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RESUMO

A formulagdo corante Azul Jeans € composta pelos corantes Azul Patente e
Verde Rapido. Esse mix de aditivos é utilizado em diversos alimentos, como na
coloragdo de bolos e doces para festas. Alguns estudos na literatura cientifica
avaliaram a toxicidade desses dos dois corantes trifenilmentanos
individualmente. Dessa forma, objetivou-se avaliar a citotoxicidade e a
genotoxicidade do Azul Jeans nas formas em p0, nas concentracdes 5 g/L e 0,25
g/L, e liquida, nas concentragées 1 ml/L e 0,5 ml/L, em células meristematicas
de raizes de Allium cepa L. As concentracdes foram estabelecidas conforme
recomendacdo de uso em alimentos informada nos rétulos de cada produto. A
marca comercial do Azul Jeans analisado foi escolhida devido ao seu excesso
de consumo na alimentacao do dia a dia.Para cada concentracao utilizou trés
bulbos de cebola, que foram previamente enraizados em agua destilada. Antes
de colocar as cebolas enraizadas em contato com as suas respectivas solucoes,
coletou-se raizes para o controle do proprio bulbo. Em seguida, as raizes
restantes foram colocadas em contato comas suas especificas concentragdes
por 24 e 48 horas, onde se coletou raizes a cada 24 horas. Apds estes dois
tempos de exposicdo, regides meristematicas de raizes de cada bulbo foram
destacadas para o preparo de laminas. As laminas foram analisadas em
microscopio Optico em objetiva de 40x, e para cadaconcentracdo avaliou-se
9.000 células. Os dados obtidos foram analisados peloteste Scott-Knott (p
<0,05). As concentracdes avaliadas do mix de corante em questao, na forma
liquida e em pd, causaram citotoxicidade aos meristemas de raizes, inibindo de
forma significativa o indice de divisdo celular nos dois tempos de exposicao
considerados. Porém, n&o induziram a formag&do de alteragbes celulares em
nuamero significativo, mostrando-se nao genotoxicas. Os resultadosobtidos, ainda
que preliminares, demonstram que os corantes Azul Patente e Verde Rapido em
associacao tém potencial em causar toxicidade em nivel celular em tecidos de
intensa proliferacao celular.

Palavras-chave: Mix de Corantes, Divisdo celular, Alteracdes Celulares,
Segurancga Alimentar.



ABSTRACT

A Blue Jeans dye is composed of Patent Blue and Fast Green dye. This mix of
additives is used in various foods, such as in the delivery of cakes and sweets for
parties. studies in the literature have evaluated the toxicity of these two
triphenylmethane dyes some information on toxicity, however, these microingredients
are not associated with each other. Thus, the objective is to evaluate the cytotoxicity
and genotoxicity of Azul Jeans in powder forms, at 5 g/L and 0.25 g/L, and liquid, at 1
ml/L and 0.5 ml/L, in all origins of L. strain products in which they were manufactured
in accordance with use cells of all products supplied in the products. The Azul Jeans
brand was chosen because it is the most commercialized in the south and southeast
regions of Brazil. For each consumption, use three onion bulbs, which were previously
rooted in distilled water. Before placing the rooted onions in contact with their unique
solutions, roots were collected to control the bulb itself. Then, the roots were identified
for 2 hours in a row in contact with their 4 roots for 2 specific hours, where 2 roots every
2 hours were identified. After these two exposure times, the meristematic regionsof each
bulb were highlighted for the preparation of slides. Slides were clarified as 40x
objectives and 9.00 cells were evaluated for each view. The data obtained were
analyzed by the Scott-Knott test (p < 0.05). The two issues in terms of the toxicity
relationship of the content mix, in liquid form, caused exposure of origins, inhibiting the
significant form of cell division in the. However, they did not induce the formation of
cellular changes in a significant number, if not genotoxic. The results obtained,although
preliminary, that associate the cellular level and the green blue dyes are fastin potential
to cause intense tissues of toxic substances have cellular patents at the cellular level.

Keywords: Dye Mix, Cell Division, Cell Changes, Food Safety.
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1 INTRODUGAO

Aditivos alimentares sdo usados com o objetivo de aumentar a
vida de prateleira, melhorar ou alterar o sabor, regular a acidez, e
melhorar a aparéncia de alimentos industrializados (RAJAN;
SIMON; BOSSO, 2013; TOMASKA; BROOKE-TAYLOR, 2014;
KHODARAHMI; ASHRAFI-KOOSHK; KHALEDIAN, 2015). Dentro
das classes
de aditivos, temos os corantes artificiais, microingredientes
essenciais para a aparéncia de alimentos industrializados,
tornando o produto mais atrativo e influenciando diretamente no
poder de escolha do consumidor (ROVINA et al., 2016)

E possivel dividir os corantes alimenticios em naturais e
artificiais. Os corantes naturais possuem menor vida de prateleira e
sdo instaveis durante o armazenamento. Tal condi¢&o intensifica o
uso de corantes artificiais por apresentarem uma maior
estabilidade e menor custo para sua obtengdo. No entanto,
existem desvantagens da utilizacao dos corantes artificiais que séao
os varios relatos de problemas de saude relacionados ao consumo
desses aditivos (RODRIGUES, 2015). Antes, os corantes eram
derivados de produtos naturais, como flores, frutos, folhas e
também de algumas substancias extraidas de animais (SOUZA,
2012). Com o avanco das tecnologias, estabeleceu-se métodos de
coloracdo mais baratos e eficazes, concedendo a “restauracao” de
cor de alguns produtos alimentares apos processamento € a

variagdode cores que antes eram limitadas (ARIT, 2011).

O wuso de aditivos alimentares ¢é regulamentando
internacionalmente pela Food and Agriculture Organization (FAO) e
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (BRASIL, 1999, XU et
al., 2015). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) classifica os corantes em organico natural, organico
sintético, artificial, organico sintético idéntico ao natural,
inorganico, caramelo e caramelo pelo processo aménia (BRASIL,
1997). Este o6rgao também é responsavel pela fiscalizagao,
regulamentagcdo e efeito toxicoldégico do consumo de alimentos

corados artificialmente.
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No Brasil € permitido o uso de onze corantes artificiais
Estes corantes obtidos por sintese organica sao classificados em
quatro grupos: azo, trifenilmetano, indigoide e xantenos (BATADA;
JACOBSON, 2016). Nointuito de potencializar a acdo desses
corantes, existem muitas formulagdes comerciais que tém em sua
constituicdo um mix de corantes, o que garante uma coloragao mais
duradoura e destacada aos alimentos
industrializados e semi ndustrializados. Dentre essas, destacasse
a formulagdo comercial Azul Jeans constituida pelos corantes
trifenilmentanos Azul Patente e Verde Rapido. Muitas industrias de
aditivos produzem esse tipo de mix comercial no Brasil, que pode
ser obtido pela populacdo diretamente das empresas fabricantes
ou em comércios de produtos diversos. Apdés uma busca na
literatura cientifica, ndo foram encontrados estudos de toxicidade
em tecido de intensa proliferacao celular sobre o Azul Jeans.

Dentre os testes internacionalmente aceitos na avaliagao de
compostos/substéncias esta o bioensaio A. cepa (cebola). Os
meristemas de suas raizes possuem intensa divisao celular e séo
utilizados rotineiramente para determinar os efeitos toxicos de
compostos presentes em aditivos alimentares, corpos hidricos e
terrestres (HERRERO et al, 2012). Os biomarcadores
considerados nesse bioensaio sdo o indice de divisdo celular
(indice mitético), para analise dos diversos niveis de
citotoxicidade, e a frequéncia de alteragcdes cromossOmicas e de
fuso mitético para a avaliagdo de genetoxicidade (MATOS et al.,

2017). Os resultados obtidos pelo teste

A. cepa tem excelente correlagdo com outros bioensaios, como em
aqueles realizados em animais e em cultura de células (SOUZA et
al., 2017). Este sistema ja foi usado em testes para avaliacao de
citogenotoxicidade dos corantes amaranto, vermelho de eritrosina,
vermelho 40, ponceau 4R, amarelo crepusculo, amarelo tartrazina,
azul de indigotina e azul brilhante (GOMES et al., 2013, PERON et
al., 2013).

Com base no que foi descrito, torna-se relevante avaliar a

toxicidade do Azulem células meristematicas de raizes de A. cepa.
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2.2

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial toxicolégico do corante Azul Jeans,

nas formas em po eliquida, comercializado no Brasil.

OBJETIVO ESPECIFICOS

o Analisar o potencial antiproliferativo de uma
formulagado corante Azul Jeans,nas formas em pé e liquida,
em célulasmeristematicas de raizes de A. cepa;

* Avaliar o potencial genotéxico de uma formulagao
corante Azul Jeans, nasformas em po6 e liquida, em células

meristematicas de raizes de A. cepa;



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 O USO DE ADITIVOS ALIMENTARES

Com a globalizacdo e desenvolvimento de novas
tecnologias, mudancas significativas aconteceram nos habitos
alimentares da populacdo, resultando na adicdo de aditivos
quimicos nos alimentos (GOMES et al., 2013; MOURA et al., 2016).
Os aditivos quimicos s&o utilizados com o objetivo de trazer a
melhoraria para os alimentos, modificando algumas caracteristicas
do alimento (CARVALHO, 2005).

Antes do inicio da aplicagdo dos aditivos quimicos em
alimentos, os mesmos nao tinham uma vida de prateleira tao
longa, e sua implementacdo trouxe possibilidade de aumentar a
vida de prateleira, as caracteristicas do alimento e também suas
propriedades sensoriais (ALBUQUERQUE et al., 2012). Em meio
a essas substancias estdo os corantes. Estes aditivos possuem
grande diversidade de estruturas e aplicagcdoes, sendo
imprescindiveis para diversos setores industriais (FAVERO
RIBEIRO E AQUINO, 2011).

A mudanga no habito alimentar da populacdo nas ultimas
décadas, tem chamado muito a atengado da area cientifica e érgaos
reguladores, pois a mudanca de optar comer alimentos in natura
por alimentos processados vem contribuindo com o0
empobrecimento da dieta. E assim, trazendo consequéncias,
como o aparecimento de algumas doencgas (SANDHI; SICHIERI,
MONTEIRO; SCHIMIDT, 2005).

Nao sé a dieta sofreu alteragdes, a industria de alimentos
também, como citado acima a tecnologia aplicada pela industria de
alimentos com o objetivo de aumentar o tempo de vida de prateleira
desses produtos e isso tem trazido duvidas quanto a seguranga da
implementacdo de aditivos alimentares, principalmente quando se
refere a corantes artificiais (MOUTINHO, BERTSGES e ASSIS,
2007). O uso de aditivos alimentares, € necessario, em relacao a
visdo tecnoldgica na producao de alimentos. Porém, € preciso ter
atencdo na existéncia de riscos toxicolégicos que podem estar
sendo gerados pela grande e frequéncia ingestdo dessas

substancias (POLONIO, 2010). Existem varios estudos mostrando



diversas reacoes aos aditivos alimentares, desde reacbes simples
a reagbes graves, reagbes toxicas no metabolismo
desencadeantes de alergias, de alteragcbes no comportamento, e
até cancerigena (POULSEN, 1991; ENVAGELISTA, 2000;
WILLETT, 2003).

A maior categoria de consumismo desses produtos €& a
comunidade infantil, e por conta desse consumismo, que a
comunidade infantil tem uma maior suscetibilidade em relacao as
reagOoes adversas causadas por aditivos alimentares, como
exemplo o corante alimentar. E importante considerar, que o uso
desses aditivos e seus efeitos é devido a frequéncia e a quantidade
ingerida (PERES, POLONIO; 2009).

De acordo com FAO (Food and Agriculture Organization),
estabelece que nao sejam usados aditivos alimentares indicados a
criangas menores de um ano, como regula o Codex Alimentarius.
O Codex Alimentarius é definido como um conjunto de normas
alimentares adotadas internacionalmente, tais normas alimentares
tem como objetivo proteger a saude dos consumidores e garantir
uma boa prética de fabricacdo. Mesmo assim, no mercado ha
diversos produtos cheios de aditivos que sdo consumidos desde
lactantes menores de um ano, crianga até os adultos, fazendo ser
mais vulneraveis ao desencadeamento de processos toxicolégico
(FAO/WHO, 1995; POLONIO, 2010).

A ANVISA é o 6rgao encarregado pela regulamentacao do
uso de corantes no Brasil. Ela estabelece quais aditivos sao
permitidos para as diferentes categorias de alimentos, funcdes e
limites maximos com referéncia nos principios de analise de risco,
visando alcancgar o efeito tecnoldgico desejado sem causar danos
a saude humana (ANVISA, 1999).

Para aditivos alimentares, cada classe e grupo de alimentos
tem a sua legislacao estabelecida, como por exemplo a legislagéo
272/2019 que trata de aditivos autorizados para carnes, produtos
carneos, suas funcodes, limites maximos e condicbes de uso

(BRASIL, 2019). E importante ressaltar que as legislacdes de

aditivos alimentares estdo em constante mudanca desde alteragéo

na dosagem, acréscimo, e também alimentos em que seu uso é
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3.2

permitido (BRASIL, 2017).

Dentro da cadeia de aditivo alimentar, temos os corantes,
considerado o mais empregado da industria alimenticia. O
principal, objetivo do corante € a modificagdo da cor natural do
alimento, para que assim seja melhor aceito pelo consumidor.
Antes do paladar, as cores dos alimentos atraem o consumidor
pela visdo. A maior justificativa que a industrias usam sobre o uso
do corante é a grande importancia da aparéncia do produto para
sua aceitabilidade (ASHFAD; MASUD, 2002; AMCHOVA;
KOTOLOVA; RUDA, 2015)

CLASSIFICAGAO DE CORANTES
Segundo a Portaria 540/97 da Secretaria de Vigilancia

Sanitaria/Ministério da saude, corante alimentar € todo e qualquer
substancia que possa atribuir, acentuar ou restaurar a cor de um
alimento no decorrer do processo de industrializacdo. Os corantes
estdo dentro de uma classe de aditivos alimentares, onde nao tem
valor nutricional, eles sao adicionados com o objetivo de dar cor,
tornando o produto com uma aparéncia melhor e assim
aumentado sua aceitabilidade pelo consumidor (POLONIO E
PERES, 2009).

A partir da resolugdo- CNNPA N2 44, de 1977, publicada
pela ANVISA, o corante tem como definicdo como substancia ou
também mistura de substancias que sua principal caracteristica de
intensificar a cor de um alimento ou bebida. E possivel afirmar que
a primeira qualidade classificada como sensorial em qual os
alimentos séo julgados é a partir da coloragdo, os 6rgaos dos
sentidos do ser humano captam cerca de 87% de suas percepgdes
através da visdo (BELTRAO; STRINGHETA; SANDI, 2002).

Pode se afirmar que a cor é o que desperta o interesse do
consumidor, mesmo que 0s parametros certos seria que 0 Consumo
de determinado alimento seja decidido a partir dos seus valores
nutricionais, porém, a cor, aroma e a textura que atraem a escolha
do consumidor (BOBBIO; BOBBIO, 1995). E possivel dividir os

corantes em:
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3.3

-Corantes Atrtificiais: estaveis, sdo compostos sintetizados,
que contém uma maior praticidade de ser utilizado e maior
qualidade.

- Corantes Naturais: é a partir da extracdo de alguns
vegetais como antocianinas, urucum e curcumina como também
de animais como hemoglobina e cochonilha. Porém tem a

desvantagem de ser mais caro e tem uma menor coloracgao.

- Corantes Idénticos aos naturais: classificados como

sintéticos, porém quimicamente idénticos aos naturais.

De acordo com a Resolucao CNNPA (Comissao Nacional
de Normas e Padrdes para Alimentos) n° 44 de 1977, os corantes

podem ser definidos:

- Corante Organico Sintético: formado a partir de uma

sintese organica, atravésde processos tecnoldgicos.

- Corante Organico Natural: como citado acima é obtido
a partir de alguns vegetais e animal, com o principio isolado e
juntamente com processos tecnoldgicos.
Corante Atrtificial: corante orgénico nao encontrado em produtos

naturais.
-Corante Inorganico: formado através e sujeito a processos
de tecnologia de purificacao e elaboracdo adequados ao alimento.
- Corante Organico Sintético Idéntico ao Natural: formado
sinteticamente, tendo sua estrutura parecida com a do principio

ativo isolado de corante organico natural.

- Caramelo (processo amoénia): € um corante organico
sintético igual ao natural que é transformado por meio do processo
amoénia, desde que o teor de 4-metil, imidazol ndo exceda no

mesmo a 200mg/kg.

- Caramelo: corante formado por meio natural, produzido
por meio do aquecimento de agucares & temperatura superior ao
ponto de fusdo.

CORANTES ARTIFICIAIS: LEGISLAGAO E ROTULAGEM.

Em 1856, Sir William Henry Perkin, desenvolveu o corante

artificial a partir da derivagdo da hulha. E desde essa época
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diversos paises desenvolveram muitos tipos de corantes sem
qualquer tipo de monitoramento ou controle de quantidade de uso
para alimentos (VALIM, 1989). Mesmo que os corantes artificiais
apresentam vantagens sobre o0s corantes naturais, pois
apresentam maior fixagdo do que os naturais por exemplo, e
assim resultando cores mais vibrantes, contendo uma maior
variedade de cores e um menor custo (CALIL E AGUIAR, 1999).

A permissao de uso e a determinagcdo de niveis maximos
de aditivos alimentares tolerdveis no Brasil sdo de
responsabilidade da ANVISA e do Ministério da Saude, que
realizam essas atividades por meio do Comité Permanente de
AditivosAlimentares (FAVERO RIBEIRO E AQUINO, 2011).

Existe a fiscalizacdo dos 6rgaos publicos nas quantidades de
corantes artificiais permitidos, porém diversas industrias ainda nao
se adaptam as mudancas na legislacdo que sado necessarias.
Dessa forma, ainda é encontrado diversos produtos alimenticios,
em prateleiras de supermercados, apresentando problemas em
sua formulacao, rotulagem do que esta proposto na legislacao.
Existem, poucos os laboratorios credenciados e sdo poucas as
andlises realizadas a respeito da qualidade dos corantes
alimenticios presentes no mercado. Em estudos feitos no ano de
2007, foi verificado que em doces como, balas, gomas de mascar
se encontrava teores de corantes artificiais acima do permitido
pela legislacéo brasileira (PRADO E GODOY, 2007).

No Brasil, sdo onze corantes artificiais permitidos, sendo
eles Eritrosina (E- 127), Tartrazina (E-102), Azul Brilhante (E-133),
Verde Répido (E143)'°© Amarelo Crepusculo (E-110), Azorrubina
(E-122), Amaranto (E123), Ponceau 4R (E-124), Vermelho 40 (E-
129), Azul Patente V (E-131), Indigotina (E-132) (ANVISA, 2007).
Tais corantes, sao obtidos através da sintese organica e
classificados em quatro grupos que sao: trifenilmentano, indigoide,
azo e xantenos (BATADA; JACOBSON, 2016).

A rotulagem de alimentos para consumo, propde que a
legislacdo dita que os aditivos utilizados em qualquer formulagao
dos produtos devem ser mostrados em seu rotulo (BRASIL, 2009b).

Entretanto na rotulagem ndo se encontra nenhuma especificagdo
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das substancias permitidas, ingestao diaria aceitavel (IDA) e os
limites maximos permitidos (SIMAO, 2010).

Em relacdo a rotulagem dos corantes artificiais nos
alimentos, a Resolucggo RDC da ANVISA/MS n? 259/2002,
determina que os corantes artificiais alimentares devem ser
colocados na rotulagem com o seu nome completo (Sistema
Internacional de Numeracdo, Codex Alimentarius FAO/OMS), que
estdo presentes na tabela 1. Também é necessario a partir do
Decreto 55.851/65 e DecretolLei n°986/69, conter nos roétulos a
declaracao “Colorido Artificialmente”. Entretanto, ocorante artificial
tartrazina deve ter seu nome por extenso, através da Resolucao da
Anvisa n°340/2002. Porém, o corante tartrazina, deve
obrigatoriamente ter o nome do corante declarado por extenso,
segundo a Resolucao n2340/2002 da Anvisa/MS (ANVISA, 2014).

Tabela 1: INS e IDA de corantes artificiais.

Corante INS IDA (mg/kg)
Tartrazina 102 7,5
Amarelo 110 4

crepusculo
Bordeaux S ou 123 0,5
Amaranto
Ponceau 4R 124 4
Eritrosina 127 0,1
Vermelho 40 129 7
Indigotina 132 5
Azul brilhante 133 12,5

Azorrubina 122 4
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Azul Patente V 131 N&o alocada
Verde solido 143 25
Amarelo de 104 5
Quinoleina
Negro BrilhanteBN 151 1
Marrom HT 155 1,5

FONTE: Adaptado de MARTINS, M. S. (2015)

A quantidade dos corantes utilizados nos alimentos, n&o
deve ultrapassar a quantidade maxima que € estabelecida em
relacdo ao corante permitido em maior quantidade, e também a
quantidade de cada corante ndao podera passar do seu limite
maximo individual. O corante alimentar que nao esta na legislacao,
ndo tem permiss&o para ser utilizado em alimentos (Brasil, 1997).
O controle do uso de corantes alimentares, é baseado pela (ADI)
Ingestao Diaria Aceitavel, a partir de pesquisas intencionais do
Codex Committe on Food Additives on Food Additives and
Contaminants (CCFAC) (BESSONOV et al.,, 2011; GANESAN et
al., 2011

E recomendado pela, FAO (Food and Agriculture
Organization) e OMS (Organizacao Mundial da Saude) para
aditivos alimentares, o JECFA (Joint Expert Committee on Food
Additives), em que os paises faca a avaliagdo periodicamente
sobre o consumo total de aditivos permitidos, através de estudos
da dieta de sua populagao, para assim assegurar que a ingestao
total ndo ultrapasse os valores determinados na IDA (REYES;
PRADO, 2001)

Alguns corantes que no Brasil é permitido, nos paises da
Uniao Europeia e Estados Unidos ndo s&do. Nos Estado unidos, o
responsavel pela avaliacdo de dados se o corante € permitido ou
ndo é a FDA (Federal Drug Administration, 6rgdao governamental

dos EUA que faz o controle dos alimentos, entre outros), se caso
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nao for permitido, o alimento € impedido de ser comercializado. De
acordo com a legislagcdo americana, sdo permitidos 9 corantes
artificiais e se comparado aos do Brasil, os corantes azorrubina,
amaranto, ponceau 4R e azul patente V ndo sao permitidos nos
Estados Unidos (FDA, 2019).

Apesar do controle exigido por estas agéncias reguladoras,
0 uso de corantes em alimentos ainda gera muitas duvidas quanto
a sua toxicidade. Pois existem dificuldade em verificar se a
quantidade de aditivos usados pelo alimento industria estdo de
acordo com a legislagao em vigor (ANVISA por exemplo) levando
em consideragcdo que no Brasil ndo € obrigatorio declarar a

quantidade de corantes

presentes nos produtos no rétulo, somente uma lista dos aditivos
utilizados deve serdeclarada (BRASIL, 2005).

Os alimentos em que sao coloridos artificialmente, através de
corantes, acabam sendo consumidos em excesso pela populacéao,
e com o passar dos anos, ocorreu a observagao que esse excesso
esta relacionado com o elevado de peso resultando em obesidade,
doencgas crbénicas nao transmissiveis e também elevado teor de
gordura corporal (MONTEIRO et al., 2017, JUUL et al., 2018;
RAUBER et al., 2020).

3.4 EFEITOS TOXICOLOGICOS DE CORANTES ARTIFICIAIS

Os corantes se usados de forma correta, obedecendo os
percentuais maximos permitidos pela ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) ou Codex Alimentarius se tornam
inofensivos a saude (REYES, 2001). Criancas e adolescentes tém
habitos de consumo excessivo de refrigerantes, snacks, gomas,
gelatinas, doces, chocolate entre outros e consequentemente
ingerindo maiores quantidades de corantes alimentares
comparados a de um adulto. Em Portugal, foi realizado estudos
confirmando tal afirmacgdo. Fatores como imaturidade fisioldgica da
crianga, rapido desenvolvimento fisico, as maiores necessidades
energéticas proprias da fase de crescimento, e a sua incapacidade
cognitiva para controlar a ingestdo destes alimentos, contribuem a
vulnerabilidade do uso de corantes artificiais (ROCHA; 2015).
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Os corantes artificiais, tem como tendencia apresentar
alguns sintomas como: efeitos mutagénicos, alergias e até
mudangas no funcionamento do trato digestivo (GOMES et al.,
2013; MARQUES et al., 2015). E possivel afirmar que os corantes
podem causar desde simples urticarias. O Amaranto, por exemplo,
por medida de seguranga acabou sendo proibido nos EUA.

Alguns estudos realizados em 2009, mostraram que o grau
de hiperatividade das criangas ao serem expostos a corantes
alimentares artificiais, tem relagdo com os efeitos adversos no
comportamento em sua fase infantii e como consequéncia o
aumento da hiperatividade (PELSSER et al, 2009). Criangcas com
Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH), tem
possibilidade de reagir a uma variedade de substancias desde
corantes naturais até artificiais em alimentos. Os corantes, que
pode trazer efeitos leves e graves em relacdo ao comportamento e
a capacidade de concentragdo (GONGALVES; 2018).

Foi observado que a partir de uma dieta sem alimentos com
os corantes artificiais, os sintomas de hiperatividade
desapareceram. Criangcas que apresentam o TDAH tiveram uma
resposta mais significativa, da dieta sem o corante artificial, se
comparando com as criangas que nao apresentam o transtorno do
déficit de atencaoe hiperatividade (BORIS; MANDEL, 1994).

O uso de corantes artificiais em alimentos durante a
gestacao até anos apds o nascimento, onde € um periodo muito
critico do desenvolvimento, tem sido levantado como responsavel
pela inducao e gravidade de alguns disturbios comportamentais de
desenvolvimento e dificuldades de aprendizagem na infancia. Uma
teoria € que a hiperatividade possa ser uma reagdo adversa de
uma crianga que tem como costume desde a gestagdo o uso de
corantes artificiais que estdao presentes em alimentos e bebidas
industrializadas (CEYHAN et al., 2013).

Mesmo que o uso de corantes artificiais em alimentos tenha
efeitos adversos, ndo consta na embalagem do produto quais sao
os efeitos adversos que possa causar. Como por exemplo, a
eritrosina, corante sintético vermelho, que como consequéncia seu

uso em excesso pode trazer o hipertireoidismo. Outro exemplo, é
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3.5

o vermelho ponceau que seu uso em abundancia pode causar
anemia, enquanto o amarelo tartrazina pode ser relacionado com
insénia em criangas (SILVIA, 2008).

Mesmo que o alto consumo de corantes traz muitos efeitos
adversos, seu uso acaba sendo indispensavel nas industrias
alimenticias. E com o intuito de potencializar a acdao desses
corantes artificiais, o uso de mix de corantes em formulagdes
comerciais, € necessario para garantir uma coloracdo mais
duradora e destacada aos alimentos. Dentro dessas formulagoes
usadas, corantes formados através da sintese organica do
trifenilmentano azul patente V e verde rapido. Esses corantes sao
debatidos por longa data por pesquisadores quanto a sua
seguranca a populacdo. Atualmente, diversos alimentos doces
sdo coloridos pela formulacao trifenilmentano, dos tipos liquido e

em pd, que como ja citado proporciona uma coloragao mais intensa.

O USO DOS CORANTES AZUL PATENTE V E VERDE RAPIDO

O grupo trifenilmentano, apresenta uma estrutura quimica
composta por trés radicais arila, grupos fendlicos que sao ligados
a um atomo de carbono central. Também, grupos sulfénicos que
trazem uma alta solubilidade em agua (PRADO; GODOQY, 2003).

O Azul Patente V (figura 1) é derivado do azul de isosulfan,
quimicamente corresponde ao sal sodico dietilamino-4fenil hidroxi-
5-dissulfo-2,4-fenil (Melo et al., 2006). Seu uso é permitido como
aditivo alimentar na Europa, onde em 1970 foi avaliado pelo
JECFA (Join Exoert Committee b Food Additives) que determinou a
dose diaria admissivel temporaria (DDA) de 0-1 mg / kg de peso
corporal / dia, porémem 1975 foi retirado. Em 1983 pelo SCF
(Scientific Committee on Food) estabelecidoa DDA de 0-15 mg / kg
de peso corporal / dia (JORNAL DA EFSA, 2013). O Azul Patente V
possui uma 6tima estabilidade a luz, acidos e calor, entretanto, ele
descolore na presenca de Acido Ascérbico e SO (PRADO E
GODOY, 2003). E bastante usado em isotdnicos, gelatinas, balas e
chicletes (BARROS E BAROS, 2010).
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Em relacdo a toxicidade, existem relacdo de absorcdo
através da mucosa oral até atingir a corrente sanguinea, efeitos de
diminuicdo nos valores de hemoglobina e contagem de glébulos
vermelhos apds a exposi¢ao crénica ao corante (LUCOQOV et al.,
2013; EFSA, 2013). Outro fator de toxicidade, € a causa de
alergias e até cancer (CALVO, 2006). Sua IDA, nao esta alocada,
ou seja, os dados que sao toxicoldgicos disponiveis ndo sao
suficientes para ter uma seguranca de uso em escala (BRASIL,
2009).

O verde rapido, (figura 2) mostra uma estabilidade a luz, calor
e acidosrazoavel, entretanto uma baixa estabilidade oxidativa
(PRADO E GODOY, 2003). Eleé aplicado em chicletes, chas
verdes e balas (BARROS, 2010). Ele é considerado téxico,
pouco absorvido pelos intestinos e sua aplicagdo € proibida em
alguns paises pelo fato de trazer efeitos cancerigenos (SHARMA;
ALOTHMAN; KUMAR; PONNUSAMY; NAUSHAD, 2017). Sua
formula quimica €& C37H3aN2010S3s e €& composto por:
difenilmentano, hidroxibenzenossulfonato, amina terciaria e ion
iminio. Em sua forma pura e em condi¢gdes ambientais ele é um poé
cristalino marrom escuro, mas tem uma coloracédo verde em agua e
solugao metanol de 50% (BARUFALDI, 2021).

Através de um estudo em ratos, a toxicidade foi capaz de
identificar a induzir a inibicdo da atividade sinaptica de
interneurénios no hipocampo (VAN HOOFT, 2012). E como
resultados apresentou efeitos carcinogénicos em experiencias
realizadas em 1990 por Lederer. A IDA do corante artificial verde
rapido é definida de 0-25 mg/kg depeso corpdéreo (BRASIL, 2016).

""-“'TI«'Elj
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Fonte: Isenmann, 2014.

Figura 1: Estrutura Quimica Do Azul Patente V

OH

Fonte: Isenmann, 2014.Figura 2: Estrutura Quimica Do Verde Rapido
3.6 TESTE A. cepa.

Os bioensaios feitos com plantas sao de facil
monitoramento dos efeitos citotoxicos, mutagénicos e genotoxicos
em diversos produtos (Herrero et al., 2012). Dentre os testes
internacionalmente aceitos na avaliacdo da qualidade ambiental
esta o bioensaio A. cepa (cebola), eficiente em gentavaliacbes de
citogenotoxicidade de compostos e substancias em geral
(TABREZ et al., 2011; LACERDA; MALAQUIAS; PERON, 2014).
Uma das suas principais caracteristicas € a rapida proliferacao
celular em meristemas de raizes, além de numero cromossémico
reduzido (CARITA, 2010; PERON ET. AL., 2009, HERRERO ET
AL., 2012). Os parametros considerados nesse teste sgo indice de
proliferacdo celular ou indice mitético, e indice de alteracdes de
fuso mitético e quebras cromossémica (HERRERO ET AL., 2012).

Os resultados obtidos por meio desse teste apresentam boa
correlagdo aos resultados observados em testes genéticos
realizados em outros bioensaios, como aqueles com animai e em
cultura de células (SOUZA et al., 2017). Por meio do sistema teste
A. cepa avaliou-se a citotoxicidade e genotoxicidade de aditivos
alimentares, entre os quais os corantes (GOMES et al, 2013
PERON et al., 2013). A A. cepa tém um processo de divisdo
celular de suas raizes muito semelhante ao processo de divisdo
celular humano (CORREIA et al, 2014; POLETTO et al, 2011;
GALEMBECK et al, 2010).



3.6.1 CICLO CELULAR

Para a analise da toxicidade, a partir da avaliacdo das
alteragées no indice de divisdo celular, € necessario entender
conceitos do ciclo celular. Uma célula passa por etapas separadas
em estagios nomeados interfase e fase mitética. A interfase, éo
periodo em que a célula esta se duplicando. Esta fase inicia na
etapa nomeada G1, onde ocorre a duplicagcdo de organelas e a
producdo de componentes moleculares. A etapa S caracteriza a
duplicagao do DNA. Por fim, a etapa G2, onde ocorre a fabricagao
de novas proteinas e comeca a reorganizacao do conteudo. Logo
apos, € iniciada a fase mitética constituida pelas fases de profase,
metafase, anafase e telofase (RAVEN, et al., 2020; URRY et al.,
2021).

Segundo Bouzon, Gargioni, Ouriques, 2010, inicialmente, a
profase tem seus filamentos de cromatina gradualmente
condensados ficando mais curtos, até atingir a forma de
cromossomos. ApoOs a préfase, as células passam para uma fase
denominada pré-metafase que caracteriza uma transicdo entre a
profase e a metafase. Tal transicdo em que os microtubulos do

fuso se conectam aos cinetécorosdos cromossomos condensados.

Em seguida, os cromossomos s&o levados para frente e
para tras, até atingir o alinhamento na placa metafasica, entrando
em metafase. Nessa etapa, os cromossomos tendem a atingir a
maior condensacao, e assim mostrando as duas cromatides em

que sao visiveis ao microscopio de luz.

O periodo em que as células permanecem em metafase €
curto, antes de seguir para anafase. Nessa etapa, o equilibrio
metafasico € rompido e a divisdao dos centrbmeros e como
resposta a migracdo das cromatides para polos contrarios,

denominados cromossomos-filhos.

E por fim, ocorre a teléfase, em que os nucleos-filhos
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recuperam a forma e os cromossomos se descondensam. Essa
descondensacao da cromatina é seguida pela transcrigdo. Assim, o

nucléolo reaparece e acaba restabelecendo o envoltdrio nuclear.

Profase Pro-metafase  Metafase Anafase Telofase

§- '@ ® e

Fonte: Unidade 8 Ciclo Celular

Modificado de http://en.wikipedia.org/wiki/Mitosis.Figura 3: Fases Da Mitose

A partir desse bioensaio € avaliado substancias em nivel
celular usando como parametro a citotoxicidade (IM), e a funcao da
inibicdo ou a intensa proliferacao celular, através das alteragdes
cromossOmicas a partir de quebras cromossOGmicas e alteragdes
de fuso mitético (MARIN-MORALES; MAZZEO; FERNANDES,
2011, BARBERIO; VOLTOLINI, MELLO, 2011)


http://en.wikipedia.org/wiki/Mitosis

4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS

Os corantes Azul Jeans em p6 e liquido, da marca MIX,
foram adquiridos no comércio de Campo Mourdo, Parana, Brasil.
As analises de toxicidade foram feitas no laboratério C101, bloco C,
na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana campus Campo

Mourao.

As concentrag6es analisadas foram determinadas com base
na orientacdo de uso dos frascos do corante em pé e liquido. A
partir do rétulo de sugestdo de uso para populagdo foi usado a
concentragcdo 0,005 kg de corante para 1kg de massa ou 1 L de
agua. Ja para o corante em liquido usou-se 2 ml para 1 litro
deagua. Assim, para o corante em po e liquido foram analisadas a
concentragdo de uso sugerida para populagdo e uma

concentracao 50% menor.

A analise de toxicidade em A. cepa foi realizada segundo o

protocolo estabelecido por Fiskejo (1985).

4.2 METODOS
4.2.1 Teste Allium Cepa L.

Os bulbos de cebolas foram lavados com agua corrente e
em seguida retirados os catafilos secos. Os bulbos limpos foram
postos em agua destilada para crescimento de raizes de até 2,0 cm
(figura 4). Apos, algumas raizes foram coletadas e colocadas em
fixador Carnoy para serem usadas como controle do préprio bulbo
(Oh). Ap6s 24 horas no fixador, as raizes foram lavadas em agua

destilada e submersas em uma solugao de acido cloridrico.

Em seguida, as raizes restantes de cada bulbo foram
colocadas em contato com as concentracdes do corante em po6 e
liquido por periodo de 24 h. Apos esse tempo algumas raizes
foram coletadas e colocadas no fixador Carnoy por 24 horas
(figura 5) e depois lavadas e mergulhadas em &acido cloridrico.

Realizou-se o0 mesmo procedimento para as raizes que



permaneceram por 48 horas nas concentragbes do corante. O
mesmo procedimento foi feito para as raizes do periodo de 48 h da
solugdo. Depois da ultima coleta as concentragbes e os bulbos

foram descartados.

Fonte: Parvan, Lais Gongalves (2020).

Figura 4: Bulbos de A. cepa, crescimento das raizes.

Fonte: Santo, Diego Espirito (2022) Figura 5: Raizes submersas em

solugédo carnoy.

As laminas foram feitas conforme protocolo proposto por
Guerra e Souza (2022), onde as raizes do tubo depois de serem
lavadas com agua destilada, foram colocadas nas laminas e a
regido meristematica foi retirada e macerada e em seguida corada
com orceina acética (figura 6). Apos a coloracdo o material foi

coberto com laminula.
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Fonte: Santo, Diego Espirito (2022)Figura 6: Meristemas de raiz.

Para a leitura das laminas utilizou-se um microscopio optico
com objetiva de aumento de 40x. Para cada bulbo, foram
avaliadas 1000 células, totalizando 3.000 células para cada grupo
controle (0 horas), cada grupo tempo de exposi¢cao 24 horas e
cada grupo tempo de exposicao 48 horas, dando um total de
9.000 células analisadas para cada concentragao. As células em
interfase, profase, metafase, anafase e teléfase foram contadas, e

o indice mitético foi calculado conforme a Equacgéo 1.

Numero total de células em divisiao
, , : 100 (1)
Numero total de células analisadas

A2 we

Fonte: Parvan, Lais Gongalves (2020).
Figura 7: Células meristematicas de A. cepa em aumento 40x
O potencial genotxico ou indice de alteragées celulares (IAC)
foi avaliado usando a frequéncia de micronucleos, metafases C,

pontes em anafase e teléfase, células com aderéncias, botdes
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nucleares e anafases multipolares, entre outras. Para cada
concentracdo analisou-se 900 células. O IAC foi calculado

conforme aEquacéao 2.

Numero de alteracdes celulates
AC: e x 100 (2)

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de ScotteKnott

(p <0,05), com auxilio do software livre BioEstat®.
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5 RESULTADOS

O resultado das analises de citotoxicidade esta apresentado na
Tabela 2. Observa- se que nas condigbes de analises
estabelecidas para esse estudo, o mix de corantes Azul Jeans,
constituido pelos corantes Azul Patente e Verde Rapido, nas
formas em poé e liquido, nos tempos de exposicdao 24 e 48 h,
reduziram drasticamente o indice de divisdo celular dos
meristemas radiculares quando comparado aos seus respectivos
controles, mostrando-se citotoxicos. Nesta tabela também estao
os resultados de alteragdes celulares. O Azul Jeans, em pd e
liquido, nas duas concentracdes analisadas e tempos de analises
considerados nao induziram alteracdes celulares em numero

significativo ndo sendo gendtoxico.

Tabela 2. indices mitéticos (%) e indices de alteragées celulares
observados em meristemas de raizes de A. cepa expostos ao
corante Azul Jeans, nas formas em po e liquidoe em diferentes

concentragoes, por 24 e 48 horas.

Mix Corantes Ml (%)/SD
TR Co (0 h) 24 h 48 h
P6 5g/L 29,740,17 @ 2,9+0,31 o* 5,40,17 &
0,25¢g/L 29,0+0,58 @ 7,3+0,45 °° 4,9+0,70 ®
Liquido 1mL/L 15,640,27 @ 3,9+0,78 * 3,5+0,89 ”
0,5
ML 22,0+0,71 @ 5,8+0,45"°" 7,3+0,95°"
Controle Positivo IAC(%)/DP

MMS 8.9+0.55
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(4x10* mol/L")

Mix de ACI(%)/SD
Corantes
TR Co (0 h) 24 h 48 h
Po 5g/L 0,01+0,29 @ 0,08+0,13 @ 0,07+0,80 @
0,25¢g/L 0,01+0,23 2 0,05+0,71 @ 0,09+0,77 @
Liquido 1mL/L 0,01+0,46° 0,01+0,41 @ 0,03+0,80 @
0,5
0,01+0,19 @ 0,03+0,64 @ 0,03+0,64 @
mL/L

Fonte: autoria prépria (2022).

Co: controle; IM: indice Mitdtico; IAC: indice de Alteragao Celular; TR:
tratamento; h: hora, DP: Desvio Padrdo, MMS: Metil Metanosulfonato. Analise de
varidancia (ANOVA), médias observadas comparadas pelo teste Scott-Knott a
0,05, utilizando o software livre BioEstat®. Letras iguais indicam valores médios
iguais entre os tempos de exposi¢cdo considerados (Co- Oh, 24h e 48h) dentro
de uma mesma concentragcdo. Desvios padrao relatados para cada tempo de

analise avaliado para cada concentragao.

De acordo com Herrero et al. (2012) a significativa inibicao da
divisado celular, observada nos tecidos meristema de raizes de A.
cepa expostos as concentracées de Azul Jeans, deve-se a morte
celular por disturbios, como pela acéo téxica de produtos quimicos,
substancias ou compostos, na cinética de divisao celular ou nos

cromossomos essenciais as células.

Ha relatos na literatura que demonstram que os corantes Azul
Patente e Verde Rapido tem capacidade de alterar o ciclo de
divisdo células de diferentes bioensaios. Tais eventos, segundo
Nunes et al., (2016), causam reducdo significativa no turn over
celular e alteram a sintese proteica do tecido ou 6rgao onde
ocorrem, prejudicando significativamente o crescimento e

desenvolvimento em plantas e animais.



Uma substancia genotéxica pode interagir com o DNA depois
da ativagcdo metabolica ou diretamente, trazendo consequéncias
na estrutura molécula de DNA. Quando ocorrer algum tipo de dano
ao DNA, as células acabam interrompendo seu ciclo celular e
assim, o ciclo celular desenvolve, entretanto, quando ocorre
alguma falha, a célula pode ocorrer mutacdo, podendo leva a
carcinogénese. Foi detecntada a genotoxicidade de 39 subtéancias
quimicas usadas como aditivos alimentares. E dentre todos os
aditivos, os corantes artificiais foram os que mais apresentaram
resultados de genotoxicidade, como o amaranto, tartrazina,
eritrosina, dentre outros. Tais corante, acabaram induzindo danos
ao DNA nos érgaos gastrointestinais em doses baixas como 10 ou
100 mg/kg (SASAKI et al., 2002).

Nao ha muitos estudos na literatura sobre a toxidade do
corante Verde Rapido, porém, ha estudos avaliando o potencial
deste na supressao do processo inflamatorio, e também a
capacidade de suprimir processos que levam a inflamacao, por
exemplo a diminuicdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e
também niveis séricos de Interleucina-6 (IL-6). Em alguns estudos,
ocorreu a observagao dessa capacidade do corante em suprimir a
neuroinflamacdo em ratos, indicando o potencial no controle de
sintomas depressivos (YANG et al., 2019; XU et al., 2018)

O corante artificial vermelho eritosina, por exemplo, pode
causar hipertireoidismo caso seja consumido em excesso, O
corante vermelho ponceau pode trazer consequéncias como
anemia e glomerulonefrite (doenca renal), e o amarelo tartrazina
pode se associar como a causa de insbnia em criangas por seu
uso em excesso (SILVIA, 2008). Outros tipos de corantes, como o
Azul Brilhante apresenta efeitos genotoxicos e também citotoxicos
de grande importancia em linfécitos humanos. E uma diminui¢do
dose dependente nos valores da frequéncia de indices mitéticos e
de micronucleos (KUS e EROGLU, 2015). O ensaio de reducao do
sal de tetrazdlio teve sua leitura apresentando doses acima de
25mM do corante Azul Brilhante foi inviavel pelo fato do forte poder
agregativo do aditivo artificial as células. Porém, algumas

concentracbes menores a IDA (6mg/kg/dia) provocaram
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significativa perda da viabilidade para 3 linhagens celulares. Tais
resultados, sao importantes como aviso para pessoas com muita
sensibilidade, criancgas, e alergias, pois processos alérgicos
também estdo relacionados aos processos inflamatorios, de
proliferacdo celular e, consequentemente, tumorais (LACERDA,
2017).

A toxicologia de corante artificial, usado pela industria
alimenticia, vermelho 40, é encontrada facilmente nas literaturas,
diversos testes in vitro foram feitos com o objetivo de avaliar sua
genotoxicidade e como resultados, ndo foi possivel observar
nenhuma mutacgdo significante (BASTAKI et al., 2017). Nao existe
relatos de criangas apresentando algum tipo de reacao alérgica.
Porém, existem estudos com neutrofilos humanos, em que
apresentaram resultados onde os corantes aumentam a producgao
de mediadores infamatorios a partir dessas células, que possa ser
respostas alérgicas e doencas como artitre reumatoide e asma
(LEO et al., 2017).

Outro efeito sobre o vermelho 40 pode € sobre o cérebro de
criangas cruzar a barreira hematoencefalica, auxiliando no
transtorno de déficit de atencao com hiperatividade entre outras
doencas. Também, foi demonstrado um efeito inibitoério da enzima
humana anidrase carbbénica Il, e sua inibicdo tras como
consequéncia a diminui¢ao do pH e dilatagao vascular, o que pode
trazer em doengas como a osteoporose e a acidose renal tubular
(ESMAEILI et al., 2016; KHODARAHMI; ASHRAFI-KOOSHK;
KHALEDIAN, 2015). De acordo com o JECFA (2006) sua IDA é

de 0-7 mg/kg peso corpéreo (BRASIL, 2016), (ARNOLD,
LOFTHOUSE e HURT, 2012).

Existem poucos estudos toxicoldgicos, que demonstram efeitos
adversos tanto in vivo quanto in vitro de determinados corantes
artificiais, principalmente os corantes Verde Rapido e Azul Patente
V é preciso a realizacdo de mais pesquisas e estudos sobre o
consumo, sobre os valores de IDA (ingestdo diaria aceitavel) e

sobre sua toxicidade e genotoxicidade
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5.1 CONSIDERAGOES FINAIS

Nao se encontra relatos na literatura, sobre os riscos
toxicolégicos, citotdxicos, carcinogénicos e genotoxicos
encontrados em alimentos com os corantes artificiais utilizados
nesse estudo. Tais atividades estdo proporcionalmente
relacionadas com efeitos de instabilidade genética e podem afetar
a segurancga alimentar, pois a maioria da producao dos alimentos
que sao produzidos nas industrias contém aditivos alimentares
como corantes artificiais. Mesmo que as
concentragbes do mix de corante avaliados foram citotoxicas,
porém, nado genotd xicos, € importante o cuidado ao ingerir
alimentos com a presenca de corantes artificiais.

O uso de aditivos em alimentos e bebidas € de extrema
importancia visando o ponto sensorial e tecnoldgico, principalmente
0 uso de corantes artificiais. Mesmo que os corantes artificiais
tragam vantagens sensoriais, aumento na vida de prateleira, para
a industria alimenticia, € necessario estar atento aos seus efeitos

adversos, N0 cONSUMO em excesso.

Mesmo que seja permitido a utilizacdo de corantes artificiais
e tenha um limite de ingestdo estabelecido através da, IDA
(Ingestéo diaria aceitavel) para o uso de cada corante artificial em
alimentos, ndo se deve anular seus efeitos adversos, onde o
excesso de uso, pode acarretar algum problema de saude. A faixa
etaria da populagdo, que mais sofrem rea¢des no organismo, sdo
as criangas, pois seu consumo € mais constante do uso de

alimentos de corantes
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