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ABSTRACT

The components of the food coloring risk assessment process are hazard
identification, hazard characterization, exposure assessment, and risk
characterization. The results of bioassays on higher plants are still valuable,
given that a chemical capable of inducing chromosome damage in plants may
also pose a risk to other groups of living organisms because the damaged
material is DNA.
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in anul 1851, Liebig a fost unul dintre pionierii cercetérii alimentelor,
care a condus la intelegerea actualda a compozitiei chimice a acestora
(Spencer, 1974). Un factor important care sta la baza acestei chestiuni legate
de adaugarea de substante in alimente este faptul ca populatiile din intreaga
lume sunt in crestere rapida. Este necesar sa conservam cat mai multa hrana
si sa salvam ceea ce putem de atacurile daunatorilor, bacteriilor, ciupercilor si
de deteriorarea naturald. Organizatia Mondiala a Sanatatii si Organizatia
pentru Alimentatie si Agricultura au estimat ca aproximativ 15% din populatia
lumii este grav subnutrita si ca 35% sufera de malnutritie. Orice dezavantaj in
utilizarea acestor conservanti este mai mult decat compensat de faptul ca sunt
puse la dispozitie mai multe alimente in zonele in care foametea si malnutritia
sunt frecvente. Alte substante adaugate in alimente imbunatatesc calitatea lor
alimentara (lanovici si colab, 2008). Prin imbunatatirea culorii, aromei si texturii
alimentelor, se reduce proportia de alimente care altfel ar putea fi respinse.
Prin urmare, alimentele devin mai acceptabile si mai apetisante prin utilizarea
unor aditivi cum ar fi colorantii, aromele si alti agenti de imbunatatire a texturii.
Fabricarea unor produse alimentare precum inghetata si margarina, gama
imensa de produse alimentare congelate, deshidratate si liofilizate, precum si
varietatea tot mai mare de alimente si mancaruri usor de preparat si gata
gatite, sunt toate posibile datorita utilizarii aditivilor de diferite tipuri.
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Tipurile de aditivi alimentari sunt (Spencer, 1974):
A. Substante adaugate pentru a imbunatati calitatea alimentelor
1) Substante colorante.
2) Arome in produsele alimentare.
3) Substante utilizate pentru a imbunatati textura.
4) Agenti de albire si de maturare.
B. Conservanti
1) Substante antimicrobiene.
2) Anti-oxidanti.
C. Aditivi nutritionali

1. Colorantii alimentari

Colorantii alimentelor afecteazd recunoasterea si acceptarea
produsului (avertizdnd consumatorii impotriva consumului de alimente stricate,
care sunt periculoase pentru sanatate), deoarece sunt un fascicul de perceptii
senzoriale, cum ar fi vederea, mirosul si gustul (Lidon si colab., 2007). Totusi,
degradarea pigmentilor naturali existenti poate prevala in timpul procesarii
alimentelor, care in majoritatea cazurilor necesita adaugarea de coloranti
pentru a restabili sau a imbunatati culoarea. Astfel, un numar mare de produse
alimentare incorporeaza culori pentru a obtine un aspect placut sau o
caracteristica de colorare. De exemplu, pentru a spori preferintele
consumatorilor, colorantii alimentari sunt de obicei aplicati la inghetata
comestibild, deserturi, produse de patiserie si produse de panificatie fine,
decoratiuni si glazuri de patiserie, produse de cofetarie, sosuri, sucuri de
fructe, gustari si bauturi racoritoare si bauturi alcoolice (Lidon si colab., 2007;
Lidon si colab., 2010; Regulamentul UE nr. 1129/2011).

In Uniunea Europeana, utilizarea colorantilor alimentari — la fel ca si a
altor aditivi alimentari — este reglementata de legi specifice, acestea fiind
categoriile de produse alimentare raportate, cantitatile maxime utilizabile,
caracterizarea chimica si puritatea (Regulamentul UE nr. 1129/2011;
Regulamentul UE nr. 2015/1378). In consecint&, colorantii pot fi utilizati numai
daca sunt integrati n trei categorii: avand o doza zilnica acceptabila definita
(adica, determinata in prealabil si permisa pentru utilizare) sau li se permite sa
fie utilizate numai in cazuri speciale sau specifice. Pe langa aceasta, fiecare
aditiv alimentar are un cod in UE, care include litera E (pentru Europa), urmata
de trei sau patru cifre. Schema de numerotare urmeaza cea a Sistemului
International de Numerotare (INS), asa cum este stabilit de Comitetul Codex
Alimentarius (Silva si colab., 2022).

Colorantii alimentari pot fi sintetici, sintetizati in mod egal cu cei naturali
sau derivati in mod natural. Desi majoritatea colorantilor alimentari naturali
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provin din plante, altii sunt obtinuti din animale sau chiar din minereuri (Lidon si
colab., 2010). Cei mai multi dintre colorantii naturali au dezavantaje:
reactivitatea fata de celelalte ingrediente ale alimentelor sau in prezenta
mirosurilor, instabilitatea Tn apa sau la expunerea la lumina si caldura. Mai
mult, spre deosebire de colorantii sintetici, consumul de coloranti alimentari
naturali poate avea beneficii semnificative; sunt solicitati pentru fiabilitatea,
functionalitatea, potentialul biologic si beneficile pentru sanatate. Culorile
naturale sunt obtinute din natura si pot fi izolate prin procese de extractie mai
mult sau mai putin complicate, in timp ce colorantii sintetici sunt sintetizati
chimic. Cu toate acestea, uneori nu este usor sa fie clasificati in coloranti
sintetici sau naturali, deoarece prelucrarea colorantilor alimentari poate deveni
foarte complicata, desi pot incepe cu substante naturale (Silva si colab., 2022).

Colorantii alimentari sintetici nu se gasesc in natura datorita structurilor
chimice, dar au avantajul de a predomina sub forma de pulberi, paste sau
granule si sunt solubili in apa. Cu toate acestea, unii aditivi coloranti sintetici
pot prezenta probleme de sanatate, si anume probleme alergene, care la copii
pot provoca hiperactivitate si chiar patologii mutagene si/sau cancerigene asa
cum se mentioneaza in Regulamentul UE nr. 2020/77 (Lidon si colab., 2010;
Chung, 2016). Prin urmare, unele studii privind siguranta alimentelor au
condus la interzicerea unor aditivi alimentari sintetici, cum ar fi E 128
(Regulamentul UE nr. 1129/2011; Regulamentul UE nr. 231/2012; EFSA,
2007; EFSA, 2010). Tn mod similar, colorantul alimentar E160f nu mai este
inclus n lista aditivilor Uniunii Europene (Regulamentul UE nr. 1129/2011;
Regulamentul UE nr. 231/2012).

Pentru a depasi efectele secundare asupra sanatatii ale colorantilor
sintetici, inlocuirea lor cu coloranti alimentari naturali este adesea o optiune.
De exemplu, utilizarea colorantului alimentar rosu cosenila (E120), care este
preparat dintr-o insecta, a fost intensificata si utilizarea culorii rosii obtinute din
rosu sfecla rosie (E162) si a colorantului alimentar verde al clorofilinei (E140)
au fost de asemenea crescute. Cu toate acestea, colorantii naturali sunt, de
asemenea, o tintd a studiilor de sigurantad alimentara, unii aditivi fiind inlocuiti
cu altii cu garantii de siguranta mai mari. De exemplu, recent trei aditivi extrasi
din annatto—(E160b(i), E160b(ii) si E160(iii))—au fost Tnlocuiti cu noii aditivi
E160b(i), E160b(ii) (Regulamentul UE nr. 2020/771).

Producéatorii alimentari utilizeaza din ce in ce mai des colorantii
alimentari sintetici comparativ cu cei naturali, deoarece acestia prezinta
beneficii din punct de vedere economic: costul lor scazut; rezistenta la
modificari ale pH-ului, la lumina si oxigen, stabilitate ridicata a culorii. Colorantii
alimentari sintetici sunt produsi prin modificarea mai multor compusi precursori
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sau prin sinteza chimica completa. De asemenea, colorantii alimentari sintetici
nu se degradeaza in timpul procesarii alimentelor (Silva si colab., 2022).

2. Evaluarea pericolelor prezentate de aditivii din alimente

Masura in care un aditiv alimentar poate prezenta un risc pentru
sanatate depinde de toxicitatea acestuia si de expunerea alimentara.
Comitetul stiintific pentru alimente (SCF) si Comitetul mixt FAO/OMS de
experti pentru aditivi alimentari (JECFA) stabilesc valorile dozei zilnice
acceptabile (DZA) pentru aditivii alimentari. Valorile DZA sunt calculate
folosind un factor de siguranta care asigura ca, daca aditivul este consumat
zilnic la acel nivel pentru tot restul vietii, nu ar exista ,risc apreciabil pentru
sanatate” (International Programme on Chemical Safety, 1987; Galli si colab.,
2008). Aditivii alimentari trebuie sa fie supusi unei proceduri riguroase de
evaluare a riscurilor inainte de aprobarea si intrarea lor pe piata. JECFA
evalueaza siguranta aditivilor alimentari si a contaminantilor din alimente
(International Programme on Chemical Safety, 1987). Toti aditivii alimentari
care sunt utilizati intr-un produs alimentar sunt declarati pe ambalaj folosind
numarul E dat de Uniunea Europeana (UE) (Haen, 2003) sau printr-un Sistem
International de Numerotare (INS-Nr.) care inseamna aprobarea de catre
JECFA (WHO, 20009).

Tarile membre pot solicita FAO/OMS sau Comitetului Codex pentru
Aditivi Alimentari si Contaminanti (CCFAC) sa initieze procesul de evaluare a
riscurilor care urmeaza sa fie efectuata de JECFA (FAO/MWHO, 2005).
Procesul stiintific de evaluare a riscurilor nu numai ca estimeaza riscul uman
asociat cu consumul de aditivi alimentari, dar ajuta si la obtinerea si stabilirea
valorilor DZA pentru aditivii alimentari (FAO, 1998).

Evaluarea riscurilor aditivilor alimentari este un proces pur stiintific care
necesita ca nutritionistul si toxicologul sa lucreze impreuna (Larsen, 2006).

Identificarea pericolelor. In aceasta etapa de identificare a pericolului
se reflecta proprietatile intrinseci ale unui aditiv alimentar care pot afecta
sanatatea (Huggett si colab., 1998). Acest lucru se realizeaza prin utilizarea
»2abordarii ponderii probei’. Pentru aceasta, se efectueaza revizuirea bazelor
de date stiintifice corespunzatoare publicate pentru cautarea studiilor
toxicologice umane si animale legate de aditivul alimentar in cauza. Studiile
epidemiologice au preferinta fata de datele de cercetare bazate pe laborator
(FAO/MWHO, 1995).

Caracterizarea pericolului. Tn aceasta etapa se evalueaza siguranta
aditivilor alimentari prin evaluarea datelor de toxicitate. Caracterizarea
pericolului implica atat ,extrapolarea doza-raspuns” cat si ,scalarea dozei”. in
extrapolarea doza-raspuns, nivelurile de toxicitate estimate pentru animale
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trebuie extrapolate atat calitativ, cat si cantitativ, la doze mult mai mici pentru
comparatie cu nivelurile de expunere la om. In scalarea dozelor, JECFA
utilizeaza mg/kg greutate corporala pentru scalarea ,interspecie”, deoarece
echivalenta in doze toxice este dificil de stabilit (FAO/WHO, 1995). Riscul
trebuie caracterizat folosind mai multe metode si utilizand abordari diferite.
Modelarea matematica poate fi utilizata pentru a caracterizarea relatiile doza-
raspuns (Varzakas si colab., 2010).

Evaluarea expunerii. Estimarea consumului de aditivi alimentari nu
este simpla si necesita asistenta expertilor in domeniul nutritiei. De obicei,
inregistrarea dietei pe 24 de ore sau chestionarul de frecventa a alimentelor
(FFQ) este instrumentul ales pentru estimarea consumului de alimente
susceptibile de a contine aditivi. Alte metode directe si indirecte utilizate pentru
colectarea datelor privind consumul de alimente sunt revizuite Tn alta parte.
Concentratia aditivului n diferite alimente este estimata chimic pentru a calcula
in cele din urma expunerea alimentara la aditiv (Jain si Mathur, 2015).

Caracterizarea riscului. In aceasta etap4, este evaluaté probabilitatea
de aparitie a efectelor toxice adverse la oameni ca urmare a expunerii la un
aditiv alimentar. Acest lucru se face de obicei prin compararea valorilor DZA
ale aditivului cu nivelurile de expunere n randul oamenilor (FAOMWHO, 1995).
Riscul poate fi caracterizat folosind diferite scenarii de expunere. Scenariile 1
si 2 ofera cea mai buna estimare a populatiei in care expunerea este evaluata
in randul partii din populatie care consuma numai alimente care contin aditivul
alimentar selectat, iar nivelul de aditiv adaugat este mediu. Scenariile 3 si 4
acopera partea populatiei care consuma intotdeauna aceeasi marca (clienti
fideli marcii) si se presupune ca sunt loiali marcii cu cel mai ridicat nivel
raportat de aditiv alimentar (Vitenskapskomiteen for Mattrygghet., 2013). Cel
mai réu scenariu de aport este in cazul in care continutul de aditiv din
produsele alimentare permise este nivelul maxim admisibil specificat de
autoritatile de reglementare si se presupune ca toate alimentele consumate,
produsele, in care adaugarea de aditiv este permisa, contin acel aditiv (Jain si
Mathur, 2015).

Indicele de pericol (HI) a fost, de asemenea, utilizat pentru
caracterizarea riscului si se calculeaza prin doza zilnica medie (DZM) pentru
un aditiv din alimentatie exprimata ca procent din DZA. Daca HI este mai mic
de 100%, atunci expunerea la aditivul respectiv nu prezinta niciun pericol
(Hsieh si colab., 2012).

Doze mari (>1500 mg/kg greutate corporald/zi) de indulcitor artificial
cum ar fi zaharina au demonstrat efecte toxice cum ar fi umflarea glomerulilor
renali, deprimarea cresterii si carcinomul la sobolani (FAO/MWHO, 1993).
Studiile de toxicitate acuta, subacuta si cronica efectuate pentru aspartam nu
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au aratat efecte adverse (Magnuson si colab., 2007). Cu toate acestea, un
studiu a raportat ca aportul la jumatate din DZA pentru aspartam poate duce la
efecte neurocomportamentale, cum ar fi starea de spirit iritabila, depresia,
performanta mai scazuta in randul adultilor umani (Lindseth si colab., 2014).
Datele emergente pentru sucraloza bazate pe studii la oameni si la rozatoare
au aratat ca aportul ridicat de sucraloza modifica nivelul de glucoza, insulina si
peptida-1 asemanatoare glucagonului. S-a constatat ca fiind mutagena in
unele studii (Schiffman si Rother, 2013).

Doar trei studii privind indulcitorii artificiali au putut fi identificate.
Indulcitorii artificiali studiati au fost acesulfamul, asparmul, acidul ciclamic,
zaharina si sucraloza din bauturi. Expunerea la indulcitori selectati
(Vitenskapskomiteen for Mattrygghet., 2013) a fost evaluata utilizAnd toate
cele patru scenarii de evaluare a expunerii. In doua studii, au fost studiati
indivizi din toate grupele de varsta (Vitenskapskomiteen for Mattrygghet, 2013;
Husoy si colab., 2008), iar in al treilea studiu a fost studiata expunerea
alimentara a copiilor de scoala (Centre for Food Safety, 2003). Au fost utilizate
analize chimice cu cromatografie lichida de Tnalta performanta (HPLC) (Centre
for Food Safety, 2003), sau au fost utilizate niveluri de utilizare furnizate de
producatori (Husoy si colab., 2008) pentru estimarea continutului de indulcitori
din alimente. Datele privind consumul de alimente au fost colectate folosind un
FFQ semicantitativ. In studii, continutul de indulcitori din produsele alimentare
a fost sub MPL. Indicele de pericol atat pentru consumatorii medii, cat si pentru
cei mari a fost mai mic de 100% pentru toate grupele de varsta. Prin urmare,
riscul a fost considerat a fi mic, dar mai multe astfel de studii pentru subgrupuri
susceptibile, cum ar fi diabeticii, trebuie efectuate acolo unde expunerea
alimentara este probabil mai mare (Jain si Mathur, 2015).

n majoritatea studiilor, culorile artificiale studiate au fost carmoisine,
eritrozina, indigo carmin, ponceau 4R, galben apus de soare FCF si tartrazina.
Alte culori studiate au fost albastru stralucitor FCF, verde rapid FCF, rosu
allura, azorubina, negru stralucitor, maro HT, verde S, galben chinoling,
annatto, amarant si riboflavind. Prezenta unor culori nepermise, cum ar fi
auramina, rodamina, portocaliu Il, albastru VRS si verde malachit in alimente a
fost detectata in tarile in curs de dezvoltare, cum ar fi India, unde a fost
documentata utilizarea acestor culori ca adulteranti (Mathur si colab., 2014;
Dixit si colab., 2013; Tripathi si colab., 2010). Tn toate studiile, s-a constatat ca
nivelurile de culori din produsele alimentare fabricate de sectorul neorganizat
depasesc MPL-urile lor (Jain si Mathur, 2015).

Doze mari (40 mg/kg greutate corporald/zi) de eritrozina administrata la
sobolani au demonstrat efecte toxice, cum ar fi adenoamele celulelor foliculare
tiroidiene (FAOMWHO, 1991). Dozele intre 1500 — 2250 mg/kg greutate

114



BIOSTUDENT, 2023, vol. 6 (2), pp. 109-124

corporald/zi de galben apus de soare FCF atunci cand sunt administrate la
sobolani au demonstrat efecte toxice precum reducerea greutatii corporale si
diaree (FAOMWHO, 1995), iar Ponceau 4R (500 — 1000 mg/kg greutate
corporald/zi) a demonstrat efecte toxice precum ciroza hepatica si probleme
renale la sobolani (FAOMWHO, 2011). Desi este putin probabil ca oamenii sa
fie expusi la valori atat de ridicate ale dozelor utilizate in studiile pe animale,
depasirea DZA nu este un scenariu improbabil in acest caz.

De obicei, Tn majoritatea studiilor, riscul datorat expunerii la aditivi a
fost evaluat folosind scenariul 1, care este cea mai buna estimare a
consumului real de culoare de catre populatia tinta. Un singur studiu (FSANZ,
2008) a evaluat riscul utilizadnd scenariile 1 si 3. Expunerea a fost studiata la
indivizi de toate grupele de varsta. in unele studii, expunerea la culori a fost
studiata doar pentru copii, probabil pentru ca alimentele susceptibile de a fi
colorate sunt consumate mai ales de copii. De asemenea, copiii sunt expusi
un risc mai mare de a depasi DZA din cauza greutéatii corporale mai mici.
Analiza chimicad a fost facuta pentru a analiza continutul de culoare in
majoritatea studiilor, cu exceptia unuia (Benjapong si colab., 2010) unde s-au
folosit niveluri maxime admisibile pentru coloranti (evaluarea scenariului cel
mai riu caz) in produsele alimentare. intr-un studiu (Elhkim si colab., 2007) a
fost folosit si un jurnal alimentar de 7 zile.

in unele studii indiene (Dixit si colab., 2013; Tripathi si colab., 2010),
variatia sezoniera a fost luatd in considerare si prin efectuarea studiului de
doua ori intr-un an. Acest lucru a fost facut deoarece consumul de produse
alimentare colorate, cum ar fi bauturile si inghetata, tinde sa fie mai mare in
lunile de vara. Tn studii au fost raportate adulterare cu culori nepermise, cum ar
fi Rhodamine si Orange Il (Dixit si colab., 2013; Tripathi si colab., 2010). Copiii
pareau sa aiba un risc mai mare de a fi un consumator extrem, iar galben apus
de soare FCF, tartrazina si eritrozina erau culorile pentru care HI depasea
100% la consumatorii mari. Principalii contribuitori la consumul de coloranti
artificiali au fost deserturile si bauturile. n studiile efectuate in Thailanda, s-au
dovedit ca bilutele de peste contribuie major la aportul de culoare (Jain si
Mathur, 2015).

in ceea ce privese conservantii sintetici, doze mari (280 mg/kg greutate
corporald/zi) de sulfit la sobolani au prezentat mai multe efecte toxice, cum ar
fi iritarea mucoasei stomacale si intestinale, reflexe de varsaturi si hemoragii,
in timp ce la om (in doze de 1-50 mg/zi), au fost observate reactii adverse
precum urticarie, angioedem si agravarea simptomelor astmatice (FAO/WHO,
1999). Dozele mari (75 mg) de benzoati administrate participantilor umani la
un studiu au aratat efecte toxice precum urticarie si angioedema (Nettis si
colab., 2004). Reactii anafilactice au fost observate la oameni atunci cand li s-
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a administrat o doza orald de 25 mg azotat de sodiu (Hawkins si Katelaris,
2000).

Conservantii chimici pentru care studiile de evaluare a riscurilor au fost
raportate in literatura sunt: acid benzoic, sulfit, acid sorbic, nitrati si nitriti. n
anumite studii, expunerea la conservant a fost studiata pentru un produs
alimentar specific, adica bauturi (Husoy si colab., 2008), sosuri (Dixit si
colab.,2008), pasta de curry rosu (Wongsaprom si colab., 2009) si produse din
carne (Sripanaratanakul si colab., 2009) presupunand ca expunerea la aditiv a
fost in mare parte de la un singur produs alimentar. In majoritatea studiilor,
riscul a fost evaluat utilizand scenariul 1 de expunere. In studiul norvegian
(Vitenskapskomiteen for Mattrygghet.,, 2013) expunerea la conservantul
selectat a fost evaluata utilizadnd toate cele patru scenarii de evaluare a
expunerii.

in doua situatii (Hsieh si colab., 2013; Thomson si colab., 2007), a fost
efectuat un studiu de dieta totala in care a fost studiat consumul tuturor
produselor alimentare. Expunerea a fost evaluata pentru toti indivizii cu varsta
peste 1 an in aproape toate studiile. Doar intr-un singur studiu (Husoy T. si
colab., 2008) nivelurile de utilizare furnizate de industrie au fost utilizate pentru
definirea nivelurilor de conservanti din alimente.

Studiile au aratat ca aporturile medii de conservanti studiate au fost mai
mici decat DJA pentru toate grupele de varsta, probabil pentru ca a fost
evaluat doar un contributor major la aportul de conservanti. HI sa apropiat de
100% pentru benzoat, nitrat/nitrit Tn cazul copiilor (Husoy T. si colab., 2008;
Sripanaratanakul si colab., 2009; Thomson si colab., 2007) si a depasit 100%
pentru copii in unele studii (Husoy si colab., 2008; Zhang si colab., 2014;
Sripanaratanakul si colab., 2009). Motivul pentru care aportul depaseste DZA
a fost utilizarea de conservanti la niveluri peste maximul admis in produsele
alimentare, ceea ce este din nou o problema a productiei nereglementate la
scara mica in tarile in curs de dezvoltare.

3. Testul Allium cepa si testarea aditivilor alimentari

Testul A. cepa a fost considerat de multi autori ca fiind un test cu
costuri reduse si usor de manevrat, care prezinta unele avantaje fata de alte
teste pe termen scurt (Rank, 2003; Rank si Nielsen, 1994; Fatima si Ahmad,
2006). Potrivit lui Rank si Nielsen (1993) unul dintre avantajele testului A. cepa
este posibilitatea de a expune organismul de testare direct la amestecuri
complexe fara tratarea prealabila a probei de testare. De exemplu, procesele
de extractie si concentrare a probelor necesare pentru efectuarea unor
bioteste precum testul Ames. Un alt avantaj al acestui sistem de testare este
prezenta unui sistem enzimatic de oxidaza, care este esential pentru evaluarile
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promutagenice (Fiskesjo, 1988). Astfel, Tn timp ce alte teste, de exemplu testul
Ames, necesita adaugarea amestecului S9 (fractia S9 din ficatul de sobolan),
A. cepa prezintd capacitatea metabolica de activare a promutagenilor in
mutageni fara adaugarea unui sistem metabolic exogen pentru a evalua
aceasta clasa de contaminanti (Fatima si Ahmad, 2006). Cu toate acestea,
atunci cand sistemul enzimatic de oxidaza al plantelor superioare este
comparat cu enzimele citocromului P-450 al mamiferelor, complexul enzimatic
al plantelor prezintd o concentratie scazuta si o limitare in ceea ce priveste
specificarea substratului (Rank si Nielsen, 1997).

Testul Allium permite evaluarea dupa diferite criterii de evaluare
(Ciobanu, 2019; Datcu si colab, 2020; Gheorghe si colab, 2021; Corbu si
colab, 2023; lanovici si Dirnu, 2023). Tn continuare, sunt prezentate categoriile
genetice care sunt susceptibile de a fi analizate de acest sistem de testare
(Leme si Marin-Morales, 2009).

Indicele mitotic (MI), caracterizat prin numarul total de celule care se
divid in ciclul celular, a fost utilizat ca parametru pentru a evalua citotoxicitatea
mai multor agenti. Nivelurile de citotoxicitate ale unui agent pot fi determinate
de cresterea sau scaderea IM (Fernandes si colab., 2007). Potrivit lui Hoshina
(2002), IM semnificativ mai mici decéat cele ale martorului negativ pot indica
alterari, provenite din actiunea chimica, in cresterea si dezvoltarea
organismelor expuse. Pe de altd parte, IM mai mari decat controlul negativ
sunt rezultatele unei cresteri a diviziunii celulare, care poate fi daunatoare
pentru celule, ducéand la o proliferare celulara dezordonatéa si chiar la formarea
de tesuturi tumorale.

Cu toate acestea, atat reducerea, cat si cresterea Ml sunt indicatori
importanti in monitorizarea poluarii mediului, in special pentru evaluarea
contaminantilor care prezintd potential toxic si citotoxic (Hoshina, 2002).
Smaka-Kincl si colab. (1996) au aratat ca scaderea IM a celulelor
meristematice de A. cepa poate fi consideratd o metoda fiabila pentru a
determina prezenta agentilor citotoxici in mediu si, astfel, poate fi considerata
un test sensibil pentru a estima nivelurile de poluare. Prin urmare, mai multe
studii au utilizat evaluarea Ml pentru a detecta citotoxicitatea si majoritatea
dintre ele au aratat rezultate satisfacatoare pentru analizele propuse (Leme si
Marin-Morales, 2008; Fernandes si colab., 2007; Smaka-Kincl si colab., 1996;
Seth si colab., 2008).

Aberatiile cromozomiale (CA) se caracterizeaza prin modificari fie ale
structurii cromozomiale, fie ale numarului total de cromozomi, care pot aparea
atat in mod spontan, cét si ca urmare a expunerii la agenti fizici sau chimici
(Russel, 2002). Modificarile cromozomiale structurale pot fi induse de mai multi
factori, cum ar fi rupturile ADN, inhibarea sintezei ADN si replicarea ADN
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alterat. CA numerice, de exemplu aneuploidia si poliploidia, sunt consecinte
ale segregarii anormale a cromozomilor, care pot aparea fie spontan, fie prin
actiunea agentilor mutageni (Albertini si colab., 2000). Pentru a evalua
anomaliile cromozomiale prin testul A. cepa, se iau in considerare mai multe
tipuri de CA in diferitele faze ale diviziunii celulare (profaza, metafaza, anafaza
si telofaza). Cu toate acestea, aceasta analiza nu este simplu de realizat,
deoarece necesita o cunoastere exacta a fazelor de diviziune celulara si a
posibilelor anomalii ale acestora. Din cauza acestei probleme, Rank si Nielsen
(1993) au adaptat testul A. cepa pentru a facilita analiza CA pentru cercetatorii
care nu lucreaza in domeniul citologiei. Astfel, acesti autori au propus analiza
anomaliilor doar in anafaza si telofaza. Ulterior, in 2003, Rank (2003) a
publicat un alt studiu care descrie testul Allium, de asemenea, bazat pe
analiza CA in anafaze si telofaze.

Cu toate acestea, analiza diferitelor tipuri de AC, in toate fazele ciclului
celular, propusa initial de Fiskesjo (1988), permite o evaluare mai
cuprinzatoare si mai precisa, deoarece favorizeazd o mai buna investigare a
actiunilor agentilor testati, in ceea ce priveste efectele lor clastogene si/sau
aneugenice asupra ADN-ului organismului testat si chiar posibila lor dezvoltare
(Leme si colab., 2008; Fernandes si colab., 2007). Intr-un mod simplu, CA,
cum ar fi puntile si rupturile cromozomiale, sunt indicatori ai unei actiuni
clastogene, in timp ce pierderile de cromozomi, intarzierile, aderenta,
multipolaritatea si metafazele C, rezulta din efectele aneugenice.

Unii autori au inclus recent un alt parametru in analiza CA n celulele
meristematice de A. cepa. Un astfel de endpoint se refera la anomalii nucleare
(AN). AN se caracterizeaza prin alterari morfologice in nucleele interfazice, ca
urmare a actiunii agentului testat. In general, aceste modificari sunt observate
la A. cepa testata ca nuclei lobulati, nuclei purtatori de muguri nucleari, celule
polinucleare, celule mini, printre altele (Leme si colab., 2008; Fernandes si
colab., 2007; Migid si colab., 2007; Carita si Marin-Morales, 2008).

Evaluarea NA, impreuna cu CA, s-a dovedit a fi o analiza sensibil3,
pentru a face si mai precisa investigarea actiunilor agentilor de testare in ceea
ce priveste efectele acestora asupra ADN-ului organismelor expuse. Potrivit lui
Leme si colab. (2008), prezenta nucleelor lobulate si a celulelor polinucleare
poate indica un proces de moarte celulara, deoarece aceste anomalii nu sunt
observate in celulele F1 ale radacinilor de A. cepa. Intr-un studiu de evaluare a
actiunii erbicidului trifluralin prin testul A. cepa, Fernandes si colab. (2007) au
aratat ca mugurii nucleari pot aparea ca urmare a eliminarii materialului
genetic excedentar derivat din procesul de poliploidizare.

Micronucleul (MN) a fost considerat de multi autori ca fiind cel mai
eficient si mai simplu punct final pentru a analiza efectul mutagen promovat de
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substantele chimice. Acest lucru se datoreaza faptului cd MN rezultd din
leziuni, nereparate sau reparate gresit, in celulele parentale (Ribeiro, 2003),
fiind usor de observat in celulele fiice ca o structura similara nucleului principal,
dar de dimensiuni reduse. Astfel, MN apar in urma dezvoltarii unor AC, de
exemplu, rupturi si pierderi de cromozomi. Mai mult, MN mai pot proveni si din
alte procese precum poliploidizarea, care isi au originea in eliminarea ADN-
ului excedentar al nucleului principal, in Tncercarea de a restabili conditiile
normale de ploidie (Fernandes si colab., 2007).

Evaluarea MN 1in testul Allium poate fi realizata atat in celulele
meristematice, cét si in celulele radacinilor F1 ale acestei specii. Analiza MN in
celulele meristematice se efectueaza in general cu cea de CA, care necesita
mai mult timp pentru a fi efectuata. Cu toate acestea, ambele analize s-au
dovedit a fi sensibile pentru a detecta mutageni de mediu (Leme si Marin-
Morales, 2008). Pe langa evaluarea efectelor mutagene, analiza MN permite,
de asemenea, o investigare a mecanismelor de actiune ale agentilor chimici.
Potrivit lui Leme si colab. (2008), dimensiunea MN poate fi un parametru
eficient pentru a evalua efectele clastogene si aneugenice la A. cepa,
deoarece aceasta specie prezintd un cariotip simetric, omogen in raport cu
dimensiunea cromozomiald, cu cromozomi mari si putini (2n = 16). Prin
urmare, un MN mare ar indica un efect aneugenic care rezulta dintr-o pierdere
de cromozomi, in timp ce un MN mic ar putea indica o actiune clastogena care
rezulta din ruperea cromozomilor. Cu toate acestea, ar trebui sa se aplice alte
tehnici citogenetice, cum ar fi bandingul cromozomial si hibridizarea in situ
(FISH), pentru a face analiza mai fiabila si mai precisa.

Scopul unei cercetari realizate in 2019 a fost sa examineze influentele
exercitate de Tndulcitori artificiali precum aspartamul si sucraloza asupra
cresterii in greutate si frecventa anomaliilor mitotice in celulele meristeme
apicale din radacinile de Allium cepa. De asemenea, s-a evaluat un efect de
sinergie cauzat de expunerea combinata la ambele substante chimice. S-a
detectat ca aspartamul a provocat o scadere semnificativa a greutatii vii a
radacinii fata de control, in timp ce nu au existat efecte toxice cauzate de
sucraloza. Toxicitatea maxima a fost detectatda atunci cand un sistem de
testare a fost expus la ambii indulcitori artificiali impreuna si s-a considerat ca
rezultd din efectul de sinergie mentionat mai sus. Frecventa aberatiilor
cromozomiale din probele de testat a diferit nesemnificativ de cea de control,
dar s-a detectat, de asemenea, modificari autentice in spectrul anomaliilor
cromozomiale in celulele meristematice radiculare. Tulburari in disjunctia
cromozomala au fost cele mai frecvent inregistrate (Samoilov si colab, 2019).
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