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ABSTRACT

In the article, general considerations are made on food additives, the most
common "E"s are described and the toxicological evaluation with the Allium
cepa test is exemplified.
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1. Consideratii generale asupra aditivilor alimentari

Aditivii alimentari sunt substante naturale sau sintetice adaugate in
mod voluntar produselor alimentare. Utilizarea aditivilor alimentari este
reglementata de legile specifice Uniunii Europene — UE. Astfel, trebuie sa se
tind cont de alimentul in care poate fi aplicat aditivul, cantitatile maxime
utilizabile, caracterizarea chimica si puritatea (Silva si Lidon, 2016).

Dupa functia tehnologica se cunosc 25 de familii de aditivi alimentari.
Una dintre familile de baza a aditivilor este reprezentata de catre agentii
antioxidanti, pentru ca oxidarea produselor alimentare reprezintd o forma
majora de degradare. Asadar antioxidantii protejeaza alimentele impotriva
deteriorarii. Oxidarea alimentelor se refera la adaugarea unui atom de oxigen,
sau decurge din Tndepartarea unui atom de hidrogen, din moleculele care
constituie hrana. Prin urmare, se contureaza doua categorii esentiale de
oxidare: autooxidarea acizilor grasi nesaturati si oxidarea catalizata de
enzimele oxidative. Autooxidarea acizilor grasi nesaturati presupune reactia
care se intdmpla intre oxigenul molecular (O:) si legaturile duble C=C. Aceste
reactii sintetizeaza radicalii liberi si speciile de oxigen foarte reactive, care dau
nastere compusilor responsabili pentru mirosul neplacut si rancezirea
alimentelor (Silva si Lidon, 2016).

Antioxidantii, care diminueaza ratele de oxidare, reactioneaza cu
radicalii liberi si, prin acest mod, scad rata de autooxidare. Mai mult, anumiti
antioxidanti se pot identifica in mod natural in alimente. Printre acestia se
numara acidul ascorbic (cunoscut si ca vitamina C, care se gaseste in sucul de
lamaie, portocale si alte fructe), tocoferolii (sau vitamina E, care exista in
uleiurile vegetale), acidul lactic (care se remarca de pilda, in iaurturi) si acidul
citric (din citrice). Unele alimente sunt predispuse la oxidare in contact cu

aerul. Cele doua grupe principale de alimente, la care este nevoie sa se
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adauge antioxidanti (naturali ori sintetici) sunt grasimile (ulei, margarind) si
derivatele din fructe (sucuri, conserve). Substantele antioxidante sinergice
reprezinta aditivi care nu sunt luati in considerare ca fiind antioxidanti
,=adevarati’, dar in prezenta antioxidantilor ,adevarati”’ li se intareste actiunea-
E330/acid citric (Silva si Lidon, 2016).

In plus, aditivii alimentari sunt folositi in produsele si procesarea
aproape a tuturor tipurilor de alimente in scopul oferirii ratelor dorite. Altfel
spus, un aditiv reprezinta acel material care se adauga alimentelor pentru a-si
imbunatati aspectul, aroma, sau alte caracteristici (Vaclavik si Christian, 2008).

Anumiti aditivi prezinta efecte negative asupra sanatatii, iar altii sunt
sanatosi si pot fi ingerati fara pericol. Conform mai multor studii, problemele
medicale cum ar fi astmul, tulburarea de hiperactivitate cu deficit de atentie
(ADHD), cancerul, dificultdtile cardiace, obezitatea si altele sunt
cauzate/favorizate de aditivi si conservanti nocivi. Unii aditivi alimentari pot
interfera cu hormonii si influenteaza cresterea si dezvoltarea. Este unul dintre
motivele pentru care atat de multi copii sunt supraponderali. Totodata, cei mai
predispusi la aceste tipuri de aporturi alimentare sunt copiii. Mai multi aditivi
alimentari care nu sunt pe deplin siguri sunt folositi de femeile insarcinate si
cele care alapteaza. De aceea este necesar sa se ia masuri de precautie
specifice pentru a evita consumul de compusi periculosi inainte ca acestia sa
inceapa sa faca ravagii asupra sanatatii (Sambu si colab., 2022).

2. Descrierea celor mai frecvent folosite “E”-uri

E422 numit si glicerol reprezinta un aditiv integrat in Grupa |. Conform
autorizatiei, E422 poate fi folosit in alimentele care contin ciocolata respectiv
cacao, dar si in acei indulcitori de masa lichizi (https://ec.europa.eu/food/food-
feed-portal/screen/food-additives/search/details/POL-FAD-IMPORT-3099).

E122*(carmoizina) face parte din grupa culorilor care evidentiaza o
limita de maxima combinatie (Grupa Ill). De asemenea, carmoizina
(azorubina) reprezinta un colorant azioc de culoare rosie, utilizat foarte
frecvent in scopul cresterii aspectului vizual si a validitatii alimentelor pentru
consumatori (asemenea galbenului metanil) (Khan si colab., 2020). Din punct
de vedere chimic, carmoizina este sarea disodicad a acidului 2-(4 sulfo-1-
naftilazo)-1 naftol-4-sulfonic, cu formula chimica CyHi2N2N / A;O;S; si
greutate moleculara 458,459 g/mol. S-a constatat ca o doza in exces de
carmoizind dauneaza ficatului si, de asemenea, diminueaza functia unor
enzime metabolice (Amin si colab., 2010). n acelasi timp, carmoizina a fost
raportatd ca producand carcinogenitate si toxicitate biochimica la soareci prin
cresterea concentratiei unor enzime marker serice si prin reglarea in jos a
expresiei unor gene defensive importante (Reza si colab., 2019). Acest aditiv
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este utilizat in produsele urmatoare: branzeturi procesate; legume si fructe
uscate; legume si fructe imbibate n ulei de otet ori saramura; legume si fructe
suspuse imbutelierii sau conservarii; alimente fabricate din fructe sau legume
(in afara de compot); hrand din peste si vinuri/bduturi cu aroma de vin
(https://ec.europa.eu/food/food-feed-portal/screen/food-additives/search/details/POL -
FAD-IMPORT-3099).

E110*(galben sunset FCF) reprezinta al treilea dintre cei mai utilizati
coloranti. De asemenea, E110* este un colorant azoic, sulfonat si solubil Tn
apa (Kobylewski si Jacobson, 2012). Galbenul sunset FCF provoaca reactii
alergice. In urma unor anumite studii s-a constatat c& E110* nu induce tumori
la soareci, doar ca studiile respective nu au inclus o expunere in utero. In alte
ordine de idei, este posibil ca aditivul alimentar in cauza sa provoace tumori
suprarenale si testiculare la sobolani. Legat de toxicitate, E110* a fost negativ
in sase teste de genotoxicitate, dar a indus mutatii directe si aberatii
cromozomiale Tn alte doua teste (Hayashi si colab., 2000). E110* se poate
identifica Tn carnea procesata care nu este supusa unui tratament de natura
termica; creme; preparate care contin fructe/legume (exceptdnd compotul);
alimentele de natura dietetica folosite in scopuri medicale caracteristice;
produse dietetice pentru regimuri de mentinere a greutatii; baterii; icre de
peste; mustar; diverse sosuri; alimente care contin proteine; sucuri si pere;
vinuri obtinute din fructe si vinuri preparate; cocktailuri cu aroma vitivinicolg;
bauturi care contin alcool sau combinatii de bauturi cu alcool; bauturi de
origine spirtoasa; lactate; alimente de patiserie; guma alimenara; decoratiuni
si umpluturi; decoratiuni si invelisuri folosite la carne; lichide de baut cu arome;
feluri de mancare dulci; vinuri cu arome; bauturi cu aroma de vin; suplimente
alimentare solide; suplimente alimentare lichide; peste si produse din peste
(https://ec.europa.eu/food/food-feed-portal/screen/food-additives/search/details/POL -
FAD-IMPORT-3099).

HO,

NaO,SON=N O

SO,Na
FIG. 1. Structura galbenului sunset (Kobylewski si Jacobson, 2012)

E102* (tartrazina) face parte din grupa Il si este cel mai utilizat
colorant, dupa Red 40. Acidul sulfanilic este un metabolit care rezulta din
reducerea tartrazinei. Cu toate acestea, atunci cand E102* marcat la nivelul
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grupului fenilazo cu **C a fost administrat intraperitoneal la sobolani si iepuri,
nu s-a recuperat acid sulfanilic radioactiv in urina. n acelasi studiu, cand
tartrazina a fost administrata oral la sobolani, iepuri si oameni, acidul sulfanilic,
dar putin sau deloc colorat, a fost recuperat in urind. Aceste rezultate indica
faptul ca reducerea tartrazinei are loc prin intermediul florei GI (Ryan si colab.,
1969). Unii cercetatori au confirmat ca E102* este metabolizat Tn principal de
microflora intestinala a sobolanilor dupa o doza orala. Pe langa metabolismul
colorantului, o doza de 50 mg de tartrazina, a dus la cresterea sau
accelerarea excretiei urinare a zincului in cazul copiilor hiperactivi (Ward,
1996). Nu se cunoaste daca efectul asupra zincului este o cauza a
hiperactivitatii. Pe de altd parte, posibila genotoxicitate a tartrazinei a fost
testata in 11 studii, dintre care 2 in vivo, au aratat rezultate pozitive. Doua
dintre studiile de geotoxicitate au fost criticate de catre un raport din 1985 al
Departamentului de Sanatate si Servicii Umane al SUA (HSS). Mai exact,
concluzia ca tartrazina induce aberatii cromozomiale nu a fost acceptata
(Flamm si Jackson, 1985).

NaO,S /N

N=N CO,Na

==

0 -

SO,Na
FIG. 2. Structura chimica a tartrazinei (Kobylewski si Jacobson, 2012)

Alt aspect important legat de tartrazina vizeza contaminantii
cancerigeni. Tartrazina (sau galbenul 5), al doilea cel mai utilizat colorant,
poate contine pana la 13% din alte substante chimice organice si anorganice.
Mai multi agenti cancerigeni pot contamina E102*, printre acestia numarandu-
se benzidina si 4-aminobifenil. Oamenii de stiinta FDA au ajuns la ideea ca o
companie a eliminat contaminarea cu benzidina in 1992, sugerand ca alte
companii ar putea face exact la fel (Peiperl si colab., 1995). Avand in vedere
ca mai multe substante chimice sunt aduse din China, India si alte tari, este
important ca toti colorantii sa fie testati in mod obisnuit pentru contaminanti
legati. Este in mare parte acceptat ca tartrazina are efecte de
hipersensibilitate. Tn anii 1970, au fost raportate mai multe cazuri de
sensibilitate la tartrazina, cele mai frecvente sub forma de urticarie si astm
(Dipalma, 1990). Cercetatorii au raportat ca 26% dintre pacientii cu o varietate
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de tulburari alergice au avut o reactie alergica pozitiva la 10-15 minute dupa
ingerarea a 50 mg de colorant (Neuman si colab., 1978). O asociere intre
intoleranta la aspirind si sensibilitatea la tartrazina a fost demonstrata in
diferite cercetari. S-au administrat separat aspirina si tartrazina pana la 96 de
pacienti si s-a descoperit ca aproximativ jumatate dintre pacientii cu reactii
pozitive la aspirina au avut si reactii pozitive la tartrazina, iar aproximativ trei
cincimi din cazurile pozitive ale E102* au avut si reactii pozitive la aspirina
(Stenius si Lemola, 1976).

Tn alta ordine de idei, aditivul in cauza este certificat pentru a fi utilizat
n categoria branzeturilor procesate; in fructele/legumele Tmbuteliate sau
incluse Tn conserve; alimente pe bazd de peste sau peste pur; vinuri
inmiresmate si bauturi cu gust de vin (https://ec.europa.eu/food/food-feed-
portal/screen/food-additives/search/details/POL-FAD-IMPORT-3099).

E1422 (agent gelatinizat, ,,amidon modificat”) este inclus in Grupa I.
Totodata, E1422 este intrebuintat in alimentele cu smantana fermentata lipsita
de arom3; produse din cereale si produse destinate copiilor sugari, dar si alte
produse alocate copiilor (https://ec.europa.eu/food/food-feed-
portal/screen/food-additives/search/details/POL-FAD-IMPORT-3099).

E415 (guma xantan) este un aditiv din grupa I. Este folosit Tn produse
fermentate nearomatizate; indulcitori lichizi de masa; indulcitori sub forma de
pulbere de masa; conserve sau imbutelieri de fructe si legume;
dulceturi/jeleuri/alimente asemanatoare; sandvisu-uri cu legumef/fructe;
alimente care contin cereale si alimente consumate de catre sugari; diverse
produse pentru copii; produse de dieta intrebuintate sugarilor in scop medical;
alimente de dietd pentru copiii mici/sugari si preparate care contin carne
(https://ec.europa.eu/food/food-feed-portal/screen/food-additives/search/details/POL -
FAD-IMPORT-3099).

E202 (conservant sorbat de potasiu) este cuprins in E 200-203;
E200-203, 214-219; E 200-213; E 200-219.

E330 (acid citric) reprezinta un agent care inhiba activitatea enzimatica.
Mai mult, pH-ul scazut al acestui acid, determina o mare cantitate de aplicatii
tehnologice, fiind un important acidifiant, regulator de aciditate, antioxidant si
poate actiona si ca sinerg al altor antioxidanti.

CH,—COOH
| HO»—C—=COOH
CH,—COOH

FIG. 3. E330-structura (Silva & Lidon, 2016)
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Acidul citric este extrem de folosit ca aditiv alimentar si nu prezinta
efecte secundare asupra sanatatii umane (Inetianbor si colab., 2015). Pe de
alta parte, acidul citric este membru al Grupei | si se poate folosi in
branzeturile nesupuse maturarii; branzeturile cu zer; legume si fructe supuse
congelarii; legume si fructe la conserva/imbuteliate; compoturi; gemuri extra si
jeleuri extra; jeleuri, marmelade, produse asemanatoare; tartine analoage cu
fructe/legume; paste, paste (proaspete) fierte dinainte; peste nesupus
prelucrarii; crustacee si moluste crude; indulcitori de masa in stare
lichida/pulbere/tablete; formule distribuite sugarilor; formule de continuare;
diverse produse pentru copii; bauturi din malt si bere; uleiuri si grasimi fara
apa; produse fabricate din cereale si produse alocate sugarilor; sucuri pe baza
de fructe; nectaruri din fructe; alimente din carne; gnocchi (de cartofi); alimente
cu ciocolatd si cacao;, legume si fructe taiate si maruntite
(https://ec.europa.eu/food/food-feed-portal/screen/food-
additives/search/details/POL-FAD-IMPORT-3099).

3. Exemple de evaluare toxicologica cu testul Allium cepa.

Materialul vegetal de Allium cepa este utilizat pe scara larga in diferite
teste de toxicitate. De asemenea, testul Allium cepa este considerat una dintre
cele mai eficiente metode pentru evaluarea efectele toxice ale substantelor
chimice de mediu (Herrero si colab., 2012). In afarad de sensibilitatea ridicata
Si rentabilitatea sa, testul Allium cepa prezinta cateva avantaje in plus, inclusiv
posibilitatea de masurare a parametrilor macroscopici Si microscopici
(Fiskesjo, 1985: Ciobanu, 2019: Datcu si colab, 2020; Gheorghe si colab,
2021; lanovici si Dirnu, 2023).

Contaminanti emergenti includ o gama variata de compusi chimici, cum
ar fi de exemplu produsele farmaceutice, produsele de ingrijire personal3,
agentii tensioactivi, plastifiantii si aditivii industriali (Petrovic si colab., 2008).
intr-un studiu bazat pe toxicitate s-au ales trei contaminanti emergenti pentru a
fi evaluati cu ajutorul testului Allium cepa. Cei trei contaminati in cauza sunt
urmatorii:  di(2-etilhexil) ftalat (DEHP), 5-clor-2-(2,4-diclorofenoxi) fenol
(triclosan, TCS) si propil-p-hidroxibenzoatul (propilparaben, PPB).
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e DEHP reprezinta cel mai utilizat plastifiant pentru produsele cu clorura de
polivinil. Totodata, prezinta o gama larga de aplicatii, precum materiale de
constructie, ambalaje alimentare si aparate medicale. Di(2-etilhexil) ftalatul
nu este legat din punct de vedere chimic de polimer. Prin urmare acest
contaminat se scurge cu usurintd de pe suprafetele din plastic si poate
patrunde in mediu sau in corpul uman prin mai multe cai (Koch si Calafat,
2009).

e Triclosanul (TCS) este un ingredient anti-bacterian oglindit in multe
produse cosmetice si de ingrijire a sanatatii. In plus, poate fi identificat siin
mediul acvatic (Lindstrdm si colab., 2002; Singer si colab., 2002) precum i
n fluidele corporale (Calafat si colab., 2008).

e Propilbarabenul (PPB) este cuprins in seria conservantilor si este folosit in
numeroase produse de consum (Soni si colab., 2001).

Bulbii de Allium cepa cu o greutate de 15-30 g asupra carora nu au
actionat inhibitori de crestere si pesticide agricole au fost cultivati la intuneric.
Totodata, bulbii de ceapa au fost pusi la un incubator frigorfic, la temperatura
de 25+0,5°C. Tn momentul in care radacinile bulbilor au atins lungimea de 15-
20 mm, s-a dat start experimentelor. Solutiile de testare de DEHP, PPB si TCS
au fost selectate pe baza unor studii preliminare si au fost preparate in stare
proaspata in apa filtrata de robinet (pH = 6,5). Concentratia de solvent a fost
mai mica de 0,5% (DMSO, utilizat pentru PPB) sau 1% (etanol, utilizat pentru
TCS si DEHP), inclusiv grupurile de control. In cazul parametrilor
macroscopici, bulbii de ceapa au fost expusi timp de 72 de ore la solutii cu
concentratii crescande ale compusilor de testat. Ulterior, rad&cinile din seturile
de control si experimentale a fost masurate (Fiskesjd, 1993). Au fost, de
asemenea, examinate si alte semne de toxicitate, cum ar fi modificari ale
consistentei si culorii radacinilor, precum si prezenta tumorilor, radacinilor cu
cérlig si radacinilor rasucite. Analiza microscopica a presupus determinarea
indicelui mitotic, scorul micronucleilor si aberatiilor cromozomiale. Indicele
mitotic a fost calculat ca raport intre numarul de celule aflate Th mitoza si
numarul total de celule, numarand 1000 de celule pe lama. Frecventele
micronucleilor au fost analizate prin observarea a 1000 de celule de interfaza
pentru fiecare bulb. Aberatiile cromozomiale au fost caracterizate in 100 de
celule mitotice per lama si clasificate ca lipiciitate si ana/telofaze anormale,
care includ punti, cromozomi, dezintegrare cromozomiala si fusuri multipolare.
DEHP nu a influentat cresterea radacinilor pe cand ceilalti doi contaminanti
PPB si TCS au creat reduceri semnificative si dependente de doza in lungime.
In ceea ce priveste manunchiurile de radacini din seturile de control, acestea
au prezentat o lungime medie de 7,4+1,2 cm, dupa 72 h de cultura
hidroponica. De asemenea, nu s-au remarcat modificari macroscopice n

187



JUCA: About the additives present in food colorings

cresterea de la nivelul radacinilor. Cele trei substante chimice testate pot fi
considerate toxice, dar au fost observate efecte diferite in functie de compus si
de punctul final analizat. Cresterea sustinutda a radacinii este reglata de
activitatile combinate ale diviziunii celulare in zona meristemului mitotic activ si
de alungirea celulara care are loc ulterior in regiunile proximale ale varfului
radacinii (Shishkova si colab., 2008). Pentru ca DEHP la concentratii mari
(2100 pM) perturba proliferarea celulelor meristematice de ceapa, asa cum
este relevat de reducerea semnificativa a valorilor indicelui mitotic, pare
rezonabil sa presupunem ca radacinile pot continua sa creasca din cauza
alungirii celulelor preexistente. Tn sprijinul acestei presupuneri, s-a demonstrat
ca suprimarea completa a diviziunii celulare nu poate interfera cu alungirea
celulelor (lvanov, 1994). Dupa tratamentul cu PPB, capacitatea de proliferare a
celulele meristematice de Allium cepa a fost redusa in paralel cu o scadere
brusca a cresterii radacinilor. Cu toate acestea, activitatea mitotica pare sa fie
redusa ntr-o masura mai mica decat lungimea radacinii, ceea ce sugereaza ca
inhibarea totala a cresterii radacinii poate rezulta in principal din alungirea
celulara afectata. De asemenea, nivelurile crescande ale expunerii la TCS au
fost reduse la radacinile bulbilor (Liu si colab., 2009; Stevens si colab., 2009).
Concentratiile mai mici de TCS testate au determinat o stimulare aparenta, dar
nu semnificativa statistic, a diviziunii celulare, pe cand cele mai mari (=10 M)
au dus la un efect mito-depresiv. S-a remarcat, totodata, ca o crestere mitotica
s-a intdmplat simultan cu o usoara crestere a celulelor aflate in profaza. Acest
raspuns a fost raportat diferitelor plante incluse in genul Allium si expuse la
anumiti compusi fenolici (EL-Barghathi si Asoyri, 2007; Herrero si colab.,
2012).

Genotoxicitatea carmoizinei a fost evaluata intr-un experiment folosind
Allium cepa. Bulbii de ceapa folositi in experimentul respectiv au fost prelevati
dintr-un camp agricol in care utilizarea erbicidelor, fungicidelor sau
Tngrasamintelor chimice a fost evitata, iar pentru cresterea bulbilor s-a aplicat
exclusiv gunoi de grajd. Bulbii de ceapa au fost asezati in tavi de nisip pentru
circa 5 zile pentru rasarirea radacinilor la temperatura (25+3°C). Cand
radacinile rasarite au ajuns la 2-2,5 cm lungime, bulbii au fost indepartati din
tavi si supusi tratamentului experimental. Radacinile de A.cepa au fost tratate
cu diferite concentratii 0,25%, 0,50%, 0,75% si 1,0% de galben de metanil si
carmoizina timp de 24 de ore si 48 de ore de expunere. Unii bulbi de A. cepa
au fost Iasati in apa dublu distilata ca martor. Dupa tratament, partea apicala a
radacinilor a fost rupta, spalata si apoi fixata (acid acetic si etanol in raport 1:3)
timp de 24 de ore. Varfurile radacinilor au fost spalate de doua ori cu apa
dublu distilata si apoi hidrolizate cu HCI (1 N) la 50°C timp de 20 de minute.
Varfurile radacinilor au fost apoi spalate pentru a indeparta excesul de HCI si
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uscate. Ulterior, colorarea varfurilor radacinilor a fost facuta cu acetocarmina
(2%). S-au examinat preparatele in scopul analizarii indicelul mitotic si a
aberatilor cromozomiale (Khan si colab., 2020).

Indicele mitotic activ este in general folosit pentru evaluarea
genotoxicitatii substantelor toxice de natura chimica. In experimentul descris
aici s-a concluzionat ca indicele mitotic a fost mai redus la 48 de ore de
expunere decét la 24 de ore. S-a concluzionat ca anormalitatea totala produsa
de carmoizina este dependenta de concentratie si perioada de expunere.
Concomitent, s-a ajuns la concluzia ca la perioada de expunere, atat la cea
de 24 de ore cét si la cea de 48 de ore, cresterea anomaliei totale a fost foarte
semnificativa la toate concentratiile de carmoizinad in comparatie cu martorul.
Cu alte cuvinte, In experimentul dat s-a constatat ca atat carmoizina cat si
galbenul metanil reduc indicele mitotic si cresc anomaliile cromozomiale odata
cu cresterea concentratiei de tratament si a timpului de expunere. Rezultatele
sunt Tn concordanta cu cercetari privind genotoxicitatea colorantului azoic
alimentar sunset yellow, folosind celule meristematice ale radacinilor de
Brassica campestris. S-a observat o reducere foarte semnificativa a indicelui
mitotic si o crestere a aberatiilor cromozomiale (Dwivedi si colab., 2015). Cel
mai des Tntélnit tip de aberatii cromozomiale au fost rupturile cromozomiale, c-
mitoza, puntile anafazice etc. (Luca si colab., 1987). E122* are impact citotoxic
si genotoxic asupra celulelor meristematice ale cepei. Din acest motiv se
recomanda utilizarea carmoizinei in doze limitate (Khan si colab., 2020).
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