56 476 9,5°

48 h 4935 11 29 11 14 65 1,3

SUCO DE GOIABA
30g/500ml

Empresa TE TCII p M A T TCD IM
(%)
CO 4309 361 153 164 16 694 13,9

A 24 h 4944 50 03 00 03 56 1,1°
48 h 4954 22 23 2 00 47 0,9
(6{0) 4388 210 158 11 38 517 10,32

B 24 h 4876 57 37 11 09 114 2,3°
48 h 4915 59 23 02 01 85 1,7°
CO 4266 360 189 170 14 733 14,72

C 24 h 4678 93 43 26 14 176 3,5°
48 h 4853 92 40 15 00 147 2,9

A — Empresa General Foods Corporation; B — Empresa General Brans; C — Empresa Trés Coragdes
Alimentos S/A; TCII — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO —
Controle; IM — Indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo. Valores de IM seguidos da mesma letra

dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% pelo teste 2.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 01, é possivel verificar que as trés
marcas de sucos industrializados em p6 de Laranja estudadas, nas concentraces de 30g/1000ml
e 30g/500ml, nos TE 24 e 48h, causaram reducdo estatisticamente significativa da divisdo
celular do tecido meristematico de raizes de A. cepa, mostrando-se tdxicas nestas condi¢des de
estudo. Também é possivel observar que, apesar de ndo estatisticamente significativo, o indice
mitotico teve reducdo ainda mais acentuada com o aumento do tempo de exposicdo. Na Tabela
2, é apresentado o numero de células em interfase e em diferentes fases da divisao celular, bem
como os valores de indices mitdticos obtidos da analise de células de tecido meristematico de
raizes de A. cepa tratadas com suco de Goiaba industrializado em p0, nas concentracdes de
30g/1000ml e 30g/500ml, referentes as marcas A, B e C. As células foram avaliadas nos tempos
de exposicdo de 24 e 48 horas. Na apresentacdo dos resultados é apresentado os valores

significativos de .



A partir dos resultados obtidos na Tabela 02, é possivel observar que na concentracdo de
30g/1000ml do suco de Goiaba as trés marcas em estudo, no TE 24h, causaram reducéo drastica
do indice divisdo celular das células de raizes de A. cepa em relacdo aos seus respectivos
controles. Essa reducdo da diviséo celular se acentuou ainda mais com o aumento do tempo de
exposicdo, onde observa-se que os indices mitdtico obtidos no TE 48h de todas as marcas em
estudo foram significativamente menores que os indices de divisdo celular observados para os
seus respectivo TE 24h.

Ja para a concentracdo 30g/500ml (Tabela 02), verifica-se que o indice de divisao
celular foi reduzido significativamente no TE 24h para as trés marcas de sucos em estudo, em
relacdo aos seus respectivos controles. Ainda para esta concentragdo, com o aumento do tempo
de exposicdo, o indice de divisdo celular diminuiu de forma significativa, ou seja, quando
comparado os indices de divisdes celulares obtidos em TE 48h com o0s seus respectivos indices
de divisdes celulares observados em TE 24h verifica-se que eles estatisticamente diferentes
entre si. De acordo com Gomes et al. (2013), a reducdo de indice mitético ocasionada por
compostos quimicos em células de tecidos normais, sem nenhum tipo de mutacdo e/ou alteracao
celular, ocasiona o mal funcionamento de um tecido em funcéo de ndo permitir a reposi¢édo de
células, alterar a producdo de proteinas e, consequentemente, resultar no mal funcionamento do
6rgéo onde esta localizado.

Na Tabela 3, é apresentado as aberracfes de fuso mitético e de micronucleo encontradas
em células meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com agua e com o suco industrializado
em po, referente a marca B, de Goiaba, nas concentracfes de 30g/1000ml e 30g/500ml, nos
tempos de exposicao de 24 e 48 horas. Na descricdo dos resultados foram mostrados os valores

significativos de 2.

Tabela 03 — Alteracdes celulares observadas em células meristematicas de raizes de Allium cepa
tratadas com agua e com os sucos industrializados em p6, da marca B, de Goiaba e de Laranja, nas
concentracdes de 30g/1000ml e 30g/500ml, nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas.

SUCO DE LARANJA

30g/1000ml
Metéfase Ponte Ponte Microndcleo Célula
TE e e L . TAC
Empresa colchicinica anéfasica telofésica binucleada
Cco 00 00 00 01 00 012
A 24h 31 14 13 57 01 116°
48h 13 19 07 71 00 110°
(6{0) 00 01 00 00 00 012
B 24h 47 12 17 38 00 104°
48h 22 10 12 69 00 113°
(6{0) 00 01 00 00 00 012
C 24h 24 08 10 31 02 73°

48h 18 05 03 18 00 44°
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SUCO DE LARANJA

30g/500ml
Empresa TE Metéfase Ponte Ponte Micronucleo Célula TAC
colchicinica  anéafasica  telofasica binucleada

Co 01 00 00 00 00 012

A 24h 23 34 13 97 01 167°
48h 15 17 19 79 00 130°

Cco 00 00 00 01 00 012

B 24h 24 07 19 88 00 138P
48h 18 11 09 92 00 130°

C Co 00 00 00 01 00 012

24h 13 22 02 43 05 85°

48h 02 08 00 28 00 38°

A — Empresa General Foods Corporation; B — Empresa General Brans; C — Empresa Trés Coracdes
Alimentos S/A C — Concentracdo; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; TCA — Total de
Alteracdes Celulares.

Tabela 04 — Alteragoes celulares observadas em células meristeméticas de raizes de Allium cepa tratadas
com &gua e com os sucos industrializados em p6 de Goiaba das companhias alimenticias A, B e C, nas
concentracdes de 30g/1000ml e 30g/500ml, nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas.

SUCO DE GOIABA

309/1000ml
Metéfase Ponte Ponte Microndcleo Célula
TE o e L . TAC
Empresa colchicinica  anéfasica  telofasica binucleada

CO 00 00 00 01 00 012

A 24h 18 22 08 50 00 148°
48h 09 12 14 28 01 64°

CO 00 01 00 00 00 012

B 24h 13 04 01 34 00 52°
48h 04 01 01 14 00 20°

CO 00 01 00 00 00 012

C 24h 27 21 08 32 01 89°
48h 09 09 03 19 00 40°

SUCO DE GOIABA
30g/500ml
Empresa TE Metéfase Ponte Ponte Microntcleo Célula TAC
colchicinica anafasica  telofasica binucleada

CO 01 00 00 00 00 012

A 24h 22 18 13 58 00 111
48h 14 05 05 29 00 53

CO 00 00 00 01 00 012

B 24h 19 11 07 45 00 82b
48h 03 00 07 17 02 27°

C (6{0) 00 00 00 01 00 018
24h 11 11 17 23 00 62°

48h 09 01 00 18 01 29°

A — Empresa General Foods Corporation; B — Empresa General Brans; C — Empresa Trés Coragdes
Alimentos S/A; C — Concentracdo; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle; TCA — Total de
Alteraces Celulares.
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Como pode ser verificado na Tabela 03, o suco de Goiaba e Laranja, da marca B, nas
concentragdes de 30g/1000ml e 30g/500ml, induziu o aparecimento de alteracbes de fuso
mitético, como metafases colchicinica e pontes anafasica e teléfasica, bem como quebras
cromossdmicas, como micronucleos, as células meristematicas de raizes de A. cepa, nos dois
tempos de exposicao analisados. Os sucos referentes as marcas A e C, ndo causaram alteracdes
celulares as células do organismo de prova utilizado.

Conforme j& mencionado anteriormente, ndo existem na literatura cientifica, trabalhos
de avaliacdo toxicoldgica em nivel celular avaliando sucos industrializados em pd. No entanto,
sdo encontrados trabalhos de avaliacdo de toxicidade em nivel celular de alguns dos
constituintes quimicos das classes de aditivos alimentares presentes na formulacdo destes
alimentos, de maneira em geral. Dentre a classe de corantes estdo principalmente os do grupo
azo, representados pelo Amarelo Crepusculo, Amarelo Tartrazina e o Vermelho Bordeaux
(MORRISON et al., 2012).

Em um trabalho realizado por Gomes et al. (2013), foi verificado que estes trés corantes
alimentares foram altamente citotoxicos as células meristeméticas de raizes de Allium cepa.
Sarikaya et al. (2012), investigando o efeito do Vermelho Bordeaux em larvas de Drosophila
melanogaster, verificaram que este aditivo causou mutacdes somaticas as células das glandulas
salivares deste organismo de prova. Mpountoukas et al. (2010) conduziram um experimento em
culturas de células de sangue periférico humano para avaliar o efeito citotéxico do Vermelho
Bordeaux e da Tartrazina e verificaram que tais aditivos causaram reducéo significativa do
indice mitdtico, bem como induziram o aparecimento de micronucleos nas células deste sistema
teste. Ainda, Shimada et al. (2010) avaliaram o efeito do corante Vermelho Bordeaux em varias
concentracdes nas células de colon de ratos e camundongos, e verificaram que todas as doses
testadas causaram aberragdes cromossémicas e reducdo do indice de divisao celular as células
dos tecidos analisados.

Dentre os conservantes alimentares encontrados em preparados sélidos para sucos estdo
0 benzoato de potéassio, benzoato de sddio e nitrato de potésio (Oliveira et al., 2006), compostos
estes que, segundo Mpountoukas et al. (2010) e Zequin et al. (2011), foram clastogénicos,
mutagénicos e citotoxicos a células normais de sangue periférico humano. Em relacdo aos
aromatizantes, Oliveira et al. (2006) relatam que grandes quantidades de aditivos de aroma e
sabor — dos tipos artificiais, idénticos aos naturais e naturais - sdo encontrados em refrescos
industrializados. Porém, ndo foram encontrados na literatura resultados de avaliagdes
toxicologicas envolvendo os aditivos de aroma e sabor utilizados na confeccdo destes

alimentos.
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Oliveira et al. (2006) relatam que entre os espessantes utilizados em sucos em pé estdo o
carboximetilcelulose e as gomas arabica e xantana. Ja entre os compostos reguladores de pH
estdo o acido citrico, &cido fumarico, citrato de potéssio e citrato de sddio. Porém, da mesma
forma que os aromatizantes, ndo foram encontrados estudos de avaliagdo de toxicidade
envolvendo estes compostos quimicos destas duas classes de aditivos alimentares. Dentre os
umectantes presentes nestes alimentos encontra-se o diacetilsulfossoccinato de sodio. O grupo
diacetil deste aditivo alimentar, em ensaio de mutacdo génica em linfoma de ratos, causou
danos significativos ao loci do cromossomo 11 destas células, causando perda da expressdo dos
genes para enzima timidina-quinase neste animais (WHITTAKER et al., 2008). Este composto
também teve o potencial de ocasionar a substituicdo de bases de timina por guaninas em regides
de eucromatina, e o rompimento de pontes de hidrogénio e de dissulfeto em estrutura terciaria
de enzimas envolvidas no processo de divisdo celular (MORE et al., 2012).

Na classe de antioxidantes para sucos industrializados encontra-se o acido ascorbico e o
tocoferol. Também ndo foram encontrados estudos de toxicidade em nivel envolvendo estes
dois compostos quimicos. No entanto, Santos e Santos (2008), relatam que os antioxidantes
utilizados na formulagdo de alimentos industrializados tem a capacidade de interferir no
metabolismo de roedores causando reacdes alérgicas, acdo toxica sobre o figado, reducdo da
absorcdo do ferro, e potencializa o desenvolvimento de alguns tipos de cancer em roedores,
como por exemplo, o de colon.

E importante relatar que a Agéncia de Vigilancia Alimentar (ANVISA) n&o possui em
documento uma regulamentacdo propria para a confeccdo de sucos industrializados. A
regulamentacdo existente € sobre os aditivos alimentares de maneira geral. Esta agéncia
reguladora, apesar de ndo citar em documento quais estudos, quais concentracbes e quais
aromatizantes determinaram tal conclusdo, declara que doses elevadas de aromatizantes
alimentares podem provocar acoes irritantes e narcéticas, e produzir toxicidade cronica ao trato
digestdrio a longo prazo, sempre que utilizados de maneira indiscriminada.

Assim, considerando os resultados obtidos neste estudo, de toxicidade em nivel celular
dos sucos em p6 de Laranja e Goiaba, frente aos dados de toxicidade em nivel celular de
compostos quimicos presentes na formulacdo de preparados solidos para refresco
disponibilizados na literatura cientifica, sugere-se a realizacdo de mais estudos de avaliagdo do
potencial toxico, em diferentes sistemas testes, das solugdes diretamente obtidas da diluicdo do
po de suco em &gua. Estes estudos serdo importantes para se definir com propriedade a real
toxicidade destes alimentos, e podem auxiliar efetivamente a base de elaboracéo de estratégias

de seguranca alimentar das agéncias (nacional e internacional) de vigilancia alimentar.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Todas as concentragdes analisadas, para as trés marcas de sucos industrializados em pé
estudadas, foram citotdxicas as células meristematicas de raizes de A. cepa. Somente 0S SUc0s
de Goiaba e de Laranja, da marca B, nas concentragdes de 30g/1000ml e 30g/500ml, foram

genotoxicos as células do sistema teste analisado.
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