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RESUMO

Entre o vasto numero de tipos de polissacarideos produzidos
naturalmente, por plantas, algas e bactérias, xantana é um dos poucos que
tem propriedades funcionais com amplo espectro de uso bem como producao
industrial em grande escala. E o segundo biopolimero a ser desenvolvido por
um processo economicamente viavel, e continua a ser o mais importante
biopolimero na aplicacdo em alimentos devido as suas propriedades
funcionais. As propriedades quimicas e fisicas da xantana comercial,
principalmente a viscosidade e a estabilidade em relacéo a variagbes de pH e
temperatura, fazem com que este polissacarideo seja amplamente utilizado
na industria alimenticia, dentre outras, como espessante e estabilizante de
suspensdes e emulsdes. Devido a xantana do patovar pruni ser um material
novo e ainda nao utilizado em alimentos, testes devem ser conduzidos de
acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para estabelecer a
sua seguranca. Com base no aumento da utilizacdo destes polimeros na
industria alimenticia e, aos poucos dados referentes a genotoxicidade e aos
efeitos sobre os indices de colesterol e glicose dos mesmos, torna-se
importante a realizagdo de um estudo sobre os danos ou beneficios que estes
polimeros podem proporcionar. No presente estudo, foram usadas
experimentalmente as xantanas produzidas pelas cepas 06 e 24 da bactéria
Xanthomonas campestris pv pruni e a xantana comercial produzida pela
mesma espécie, porém pelo patovar campestris (Jungbunzlauer), como
componente adicional na dieta de camundongos, com o objetivo de avaliar o
potencial genotoxico destes biopolimeros, neste modelo animal, através do
ensaio cometa e do teste de micronucleos; além de verificar os indices de
colesterol e glicose. Os dados do ensaio cometa e do teste de micronucleos
foram avaliados e, entdo, observouse que as xantanas produzidas pelas
cepas 06 e 24, assim como a xantana comercial, ndo apresentaram valores
significativamente superiores aos controles negativos, na inducdo de danos
no DNA através dos testes utlizados. Além disso, foi observada uma
tendéncia a diminuir os indices de colesterol e glicose, nos tratamentos com
as xantanas, embora estes valores n&o tenham sido significativamente
inferiores ao do grupo controle.

Palavras-chave: Xantana. Ensaio cometa. Micronucleos. Colesterol. Glicose.



ABSTRACT

Among the vast number of types of polysaccharides produced in nature, by
plants, algae, and bacteria, xanthan is the one of the few that has functional
properties leading to a broad spectrum of uses as well as commercial production in
large quantities. It is the second microbial polysaccharide to be developed for an
economically process, and it has continued to be the single most important
biopolymer in food applications because of this useful properties. The chemical and
physical properties of commercial xanthan mainly viscosity and stability with relation
to temperature and pH variations, it makes that polysaccharide to be utilised a lot of
for food industries, like as thickener and stabilizer of suspensions and emulsions.
Because xanthan by patovar pruni is a new material never before introduced into
foods, tests should be conduct in conformance with Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) for stablish its safety. And due to a few studies about the genotoxical
mighty of xanthan, has been important to make a work about it. In this study, were
experimentaly used xanthans produced by 06 and 24 strain from Xanthomonas
campestris pv pruni and commercial xanthan from the same bacteria, but by pv
campestris (Jungbunzlauer), like a additional component of mice diet, with aim of
genotoxical evaluation in this animal model, through comet assay and micronuclei
test. The comet assay and micronuclei test data were evaluated and, then, were
able to comply no increase DNA damage induced by xanthans evaluated, through of
utilised tests. Furthermore, was observed a tendency to decrease cholesterol and
glucose levels, in the treatment with xanthans, although its values doesn’t have been
significantly inferior to control group.

Keywords: Xanthan gum. Comet Assay. Micronuclei. Cholesterol. Glucose.



1 INTRODUCAO

A saude dos individuos é influenciada por fatores hereditarios, nutricionais,
mutacionais e ambientais, com 0s quais eles vivem. Populacdes expostas a agentes
fisicos, quimicos ou ambientais podem sofrer mutacdes, céancer e defeitos
congénitos (BASSAN, 2003). A maioria destes agentes tem origem artificial, ou seja,
sdo produzidos pelo homem, embora ocorram substancias toxicas naturais
provenientes de bactérias, fungos, plantas e animais. Os danos que causam podem
ser de natureza quimica, fisica ou biologica e, em alguns casos, genética. As
substancias toxicas que agem no material genético, especialmente no DNA,
causando alteragdes no seu codigo séo ditas genotdxicas ou mutagénicas, podendo
provocar mutacdes génicas e/ou cromossomicas (ARNAIZ, 1997). Muitas dessas
substancias podem ser encontradas nos alimentos e, por esse motivo existe
legislacdo especifica para a liberacdo de aditivos, como por exemplo, a xantana.

As propriedades quimicas e fisicas da xantana, principalmente a
viscosidade e a estabilidade em relacdo a variagcbes de pH e temperatura, fazem
com que este polissacarideo seja amplamente utilizado na industria alimenticia,
dentre outras, como espessante e estabilizante de suspensdes e emulsdes (PAZUR
et al, 1995).

De acordo com Sutherland (1983), xantana € um heteropolissacarideo
polianiénico, produzido por bactérias Gram negativa do género Xanthomonas.
Comercialmente tem sido produzido por X. campestris pv campestris cuja
composi¢ao quimica, estrutura e seguranca em alimentos sao conhecidos ha muitas

décadas. Dentre o grande numero de polissacarideos produzidos in natura por



plantas, algas e bactérias, a xantana é um dos poucos que apresentam
propriedades funcionais com amplo espectro de uso, bem como producdo comercial
em larga escala. Depois da dextrana, ela foi o segundo polissacarideo microbiano a
ser desenvolvido por um processo economicamente viavel e continua sendo, ainda,
0 mais importante polissacarideo microbiano utilizado em alimentos, devido as suas
propriedades funcionais (JEANNES, 1974; SUTHERLAND, 1983; GARCIA-OCHOA
et al, 2000).

Em funcdo da composicdo e propriedades de alguns polissacarideos
soluveis, tem sido discutida a possibilidade de utiliza-los como ingredientes no
desenvolvimento de alimentos funcionais (ou nutracéuticos), visando beneficios
como a reducdo nos indices de colesterol e problemas gastrointestinais e,
consequentemente, diminuindo o risco de doengas do coracdo e cancer de célon em
humanos. Estes efeitos foram observados com sucesso em varios estudos, com
animais e humanos, utilizando diferentes polissacarideos, dentre eles: xantana,
goma guar, gelana e amido de milho pré-gelatinizado. Tais resultados fazem com
gue fique cada vez mais popular a utilizacdo destes polissacarideos, principalmente
0s mais complexos, como aditivos em alimentos (CASTRO et al, 2003; SLAVIN &
GREENBERG, 2003).

Novas bactérias do género Xanthomonas, potencialmente produtoras de
xantana, tém sido continuamente testadas com relacdo a quantidade e qualidade do
polissacarideo produzido. O Laboratério de Biopolimeros do Centro de Biotecnologia
— UFPel, que vem estudando o patovar pruni de X. campestris, verificou que as
xantanas produzidas por esse patovar apresentam composicao quimica diferenciada
das que sdo atualmente comercializadas.

Baseado nos dados acima foi despertado o interesse em investigar se a
ingestado dos polissacarideos produzidos pelas cepas 06 e 24 de X. campestris pv
pruni podem causar danos no DNA ou nos cromossomaos, utilizando o ensaio cometa
e o teste de micronucleos (MN) para avaliar o seu potencial genotéxico em células
animais, além de verificar se ha alteracdo nos indices de colesterol e glicose, como
efeito hipolipidémico e hipoglicémico, proposto por alguns pesquisadores nos
tratamentos com polissacarideos.

O ensaio cometa € uma técnica rapida, simples e precisa para medir e
analisar quebras no DNA das células individuais. Em principio, células de qualquer

organismo podem ser usadas para investigagdo e somente peqguenas amostras



destas sao necessarias. Os dados do ensaio cometa sdo normalmente comparados
com os do teste de micronucleos o qual detecta quebras ao logo da fita do DNA com
perda cromossémica. O teste de micronlcleos serve para detectar danos
irreparaveis no DNA, enquanto que o0 ensaio cometa detecta danos que poderao ser
corrigidos posteriormente pelo sistema de reparo do DNA (HEUSER et al, 2002).

Hidrocolbides (polissacarideos) como aditivos raramente mostram
toxicidade em animais de laboratorio, embora uma alta concentracdo destes na
alimentacdo diaria possam reduzir o crescimento ou diminuir a digestibilidade de
alguns nutrientes (MALLET et al, 1984). Além disso, devido a viscosidade destes
hidrocoldides e ao seu alto peso molecular, a absorcdo de determinadas substancias
como vitaminas (C e Bi2) e minerais (zinco, ferro) fica comprometida, e a caréncia
destes micronutrientes pode desencadear a formacgao de danos no DNA. Estas duas
caracteristicas também conferem efeito hipocolesterolémico e hipoglicémico
observado para diversos tipos de polissacarideos (ODIN, 1997; FRANKE et al,
2005a; FRANKE et al, 2005b), com base no mesmo mecanismo.

No presente estudo, foram ministradas experimentalmente xantanas
produzidas pelas cepas 06 e 24 da bactéria Xanthomonas campestris pv pruni e
uma xantana comercial (Jungbunzlauer) em camundongos e, testou-se o potencial
genotoxico neste modelo animal, com intuito de verificar, preliminarmente, a
auséncia de genotoxicidade das xantanas produzidas pelo patovar pruni. Além de
avaliar os indices de glicose e colesterol com o objetivo de verificar possivel

influéncia da xantana na absorcao destes.



2 REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1 Xanthomonas e Xantana

Xanthomonas campestris sdo microrganismos fitopatogénicos de ocorréncia
natural, aerébios, Gram negativos, méveis por um unico flagelo. Eles produzem um
pigmento amarelo, insolavel tanto em agua quanto em agar. Durante o seu cultivo,
apresentam a capacidade de produzir a goma xantana, um polissacarideo natural e
um importante biopolimero industrial (HAYWARD, 1966).

Xantana € um polimero secretado no meio de cultura (exopolimero), e
formado por mais de um tipo de monossacarideo (heteropolissacarideo). Suas
propriedades quimicas e fisicas, principalmente a viscosidade e a estabilidade em
relacéo a variacdes de pH e temperatura, fazem com que este polissacarideo seja
amplamente utilizado na industria alimenticia, dentre outras, como espessante e
estabilizante de suspensbes e emulsbes (PAZUR et al, 1995; MORRIS, 1996;
TESSMANN, 2002).

A xantana foi o segundo polissacarideo microbiano usado na
industria de alimentos, como espessante, emulsificante,
estabilizante e agente de suspensédo, aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) desde 1969. A estabilidade de
suas solugbes a temperatura permite 0 USO em pProcessos em
gque sdo necessarios congelamentos e descongelamentos.
Seu uso foi aprovado no Canad4, Dinamarca e Nova Zelandia
[SANDFORD, 1979]. No Brasil, a adicdo de xantana em

alimentos € permitida desde 1965, pelo Decreto Lei n°® 55.871



da Legislacdo Brasileira de Alimentos [ABIA, 1965]. As
concentracfes permitidas nos diferentes tipos de alimentos
estdo especificados na Tabela de Aditivos Intencionais [ABIA,
1992] (VENDRUSCOLO, 1994, p. 7).

Este polimero foi descoberto em 1950, no Laboratério Regional de
Pesquisas do Norte (NRRL) do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. A
producdo comercial comecou em 1964; os maiores produtores tém sido Merck e
Pfizer nos EUA, Rhone Poulenc e Sanofi-Elf na Franca e Jungbunzlauer na Austria
(GARCIA-OCHOA et al, 2000).

A composi¢do quimica da xantana produzida pelo patovar campestris foi
determinada por Jeannes e seus colaboradores (1961), sendo composta por D-
glicose, D-manose e Acido D-glicurénico, na propor¢do de 2,8:3:2, apresentando
ainda os grupos acetila e pirdvico. Sua estrutura foi determinada por Jansson et al
(1975) como sendo um heteropolissacarideo formado por uma cadeia principal do
tipo celulésica, com ligacbes do tipo B (1-4) e cadeias laterais trissacaridicas
formadas por duas unidades de manose alternadas com acido glicurénico.

A distribuicdo do peso molecular da xantana varia de 2.10° a 20.10° Da.
Esta distribuicdo de peso molecular depende da associacéo entre cadeias formando
agregados de algumas cadeias individuais. As variagdes nas condicbes de
fermentacdo usadas na producdo sao fatores que podem influenciar no peso
molecular da xantana (GARCIA-OCHOA et al, 2000). O peso molecular e o volume
dos substituintes acido piravico e acetila da xantana dependem da cepa de
Xanthomonas (CADMUS et al, 1978; KENNEDY et al, 1982), da composi¢cao do
meio e das condi¢cdes operacionais usadas na producdo (CADMUS et al, 1978;
SOUW & DEMAIN, 1979).

2.2 Propriedades da Xantana e Polissacarideos

Nas ultimas décadas, polissacarideos emergiram como uma importante
classe de produtos naturais bioativos. Atividades antitumoral, imunoestimulante,
anticomplemento, antiinflamatoéria, arnticoagulante, antiviral, hipoglicémica e
hipocolesterolemiante tém sido relatadas para uma grande variedade de
polissacarideos (VON POSER, 2001).



Certas propriedades apresentadas por varios polissacarideos sdo importantes
para explicar determinadas respostas fisiologicas provocadas por estas substancias.
Entre elas estdo a capacidade de retencdo hidrica e a adsor¢do de moléculas
organicas. A primeira € muito relevante e advém da presenca de aclUcares com
grupamentos polares livres. A hidratacdo das moléculas resulta na formacédo de uma
matriz gelatinosa, o que pode conduzir a uma maior viscosidade do contetdo do
intestino delgado e, apresentar, entéo, efeitos criticos na absorcéo de substancias.
Além disso, os &acidos biliares, o colesterol e alguns compostos toxicos s&o
adsorvidos por determinados polissacarideos. Ainda que esta propriedade néao tenha
sido estudada adequadamente, a capacidade desses polissacarideos em
captar/adsorver potenciais agentes carcinogénicos tem sido proposta em um dos
mecanismos protetores contra o cancer de célon e reto (INNAMI et al, 2000; VON
POSER, 2001; SLAVIN & GREENBERG, 2003).

Alguns polissacarideos, como a xantana, sdo denominados de “fibras
alimentares”. Basicamente, fibras alimentares séo polissacarideos resistentes a
digestdo pelas enzimas do trato gastrointestinal humano e que apresentam algum
efeito laxativo (VON POSER, 2001; SLAVIN & GREENBERG, 2003).

Além disso, a xantana tem sido estudada como possivel ingrediente de
“alimentos funcionais” por indicar capacidade em reduzir o indice de colesterol no
plasma sanguineo e, conseqlentemente, diminuir o risco de doencas
cardiovasculares (MISAKI, 1992; CASTRO et al, 2003). Varios estudos tém
mostrado esta associacdo entre ingestdo de polissacarideos e a reducdo de
doencas cardiacas. O mecanismo principal discutido inclui a interferéncia na
absorcdo e metabolismo dos lipideos, prejudicando a absor¢éo do colesterol (FRIAS
& SGARBIERI, 1998; GRIZARD et al, 2001; CASTRO et al, 2003; SOH et al, 2003).
Possivelmente pelo mesmo mecanismo que uma dieta rica em fibras, como as que
compdem a xantana, pode proteger contra cancer coloretal: pela absorcdo dos
carcindégenos e posterior expulsdo pelo trato digestivo, diminuindo a exposi¢do do
epitélio do célon a acdo dos mesmos (FERGUSON et al, 1993).

Muitos trabalhos também tém relatado a funcdo de uma dieta rica em fibras,
como as que compdem a xantana, na diminuicdo dos indices de glucose no sangue.
Os resultados mostram que as fibras diminuem este indice, basicamente, por trés
mecanismos: primeiro, dieta com fibras aumenta a viscosidade do suco produzido no

intestino delgado e impede a difus&o da glucose; segundo, elas se ligam a glucose e



diminuem sua concentragdo disponivel no intestino delgado; e, terceiro, retarda a
acao da alfa-amilase através da encapsulacdo do amido e da enzima ou pode inibir
diretamente a enzima (OU et al, 1985).

No entanto, os polissacarideos ndo sé@o desprovidos de efeitos adversos. Tais
efeitos manifestam-se, de modo geral, como distirbios no trato gastrointestinal,
principalmente dores abdominais, nauseas e flatuléncia, provocadas pelos produtos
da degradacédo microbiana dos polissacarideos. Estes efeitos, apesar de transitorios,
desaparecendo a medida que o tratamento prossegue, podem fazer com que a
terapia seja interrompida ou que a quantidade administrada de polissacarideo seja
reduzida, em virtude da intensidade dos mesmos (VON POSER, 2001).

A capacidade desses polissacarideos em trocar ions, além de importante para
explicar a teoria de ligagdo aos acidos biliares, que promove seu efeito
hipocolesterolemiante, pode também estar relacionada a reduzida biodisponibilidade
de alguns minerais, tais como, zinco, ferro e calcio e, a diminuicdo da absorcdo de
alguns eletrélitos, conduzindo a elevada excrecdo fecal desses compostos.
Vitaminas, tais como o acido ascérbico (vitamina C) e a cianocobalamina (vitamina
B12), podem ter sua absorcdo prejudicada de forma consideravel (VON POSER,
2001). Em determinados casos onde a ingestdo de polissacarideos € elevada, pode
ocorrer um aumento de danos ao DNA pela deficiéncia de determinados
micronutrientes (ODIN, 1997; FENECH & FERGUSON, 2001), como vitaminas e
minerais, cuja absorcdo € diminuida em fungdo da viscosidade destes
polissacarideos, dificultando a absor¢do e o metabolismo de varias substancias
(CASTRO et al, 2003; SLAVIN & GREENBERG, 2003). A propriedade dos
polissacarideos de modular a resposta glicémica pode provocar, em individuos nao-
diabéticos, hipoglicemia. A absorcdo de proteinas pode, também, ser prejudicada. O
uso de modo indevido de polissacarideos que formam dispersfes viscosas, como a
xantana, em dosagem acima daquela recomendada, pode originar obstrucdes

esofagiana, gastrica ou do intestino delgado (VON POSER, 2001).
2.3 Agentes Genotéxicos e Danos Genéticos
Muitos compostos capazes de causar mutagfes génicas também causam

mutacfes cromossdmicas, no entanto algumas substéncias mutagénicas atuam

apenas em nivel cromossémico, sendo imprescindivel a utilizacdo dos testes



citogenéticos na avaliagdo do potencial mutagénico de um composto. O dano ao
material genético pode ser avaliado nos tecidos somaticos (dano ao proprio
individuo, em curto prazo) e nas células germinativas (danos as geragfes futuras,
em longo prazo) (RABELLO-GAY et al, 1991).

As mutacfes podem afetar desde um Unico par de bases do DNA, causando
uma mutacdo de ponto (por adicdo, substituicdo ou delecdo de bases); até uma
sequéncia de bases, originando uma mutacdo génica; ou entdo, atingir varios genes
gerando uma mutagdo cromossOmica (ZAHA, 1996). Estes efeitos s&o uma
consequéncia direta de reacfes entre produtos quimicos e o DNA dos organismos
(ANDERSON, 1995). Sao detectados dois tipos de substancias que geram
aberracbes cromossomicas: as que produzem aberracbes cromossomicas
estruturais — substancias clastogénicas — e as que interferem na formacdo do fuso
mitotico, provocando alteragfes na distribuicdo dos cromossomos durante a divisao
celular e causando aneuploidias (aberracbes numéricas) (RABELLO-GAY et al,
1991).

A inducdo de dano genético por agentes genotoxicos € um processo que se
realiza em varias etapas. Durante 0 processo, 0 agente xenobidtico ingressa no
organismo, é absorvido, distribuido e atravessa as membranas. Uma vez dentro da
célula, o agente quimico pode ser reativo por si s6 (acdo direta), ou pode ser ativado
pelas enzimas metabdlicas (acdo indireta), sendo chamado de agente
promutagénico. Desta forma, ocorre a interagdo com o DNA; esta alteracédo pode ser
reparada eficientemente ou ndo. Em caso negativo, o dano genético inicial pode se
fixar, expressando-se nos diferentes tipos celulares e, caso atinja as células
germinativas, sera passado as geracfes seguintes (ARNAIZ, 1997).

A inducdo e a resposta dos organismos as substancias genotoxicas depende
de varios fatores, sendo que os mais importantes sdo as propriedades especificas,
fisicas e quimicas do composto, e o tempo e nivel de exposicdo (SODERKVIST &
AXELSON, 1995; ARNAIZ, 1997).

Outros fatores, além das substancias conhecidamente genotoxicas, também
podem causar danos no DNA, como por exemplo, a caréncia de determinadas
vitaminas e minerais que podem levar a quebras e lesGes oxidativas. Portanto, uma
dieta equilibrada de micronutrientes pode contribuir com a estabilidade gendmica
(FRANKE et al, 2005a). Segundo Franke e colaboradores (2005b), deficiéncia de

vitaminas na dieta humana séo geralmente ligadas a danos no DNA. A vitamina C



(acido ascorbico), encontrada em vegetais e frutas frescas, € um importante
micronutriente, que vem sendo estudado pela sua acao protetora contra diferentes
doencas e pela sua habilidade em interagir, direta ou indiretamente, com
mutadgenos. O mecanismo pelo qual o acido ascoérbico age inclui atividades bio-
antimutagénica e desmutagénica, pois ele compete com o DNA como alvo para
alquilacao, reduzindo a genotoxicidade dos agentes alquilantes (FRANKE et al, 2005
a; FRANKE et al, 2005b). Varios tipos de alimentos contém componentes muito
prejudiciais a saude, sendo que varios deles sdo conhecidos por causarem danos
especificos ao DNA celular sob certas condicbes (BURDON, 1999). Como por
exemplo, alguns metais (Cu e Fe), altas concentra¢cdes de vitaminas e cafeina, entre
outros (ODIN, 1997; FRANKE et al, 2005a).

2.4 Fatores de Risco

Além dos fatores genéticos, os organismos estdo diariamente expostos a
diferentes quantidades e tipos de fatores de risco ambientais, que somados aos
genéticos, poderéo levar ao desenvolvimento de diferentes tipos de tumores. Desta
forma, cada organismo apresentara diferentes mecanismos de defesa, seja contra
habitos nocivos adquiridos ao longo da vida, ou contra fatores de risco encontrados
no ambiente de trabalho. Portanto, torna-se importante avaliar quais os fatores que
contribuem significativamente na variacdo encontrada entre os individuos estudados
(FENECH, 1993).

Embora os ftores ambientais possam ser significativos no processo de
carcinogénese, aspectos enddégenos como o envelhecimento, também sado
importantes. Ao longo da vida, o DNA dos mamiferos vai acumulando lesdes
oriundas de danos oxidativos e mutagbes. Em humanos, a taxa de mutacdes
somaticas em linfécitos € muito maior em adultos do que em recém nascidos, iSso
porque a habilidade em reparar os danos do DNA também se reduz com o avanco
da idade (BURDON, 1999).

Além do fator idade, de acordo com o “Grupo de Estudo Colaborativo para o
Teste de Microndcleos”, também pode haver diferenca na frequéncia de
microndcleos entre os sexos. Em camundongos, testes feitos com diferentes drogas

demonstraram que dependendo do mecanismo de interacdo das mesmas com 0O



organismo, elas se comportam de diferentes maneiras de acordo com 0 sexo
(MALUF, 1994).

2.5 Métodos de Avaliagdo Genotoxica

Os agentes quimicos e fisicos que causam mutacbes sdo identificados
através de testes de mutagenicidade ou de genotoxicidade. Atualmente existe uma
ampla variedade de testes, sendo que o organismo de prova varia desde bactérias
(Teste de Ames), fungos (Teste de Levedura), plantas (Teste com Allium cepa),
insetos (Teste com Drosophila melanogaster), até mamiferos (Teste com Linfocitos e
Teste de Micronucleos), inclusive 0 homem (HOEBEE & STOPPELAAR, 1996).

Testes de mutagenicidade, incluindo monitoramento citogenético em
populacdes humanas e animais, sdo de maxima importancia para o conhecimento e
reducdo de riscos genotéxicos para o ambos HOEBEE & STOPPELAAR, 1996;
ZUCCHI et al, 2004). Alternativamente métodos mais simples e rapidos podem ser

realizados.

2.5.1 Ensaio Cometa

Na década de 70, Peter Cook e colaboradores desenvolveram uma forma de
investigar a estrutura nuclear baseado na lise das células com detergentes néo-
ibnicos e com alta concentracdo de cloreto de soédio, este tratamento removia
membranas, citoplasma e outras estruturas, deixando somente o nucledide,
composto por uma matriz de RNA e proteinas e, DNA. Esta técnica, ao longo dos
anos, foi sendo modificada e adaptada por varios pesquisadores, até que Ostling &
Johanson observaram os primeiros “cometas” em 1984 (embora eles ndo utilizassem
esta denominacdo) (COLLINS, 2004). Muitas pesquisas e adaptacdes vém sendo
realizadas até o momento por diversos grupos independentes (SINGH et al, 1988;
OLIVE et al, 1990; ROJAS et al, 1999; TICE et al, 2000; COLLINS, 2004).

O ensaio cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido
a suas peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para deteccéo
de substancias genotoxicas. Este ensaio ndo € utilizado para detectar mutacdes,

mas sim lesbes gendmicas que, ap0s serem processadas, podem resultar em



mutacéo. Diferente das mutagOes, as lesdes detectadas pelo ensaio cometa s&o
passiveis de correcao (RIBEIRO et al, 2003).

A medida das quebras das fitas de DNA feitas através do Single Cell Gel
Eletrophoresis (SCGE), ou teste cometa, pode avaliar a eficiéncia dos agentes
genotoéxicos. O teste cometa € um método sensivel e rapido para a deteccdo de
qguebras nas fitas do DNA, em células individualizadas. Seu uso tem aumentado
significativamente nos ultimos anos (SINGH et al, 1988; FAIRBAIN et al, 1995).

O método consiste, basicamente, em poucas células suspensas em uma fina
camada de gel de agarose numa lamina de microscopio que séo lisadas, submetidas
a eletroforese e coradas com uma substancia (fluorescente ou ndo) que se liga ao
DNA. A corrente elétrica empurra 0 DNA para fora do nucleo de tal modo que o DNA
relaxado, quebrado, ou ndo, migra no gel em dire¢cdo ao polo oposto, sendo que 0s
fragmentos menores migram mais rapidamente. As imagens resultantes que, pela
aparéncia, denominam-se “cometa”, sdo avaliadas para se determinar os danos ao
DNA. O método para a medida das quebras na fita do DNA geralmente é baseado
no fato de que estes agentes reduzem bastante o tamanho da molécula. Valores
elevados de pH (>13) séo usados para facilitar a desnaturacdo, o desenrolamento e
a expressdo das quebras do DNA, fita simples ou dupla, pois as quebras s se
tornam aparentes depois da exposicdo a alcalis (lesdes alcali-lAbeis) (ROJAS et al,
1999; ZUCCHl et al, 2004).

O potencial para causar danos ao DNA, pode ser avaliado rapidamente, pois
had uma rapida deteccdo dos danos imediatamente apos a injuria ao DNA, sem
qualquer necessidade de se esperar pela progressédo das mitoses, e o teste cometa
pode ser considerado como um biomarcador de genotoxicidade, para animais e
plantas (ZUCCHl et al, 2004).

2.5.2 Teste de MicronuUcleos

O teste do micronucleo em medula 6ssea de roedores in vivo € amplamente
aceito pelas agéncias internacionais e instituicbes governamentais, como parte da
bateria de testes recomendada para estabelecer a avaliacdo e o registro de novos
produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial. O

procedimento original para o teste de micronucleos foi desenvolvido por Schmid e



colaboradores e, subsequentemente, modificado por Heddle e colaboradores, que
também estabeleceram a origem do micronucleo (RIBEIRO et al, 2003).

As caracteristicas basicas do teste sdo (1) o efeito do agente quimico é
observado em eritrocitos policrométicos® anucleados (PCE); (2) o eritrdcito
policromatico tem um tempo de vida relativamente curto, de modo que qualquer
microndcleo que ele contenha deve ter sido gerado como resultado de danos
cromossémicos induzidos recentemente; (3) os micronucleos sédo facilmente
identificaveis e a sua distribuicdo € bem definida; e (4) a freqiiéncia de microndcleo
induzida em eritrocito policromatico € dependente do tempo de amostragem
(RIBEIRO et al, 2003).

No laboratorio, 0 material de amostragem é preparado e o resultado analisado
no microscopio, podendo ser estocado para uso futuro, meses ou anos depois da
data da coleta (MOORE et al, 1996).

Os micronudcleos (MN) — um ou mais por célula - aparecem nas células filhas,
em decorréncia de danos induzidos nas células parentais. Os fragmentos
cromossémicos acéntricos que resultam de quebras, podem nao ser incorporados ao
nacleo principal das células filhas ap6s a mitose, pois se atrasam, em relacao aos
demais, em sua migracao para os polos do fuso na anafase, sendo excluidos do
novo nucleo formado na tel6fase. Os MN podem, também, ser formados a partir de
um cromossomo inteiro, quando ocorre dano no aparelho mitético da célula, ou no
préprio cromossomo. Uma membrana nuclear se formara em volta do fragmento, o
gual sera visivel como um pequeno (micro) nucleo, redondo ou oval, contendo DNA
sem qualquer conexdo estrutural com o nucleo principal e com as mesmas
propriedades de coloracdo deste RABELLO-GAY et al, 1991; PEACE & SUCOP,
1999; RIBEIRO et al, 2003). Os resultados positivos com teste de MN fornecem
fortes evidéncias de genotoxicidade sistémica da substancia quimica avaliada. Sob
condicBes experimentais apropriadas, os resultados negativos suportam a conclusao

de que a substéncia teste ndo € genotoxica (RIBEIRO et al, 2003).

! Eritrécito policromético é um eritrécito em estagio intermediario de desenvolvimento que ainda
contém ribossomos e, portanto, pode ser distinguido do eritrécito maduro (NCE), pela coloracéo
seletiva para ribossomos ou RNA.



2.6 Legislacao de Aditivos Alimentares

Em todos os paises, a producdo de alimentos e seus aditivos devem,
obrigatoriamente, seguir a legislacéo alimentar, adequando-se aos érgaos nacionais
e internacionais.

A World of Health Organization (WHO) tem se comprometido em melhorar a
gualidade da nutricdo e, identificar e eliminar qualquer aditivo ou ingrediente
alimentar caso seu uso continuo apresente qualquer efeito nocivo a saude humana,
através da criacdo de um programa de regulamentacdo da seguranca em alimentos
(ANDERSON, 1995).

Com isso, as legislacdes alimentares tém adotado, atualmente, os seguintes
critérios gerais para aprovacao de aditivos alimentares:

1. Aditivos alimentares podem ser aprovados somente se: (a) for
demonstrada uma necessidade tecnoldgica racional a qual ndo pode
ser alcangada por outros meios economicamente e
tecnologicamente praticaveis, (b) ndo apresentem risco a saude do
consumidor ao nivel do uso proposto, e (¢) que ndo enganem o
consumidor;

2. Determinar os possiveis efeitos nocivos de um aditivo alimentar, ou
derivados dele, através da avaliacdo por testes toxicologicos
apropriados;

3. Todos os aditivos devem ser continuamente observados e também
reavaliados quando necessério, assim que houver modificacdo das
condi¢Bes de uso e novas informagdes cientificas.

De acordo com o Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA), uma grande variedade de testes in vivo e in vitro pode ser usada para
avaliar a seguranca de aditivos alimentares; entre eles, estdo os testes rapidos de
mutagenicidade que envolvem o uso de bactérias, leveduras, fungos e diversos tipos
de células de mamiferos, como por exemplo, microndcleos (ANDERSON, 1995).
Este comité, formado por pessoas especializadas, reconheceu e estabeleceu varios
protocolos para identificar as propriedades, estrutura, composicdo e funcdo dos
produtos testados. Com relagdo aos critérios de identificacdo e pureza, ha algumas
consideracoes para gomas derivadas de fermentacdo microbiologica (por exemplo,

xantana e dextrana), tais como informacfes adicionais sobre peso molecular,



especificacbes microbiologicas e também detalhes dos possiveis componentes
peptidicos (ANDERSON, 1995).

A ANVISA, no Art 8° do Decreto n® 50040, de 24 de janeiro de 1961 que
dispde sobre Normas Técnicas Especiais Reguladoras do Emprego de Aditivos
Quimicos a Alimentos, consta que é proibido 0 uso de aditivo em alimentos quando,
entre outros, houver evidéncia ou suspeita de que o0 mesmo possui toxicidade atual
ou potencial.

No entanto, a Resolucdo n® 17, de 30 de abril de 1999 (ANVISA), que
aprova o Regulamento Técnico que estabelece as Diretrizes Basicas para a
Avaliacdo de Risco e Seguranca dos Alimentos, o qual se aplica aos alimentos e
ingredientes para consumo humano, dispde que a comprovacdo de seguranca sera
conduzida com base em informagdes de finalidade e condi¢cdes de uso do alimento
ou ingrediente; avaliacéo de risco fundamentada, conforme o caso, em uma ou mais
evidéncias cientificas. Além disso, nesta mesma Resolucdo, constam as evidéncias

cientificas aplicaveis, conforme o caso, a comprovacao de uso. Entre elas estéo:

? Composi¢do quimica com caracteriza¢cdo molecular, quando for o caso, e ou

formulacao do produto;
? Ensaios bioquimicos;

? [Ensaios nutricionais e ou fisiologicos e ou toxicoldgicos em animais de
experimentacao;

? Estudos epidemioldgicos;

? Ensaios clinicos;

? Evidéncias abrangentes da literatura cientifica, organismos internacionais de
saude e legislacédo internacionalmente reconhecida sobre as caracteristicas

do alimento ou ingrediente;

? Comprovacao de uso tradicional observado na populagéo, sem associacao de

danos a salude humana.

O Conselho Nacional de Saude por meio da Resolucdo CNS/MS n° 04, de

24 de novembro de 1988, no uso das atribuicbes que Ihe confere o Decreto n°



93.933, de 14/01/87, e de acordo com o disposto nos artigos 24 e 66 do Decreto-
Lei n.° 986, de 21 de outubro de 1969, e no decreto n.° 55.871, de 26 de marco de
1965, sobre aprovacao da revisdo das Tabelas | (ANEXO A), lil, IV e V referente a
Aditivos Intencionais, bem como os Anexos |, II, Ill e VII, todas do Decreto n.°
55.871, de 26 de marco de 1995. Determina os aditivos alimentares e os alimentos

em que podem ser adicionados e seus limites maximos.

A goma xantana (E.P. Xlll), que é considerada um aditivo intencional, pode

ser adicionada em:

? Produtos de cereais, frutas, legumes e outros ingredientes para uso em

iogurtes, queijos tipo petit-suisse e similares na quantidade de 0,50 p.s.c.;

? Queijos cremosos 0,50;

? Recheios e coberturas de produtos de confeitaria 0,15;

? Sobremesas e pos para sobremesas de flans, pudins e similares 0,20;
? Coberturas e xaropes para gelados comestiveis e sobremesas 0,50;

? Coberturas para saladas 0,50;

? Gelados comestiveis 1,00;

? Geléia de mocot6 0,50;

? Leite aromatizado 0,50; Leite evaporado 0,15; Leite gelificado 0,50;

? Molhos ou liquidos gordurosos de cobertura para hortalicas em

conservas 1,00:;

? Produtos de confeitaria 1,00; e,

? P0s para cobertura de bolos 0,50 p.s.c.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Xantana

A xantana comercial utilizada, produzida pela Jungbunzlauer (Austria),
normalmente oriunda da cepa NRRL B-1459, foi obtida em estabelecimentos
comerciais.

As xantanas sintetizadas pelas cepas do patovar pruni foram produzidas no
laboratorio de Biopolimeros do Centro de Biotecnologia da UFPel (Fig. 1). O

biopolimero obtido da cepa 06 foi produzido por Moreira (2002), durante seu trabalho

de Doutorado, enquanto que o sintetizado pela cepa 24 foi produzido por Diaz
(2002), em seu trabalho de Mestrado.

Figura 1. Precipitacdo (A), recuperacdo (B) e secagem (C) do polimero. Fonte:
Autor.



3.2 Animais e Dosagem

Os animais utilizados foram camundongos da linhagem Swiss-Webster, de 4 a
8 semanas de idade, 20 a 40g de massa corporal, obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas, Capao do Ledo, RS, Brasil. Estes animais foram
aclimatados as condi¢cBes laboratoriais por 7 dias. A temperatura média da sala de
experimentacdo ficou em torno de 24°C e a umidade relativa de aproximadamente
60%. O ciclo de luz foi de 12h luz/12h sombra como descrito por Majerowicz (2004)
e por Da Silva e seus colaboradores (2002). Todos o0s animais receberam racao
comercial (Supra; Alisul Alimentos S/A) e &gua ad libidum. Os animais foram
acondicionados nas gaiolas (Fig. 2) em pequenos grupos do mesmo sexo e
identificados individualmente (Fig. 3). Foram separados grupos controle e teste (4
machos e 4 fémeas). Os grupos receberam as xantanas 1, 2 e 3 (cepa 06, 24 e
comercial, respectivamente), por gavagem, em uma solucéo aquosa a 1% (m/v), e a
dose foi de acordo com a massa corpérea de cada animal (0,1g/kg). Todas as doses
foram repetidas apds 24 e 48h. Os animais de todos os grupos foram observados
durante 72h e, posteriormente, sacrificados por deslocamento cervical 24h apés a

ultima dose.

Figura 2 Acondicionamento dos camundongos em gaiolas de polipropileno. Fonte:

Autor.



Figura 3  Acondicionamento dos camundongos em pequenos grupos do mesmo
sexo e identificados individualmente com Acido Picrico (seta). Fonte: Autor.

3.3 Single Cell Gel Eletrophoresis (SCGE) — Ensaio Cometa

O SGCE foi realizado como descrito por Singh et al (1988) e modificado de
acordo com Da Silva et al (2002) e Rojas et al, (1999). Neste ensaio, 0 mesmo grupo
de roedores foi utilizado para o teste de microndcleos, sendo 8 camundongos (4
machos e 4 fémeas) para cada grupo teste. No entanto, para 0s grupos controles
(positivo e negativo) foi utilizado sangue humano. De acordo com o descrito por Da
Silva e seus colaboradores (2002), foi utilizado como controle positivo
metanosulfonato (MMS; Sigma) na concentracdo de 80mg/kg. Os grupos foram
tratados no mesmo dia, as demais doses foram ministradas 24 e 48 horas apos a
primeira e todos 0s animais tiveram o sangue coletado 24h apés a ultima dose.

A preparacdo das laminas, lise e eletroforese foram conduzidas sob luz
vermelha para prevenir maiores danos ao DNA (Fig. 4). Amostras de sangue foram
coletadas e processadas de acordo com Rojas e seus colaboradores (1999)
(ANEXO B) com adaptacOes feitas pelo autor para este trabalho. Resumidamente,
as células foram misturadas com agarose low melting 0,5% a 37°C e adicionadas a

lamina previamente refrigerada pré-coberta com agarose normal melting 0,65%.



Apbs a preparacdo das laminas, estas foram adicionadas em solucéo de lise (EDTA
100mM, NacCl 2,5M, Tris 10mM — pH10, 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO) por 24
horas, entédo, imersas em solucdo tampdao alcalina (NaOH 300mM; EDTA 1mM) para
a eletroforese, com periodo de unwinding de 20min. ApGs este periodo foi realizada
a eletroforese a 25V e 300mA por 15min. Posteriormente, as laminas foram cobertas
com a solucdo de neutralizacéo (Tris 0,4M; HCI 10N; pH 7,5) 3 x 5min, e entao,
coradas com brometo de etideo.

Assim como descrito por Heuser e colaboradores (2002), as laminas foram
analisadas logo apés a coloracdo em microscopio de fuorescéncia, equipado com
um filtro de excitagdo de BP546/12nm e um filtro de 590nm, com aumento de 400X
(10X + 40X). De acordo com o trabalho de Collins e seus colaboradores (1995),
foram analisadas 100 células por animal (50 células/lamina) e estas foram
classificadas visualmente dentro de 5 classes (Figura 5A a 5D; Fig. 6A e 6B) de
acordo com o tamanho da cauda, desde sem cauda — 0, a cauda maxima - 4,
resultando em um score de danos simples para cada animal e, consequentemente,
para cada grupo estudado. Portanto, o indice de dano (ID) do grupo podera ser de 0
(todas as células sem cauda - 0 x 100) a 400 (todas com tamanho méaximo da cauda
— 4 x 100).

A frequéncia de dano observada foi calculada, de acordo com Heuser e seus
colaboradores (2002), com base no nimero de células danificadas vs. aquelas sem

danos, num total de 100 células.

Figura 4 Preparagao das laminas, lise e eletroforese sob as condi¢des indicadas
para evitar danos ao DNA (sob luz vermelha). Fonte: Autor.



Figura 5. (A, B, C e D) Imagens de vérias classes de danos no DNA (cometas).
Fonte: LABORATORY IMAGING, 2003.

Figura 6 (A e B) Fotografias de cometas observados durante o experimento. Fonte
Autor.

3.4 Teste de Micronucleos

Os testes foram realizados de acordo com o descrito pela Environmental
Protection Agency Gene-Tox Program - EUA (MAVOURNIN et al, 1990; MILLER et
al, 1997). Foram utilizados oito camundongos por grupo (4 machos e 4 fémeas). A
dosagem utilizada foi de 0,1mL/10g de massa corporal com uma solugdo aquosa a
1% (m/v) de cada xantana. Segundo a metodologia descrita em Da Silva et al
(2002); junto aos grupos teste foram utilizados grupos controle negativo (dosados
com veiculo) e positivo (dosados com 2 X 25mg/kg de ciclofosfamida). Todas as
doses foram repetidas ap6s 24h, os animais foram sacrificados 24h apés a ultima
dose. A medula 6ssea dos animais foi preparada usando soro fetal bovino e os dois
fémures de cada individuo. Primeiramente, as laminas foram fixadas em metanol

100% por 10min, depois pré-coradas numa solu¢do com 5% de Giemsa em Tampao



fosfato (pH 5,8) por 10min. ApOs a coloracdo as laminas foram molhadas
rapidamente com agua destilada, secas e guardadas até a coloracdo definitiva com
uma solugcdo com 20 % de Giemsa em tampéo fosfato (pH 5,4) por 2 min e numa
solucdo com 20% de Giemsa e 20% de May-Greenwald em agua destilada.
Posteriormente, as laminas foram lavadas rapidamente com 4gua destilada, secas e
guardadas até a analise (analise “cega”).

A taxa espontanea de eritrocitos policromaticos com micronudcleos (Fig. 7) é
baixa e consistente cerca de 3 por 1000. Por isso, a contagem de micronucleos foi
feita em 1000-2000 eritrécitos policrométicos por animal. A percentagem de EPC
entre o total de eritrocitos (proporcdo EPC:ENC) também foi analisada a fim de se
avaliar a citotoxicidade na medula éssea. A toxicidade € indicada por uma reducéo
significativa na percentagem de EPC (eritrOcitos jovens), e é determinada pela
analise de pelo menos 1000 eritrécitos por animal (RIBEIRO et al, 2003). De acordo
com Rabello-Gay e seus colaboradores (1991), nos controles e apds os tratamentos
gue ndo afetam a proliferacdo da medula, a relacdo entre policrométicos e
normocromaticos € aproximadamente 1:1. A analise de 2000 eritrocitos reduz o
namero de decisbes subjetivas. Quando a proliferacdo normal das células da medula
estiver prejudicada a contagem deve ser restrita a populacdo policromaticos, pois
nestas circunstancias a medula € invadida por sangue periférico e a relagéo 1:1 é

distorcida em favor das células vermelhas maduras (ENC).
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FIGURA 7. Fotografia de eritrocitos micronucleados (setas), observados

durante o experimento. Fonte: Autor.



3.5 Glicose e Colesterol

Os indices de colesterol total e glicose foram determinados através de testes
enzimaticos usando kits comerciais (Colesterol e Glicose PAP, respectivamente) da
Labtest (Labtest Diagnéstica S.A — Minas Gerais, Brasil). As amostras de sangue

foram coletadas antes e depois do tratamento com xantana.

3.6 Anédlise Estatistica

Para os dados que apresentaram distribuicdo normal ou (Gaussiana), como
ID e FD (ensaio cometa), foi utilizado o teste ANOVA —Tukey para comparacdes
multiplas, e teste t para comparacéo entre os sexos dentro do mesmo grupo.

A analise estatistica para a frequéncia de EPC micronucleados e para
Proporcédo EPC:ENC foi realizada comparando os grupos-teste (xantanas) com 0s
grupos controle para cada tratamento usando o teste de Mann-Whitney. Uma
diferenca de P ? 0,05 foi considerada significativa.

A diferenca nos indices de glicose e colesterol, obtidos antes e depois dos
tratamentos com xantana, foi testada utilizando o teste t para amostras pareadas.

Uma diferenca de P< 0,05 foi considerada significativa.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A xantana produzida comercialmente foi amplamente estudada quanto a
sua toxicidade. No entanto, as xantanas produzidas pelo patovar pruni, que diferem
da comercial na sua composi¢cao, ainda ndo foram estudadas genotoxicamente, por
isso diversos trabalhos devem ser conduzidos para investigar sua capacidade em
produzir danos genéticos. A seguir serdo mostrados os resultados obtidos para tais
polimeros, com a realizacdo do ensaio cometa e teste de micronicleos em
camundongos, com intuito de colaborar com esta investigagdo, bem como anélises
de colesterol e glicose para verificar se as xantanas interferem nos niveis desses
compostos.

As xantanas produzidas pelas cepas 06 e 24, bem como a xantana comercial,
utilizadas neste experimento foram caracterizadas por Moreira (2002) e Moreira &
Diaz (dados nao publicados). A xantana comercial € composta por glicose, manose e
acido glicurénico e, as xantanas produzidas pelo pv pruni sdo compostas por glicose,
manose, acido glicurbnico e ramnose. Quanto a composicdo quimica, o0
polissacarideo da cepa 24, demonstrou possuir maior teor de glicose, enquanto que
o da cepa 06 apresentou um expressivo conteado de ramnose, estando este
ausente na xantana comercial.

Todas as xantanas utilizadas neste experimento demonstraram 0 mesmo
comportamento reoldgico, pseudoplastico, e suas viscosidades sao equivalentes.
Nas taxas de deformacdo de 10s™ e 30s™, as solucdes aquosas a 1% (m/V) dos

polimeros das cepas 06, 24 e comercial, apresentaram respectivamente 0s



seguintes valores: 700 mPas e 310 mPas, 750 mPas e 300 mPas, 850 mPas e 400
mPas.

Todas as xantanas utilizadas possuem solubilidade em agua quente e fria,
estabilidade frente a temperatura entre 25 e 85°C, ampla faixa ibnica e pH.

Os resultados do ensaio cometa, sobre o indice de Dano (ID) e Frequéncia

de Dano (FD), para cada tratamento e por sexo, estao representados na Tabela 1.

Comparacdes usando o teste de Tukey (ANOVA) entre as médias de ID e FD
dos grupos, ndo apresentaram diferencas significativas entre os sexos para 0sS
tratamentos com xantana; além disso, ndo houve diferenca entre as fémeas e,
também, entre os machos dos tratamentos com xantana. O ID e a FD observados
nos tratamentos demonstrou que todos os grupos foram significativamente inferiores
ao controle positivo @ < 0,001) e nado diferiram estatisticamente em relagdo ao

controle negativo.

TABELA 1 indice e Freqiiéncia de Dano (ID e FD, respectivamente) do DNA das
células sanguineas de camundongos tratados com as xantanas 1, 2 e 3 (cepas 06,

24 e comercial, respectivamente).

ID

Grupo (Geral) ID Machos ID Fémeas FD (Geral)* FD machos* FD Fémeas*
Controle - 50?245 7,0? 1,41 3,070 507?245 7,0? 1,41 3,070
Xantana 1 6,1374,32 8,757 4,86 3,5?1,29 5,257 3,2 7,5?3,11 3,0?0,82
Xantana 2 4,371,83 4,257 2,36 425?15 4,13? 1,73 4,07?2,16 425?15
Xantana 3 5,88 ? 3,23 7,07 3,16 4,757 3,3 5,63?2,83 7,07 3,16 4,257 1,89

Controle + 64,257 5,8 68 75,66 60,57 3,54* 31,0?5,72% 35,57?3,54%* 26,5?22*

* valores sdo médias calculadas em 100 células por animal;
** P< 0,001 em relagdo ao controle positivo.

Os resultados do teste de micronucleos sobre o numero de eritrocitos
micronucleados e a proporgcdo EPC:ENC estdo demonstrados na Tabela 2.

N&o houve diferenca significativa tanto para o numero de eritrécitos
micronucleados quanto para a propor¢do EPC:ENC entre 0s sexos nos grupos X1,
X2 e X3. No entanto, o grupo controle negativo apresentou diferenca entre 0os sexos

para ambas analises, de acordo com o teste de Mann-Whitney (P <0,05).



Quanto a presenca de eritrécitos micronucleados nenhum dos grupos
apresentou contagem significativamente diferente do controle negativo,
indice de MN
significativamente maior que o das fémeas dos grupos X2 e X3 (P < 0,01).

com
excecdo das fémeas do controle negativo que tiveram

Com relacdo a propor¢cdo EPC:ENC, as fémeas dos grupos X1 e X2
apresentaram indice superior ao das fémeas do grupo controle negativo (P < 0,01 e
P < 0,05, respectivamente). No entanto, os machos do grupo X2 apresentaram

indice significativamente inferior aos machos do controle negativo (P < 0,05).

TABELA 2 Média e o desvio padréo de eritrocitos policromaticos micronucleados da
medula 6ssea de camundongos tratados com as xantanas 1, 2, 3 (cepas 06, 24 e

comercial, respectivamente) e controle negativo.

Eritrocitos MN Proporcao EPC:ENC

Por
Grupo  Sexo n Por sexo Por grupo Porsexo n
grupo

Controle M 4 050+041 106+0,78 1081%£2,80* g g 78+4,68
F 4 163+0,63 276051

Xantanal M 4 063+125 (634092 5,56+1,24 g §.23+247
F 4 0,63+0,63 6,89+3,4 2
b

Xantana 2 '\F" j . 103’5105 ng 0,31+ 0,26 55’155111’997 . 8 537+18

Xantana3 M 4 0.75%096 441073 1219%10.27 g g 241799
F 4 0,13+0,25 4.30+1,46

* P<0,05 em relagdo as fémeas do mesmo grupo;
®P<0,01 em relacdo as fémeas do controle negativo;

® P<0,05 em relac&o aos machos do controle negativo;
°P<0,05 em relagéo as fémeas do controle negativo;

4 P<0,01 em relacéo as fémeas do controle negativo.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para os indices de

glicose e colesterol, como mostrado nas Figuras 8 e 9. Embora haja uma tendéncia

em diminuir tais indices nos tratamentos com xantana, com excecao do colesterol no

tratamento com X2, como pode ser observado na respectiva figura.
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FIGURA 8. Médias obtidas do indice de colesterol no plasma sanguineo, antes e

depois do tratamento com as xantanas; Barras: desvio padrao da amostra.
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FIGURA 9. Médias obtidas do indice de glicose no plasma sanguineo, antes e

depois do tratamento com as xantanas; Barras: desvio padrdo da amostra.

Alguns experimentos com substancias quimicas sintéticas, como os aditivos
alimentares produziram lesées no DNA, e desta forma podem ser mutagénicos e/ou
carcinogénicos em potencial. Embora os produtos sintéticos sejam mais investigados
guanto ao potencial genotoxico/mutagénico, ndo sdo por esséncia mais malignos
gue as toxinas naturais, pois a forma de ag¢do dos venenos das duas origens é
similar e equivalente. Além disso, resultados positivos em experimentos animais

devem ser analisados com cautela ao transpor aos humanos, uma vez que o0



organismo humano possui suas proprias defesas, e metabolismo diverso (DA SILVA
et al, 2002).

De acordo com Sasaki et al (2002), se um componente mostra resultados
negativos in vitro (Teste de Ames), normalmente, é suficiente executar um simples
ensaio citogenético in vivo. Os poucos ensaios in vivo que tém sido validados
envolvem também a andlise de aberragcbes cromossémicas e de microndcleos em
células da medula 6ssea ou eritrocitos do sangue periférico. Embora o teste de
micronucleos seja bastante simples, sua funcdo é demonstrar se um componente
guimico pode alcancar o sistema hematopoiético. No entanto, se um composto
mostra resultados positivos in vitro, é recomendado que seja realizado um teste in
vivo usando tecido ndo hematopoiético. Alguns aditivos sao clastogénicos em cultura
de células, porém, in vivo ndo. Esta discordancia, que pode ser devida ao fato de
gue testes de genotoxicidade in vivo refletem absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo do agente testado, ressalta a importancia de tais testes. Embora a maioria
dos 39 aditivos alimentares (adocantes, corantes, conservantes, antioxidantes,
fungicidas), estudados pelos autores, serem negativos no Teste de Ames, 14 sdo
clastogénicos em cultura de células. Dados confiveis sobre testes in vivo ndo estdo
disponiveis para 9 aditivos que induzem um resultado positivo in vitro.

No trabalho de Sasaki e seus colaboradores (2002), os aditivos utilizados
gue apresentam carcinogenicidade para roedores, pelo teste de micronicleos, foram
também genotoxicos pelo ensaio cometa, sugerindo que este Ultimo pode ser
utilizado em adicdo ao teste de micronucleos. Os resultados para rutina, flavonoide
utilizado em medicamentos e, também, como aditivo para alimentos, no estudo de
Da Silva e colaboradores (2002), demonstraram aumento de danos no DNA em
camundongos, somente pelo ensaio cometa, em uma das doses, 0 que comprova a
sensibilidade deste ensaio. Os resultados obtidos, com o indice e a freqiéncia de
dano através do ensaio cometa nesse estudo, demonstraram que as xantanas
testadas ndo induzem danos ao DNA, uma vez que os valores para ambos
parametros ndo diferiram significativamente dos valores obtidos no grupo controle
negativo.

Considerando que a dose de xantana utilizada neste estudo (1%) ficou no
limite méximo permitido (1,0%) para utilizagdo em alimentos, e os resultados obtidos,

€ improvavel que o consumo deste biopolimero produza qualquer efeito genotéxico.



No entanto, deve-se levar em conta que os valores obtidos na freqiéncia de MN
foram excepcionalmente baixos, e, portanto, novos testes seriam recomendados.

A avaliagdo da inducdo de micronucleos em eritrocitos da medula Ossea,
embora ndo tdo sensivel quanto o ensaio cometa, pode ser usado em circunstancias
em que a genotoxicidade é elevada (Da SILVA et al, 2002).

Como visto ros resultados, somente o grupo controle negativo apresentou
diferenca significativa relacionada ao sexo para o teste de micronucleos, tanto para
MN quanto para a propor¢cdo EPC:ENC, sendo observado maior indice de MN nas
fémeas. De acordo com Maluf (1994) este fenbmeno € comum em camundongos.
Este resultado é também foi observado por Mugford & Kedderis (1998) em seu
trabalho, onde fémeas mostraram indices de danos mais altos que os machos,
possivelmente devido aos altos niveis do metabolismo xenobidtico, que pode ser
resultado dos efeitos hormonais femininos. Além disso, 0s mesmos autores
afirmaram que diferencas sexo-especificas ndo estdo claras, em relacdo a atuacéo
de substancias quimicas sobre o sexo com baixos indices de metabolismo, podendo
causar toxicidade, devido a um prolongamento da meia-vida do quimico e as altas
concentracdes no sangue. Desta forma, se um metabdlito toxico é produto do proprio
metabolismo, 0 sexo com baixa atividade metabdlica pode ser menos suscetivel a
inducdo da toxicidade quimico-especifica.

Do mesmo modo que 0 ensaio cometa, 0s resultados para o teste de MN
demonstraram que as xantanas testadas ndo aumentam a freqiiéncia de eritrécitos
micronucleados em células da medula 6ssea dos camundongos analisados.

Os antimutagénicos sdo produtos ou processos que reduzem mutagoes.
Algumas vezes sdo especificos, reduzindo o efeito de determinado produto por
interagir com ele. Outras vezes sdo genéricos, como 0s “catadores” de radicais
livres. Radicais livres sdo moléculas com excesso ou fata de carga de elétrons. As
vitaminas A, C e E, bem como sucos de frutas e extratos vegetais normalmente
reduzem a taxa de mutacdes, na maioria dos experimentos (ODIN, 1997; DA SILVA
et al, 2002; FRANKE et al, 2005a). Apesar do namero de individuos ser baixo, as
fémeas do tratamento X1 e X3 tiveram valores inferiores para o nimero de eritrocitos
micronucleados ao do controle negativo, 0 que pode estar indicando um possivel
potencial antimutagénico. Este potencial antimutagénico pode ser corroborado pela

proporcdo de EPC:ENC, a qual indica se a substancia em estudo esta causando



morte celular (citotoxicidade) resultando em um falso negativo, com a diminui¢cédo da
incidéncia de eritrécitos micronucleados por morte dos mesmos.

Um grande volume de evidéncias epidemiologicas, associadas a dados
obtidos a partir de estudos em animais e in vitro, apdia fortemente a estreita
correlacédo entre constituintes da dieta e risco de desenvolvimento de determinados
tipos de cancer. Geralmente vegetais e frutas, fiboras e certos micronutrientes
diminuem a incidéncia de alguns tipos de cancer. Por outro lado, diferencas entre os
individuos, incluindo a suscetibilidade genética, também contribuem para a
inconsisténcia dos dados epidemioldgicos associados a dieta alimentar e a
incidéncia de canceres especificos (Da Silva et al, 2002). A capacidade dos
polissacarideos em captar/adsorver potenciais agentes carcinogénicos tem sido
proposta por varios autores como um dos mecanismos protetores contra o cancer de
colon e reto, juntamente com a propriedade laxativa dos polissacarideos, a qual
diminui o tempo de exposi¢ao dos carcindgenos a mucosa intestinal (FERGUSON et
al, 1993; VON POSER, 2001; GRIZARD et al, 2001).

De acordo com varios autores citados por Von Poser (2001), inicialmente, a
acdo de certos polissacarideos na prevencdo de cancer colo-retal era atribuida a
diluicho e reducdo do tempo de permanéncia de potentes substancias
carcinogénicas no intestino e a diminuicdo, por degradacdo bacteriana, da
concentracdo de acidos biliares, com potencial acdo carcinogénica. Mais
recentemente, as atencdes tém sido direcionadas para a alteracdo na
biodisponibilidade do butirato (AGCC) luminal, que tem importante influéncia sobre a
proliferacdo dos colondcitos (células do célon).

Nas Ultimas décadas, polissacarideos emergiram como uma importante
classe de produtos naturais bioativos. Atividades antitumoral, imunoestimulante,
anticomplemento, antiinflamatéria, anticoagulante, antiviral, hipoglicémica e
hipocolesterolémica tém sido relatadas para uma grande variedade de
polissacarideos, incluindo a xantana (VON POSER, 2001) como mostrado no
trabalho de Soh e seus colaboradores (2003) que observaram um aumento na
adsorcdo do colesterol total por polissacarideos de origem microbiana (como
xantana) mostrando ser particularmente efetivo como agentes redutores do
colesterol. Outro beneficio de polissacarideos a saude € melhorar a absor¢cdo de
minerais, embora dietas com fibras tenham sido tradicionalmente relacionadas a

diminuicdo da absorcdo de minerais. Os polissacarideos mais soluveis, fontes de



fibras fermentaveis, aparentemente ndo se ligam a minerais limitando a absorcao
dos mesmos. Algumas pesquisas tém sustentado a idéia de que esses
polissacarideos podem até melhorar a absorcdo de minerais (SLAVIN &
GREENBERG, 2003).

O efeito hipocolesterolémico dos polissacarideos, como referido
anteriormente, deve-se a caracteristica de adsorcdo de moléculas organicas que
estes apresentam, atraveés da qual os acidos biliares, colesterol e alguns compostos
toxicos sdo adsorvidos. A adsorcdo de acidos biliares pode ser medida in vivo
através da capacidade destes compostos em aumentar a excrecdo fecal destes
acidos e esterodides neutros. Portanto, a habilidade em elevar a excrec¢do dos acidos
biliares pode ser a principal responsavel pelo efeito hipocolesterolémico de certos
polissacarideos (VON POSER, 2001).

Como foi verificado no trabalho de Castro e colaboradores (2003), o volume
fecal foi significativamente alto no grupo com xantana em relacdo aos outros
polissacarideos estudados. Porém, a adicdo de 1,5% de xantana em uma dieta
contendo acidos graxos ndo apresentou efeito hipolipidémico significativo em ratos.
No entanto, LevratVerny e colaboradores (2000) afirmam que 1% de hidrocoldides
na dieta, tais como guar e xantana reduzem significativamente o colesterol.

No presente trabalho, assim como no trabalho de Castro e seus
colaboradores (2003), ndo foi observado efeito hipocolesterolémico nos
camundongos analisados depois da ingestdo das xantanas, quando comparados
aos respectivos indices iniciais. No entanto, mais estudos devem ser realizados para
confirmar quais concentracdes destes polissacarideos sdo realmente capazes de
reduzir os indices de colesterol.

Além do efeito hipocolesterolémico, em diversos trabalhos foi observado
também, um efeito hipoglicémico com diminui¢cdo de glicose e insulina no plasma e
uma melhora significativa nos niveis de glucagon em ratos alimentados com fibras.
Estas evidéncias estdo relacionadas a diminuicdo da absor¢do de glicose no
intestino devido a ingestao de polissacarideos.

Assim como para o indice de colesterol, o indice de glicose no plasma
sanguineo dos camundongos nao apresentou uma diminuicdo significativa com
relagéo aos valores obtidos anteriormente ao tratamento com as xantanas.

No trabalho de Frias & Sgarbieri (1998), eles observaram que o diabetes

elevou os indices de lipidios sanguineos em todos os animais, supondo, entdo, que



h&d uma correlacdo entre os indices de colesterol e glicose. Esta observacao
corrobora os resultados obtidos no presente trabalho, onde também se sugere esta
correlacao nas figuras 8 e 9.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram a auséncia de
genotoxicidade das xantanas produzidas pelas cepas 06 e 24 de X. campestris pv
pruni e a xantana comercial, em sangue de camundongos. De um modo geral, o
mesmo resultado também foi obtido através do teste de MN em medula 6ssea. No
entanto, além do potencial genotéxico, outras propriedades destes polissacarideos
devem ser estudadas, ja que o consumo excessivo destes pode causar efeitos
adversos, como comentado no trabalho de Slavin e seu colaborador (2003), e efeitos
potencialmente negativos, incluem a absorcao reduzida de nutrientes (MALLET et al,
1984), tais como vitaminas (principalmente C e B;2), minerais como zinco, calcio e
ferro e proteinas (VON POSER, 2001), o que também pode gerar danos no DNA
(FRANKE et al, 2005a; FRANKE et al, 2005b). Além disso, segundo Von Poser
(2001), os polissacarideos interagem com varios farmacos, retardando a absorcéo
dos mesmos. Porém, esta interacdo pode ser evitada intercalando a ingestdo dos
medicamentos e dos polissacarideos.

Além disso, férmulas enterais enriquecidas com fibras podem obstruir
pequenos orificios do tubo digestivo. Isto é ainda mais problematico com gomas e
outras fibras viscosas (SLAVIN & GREENBERG, 2003). Outros efeitos negativos dos
polissacarideos referem-se a disturbios no trato gatrointestinal, principalmente, dores
abdominais, nauseas e flatuléncia, provocadas pelos produtos de degradacéo
microbiana dos polissacarideos (VON POSER, 2001).

No entanto, ndo é comum que adultos saudaveis que consumam fibras dentro
das quantidades recomendaveis tenham problemas com absorcédo de nutrientes, no
entanto, essa quantidade ndo € recomendada para crian¢gas e idosos, porque
poucos estudos tém sido realizados nesta faixa etaria SLAVIN & GREENBERG,
2003).

Com tudo isso fica evidente a necessidade de mais estudos, com
concentragcdes maiores de xantana e, também, a avaliacdo da interacdo deste
polimero com outras substancias além do colesterol e glicose, como, por exemplo:

vitaminas, minerais e farmacos.



5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos através do ensaio cometa, concluiu-se
que:

? A xantana comercial oriunda da bactéria Xanthomonas campestris pv
campestris ndo induziu danos no DNA, extraido de amostras de
sangue, dos camundongos observados, nas condi¢des testadas;

? As xantanas produzidas pela bactéria X. campestris pv pruni (cepas 06
e 24) ndo induziram danos ao DNA, extraido de amostras de sangue,
dos camundongos analisados, nas condicdes testadas.

Em relacdo aos resultados obtidos através do teste de micronudcleos,
concluiu-se que:

? A xantana produzida comercialmente n&o induziu formagéo de
microndcleos em células da medula 6ssea dos camundongos, nas
condicOes testadas;

? As xantanas produzidas pelas cepas 06 e 24 de X. campestris pv pruni
ndo induziram a formacdo de micronucleos nas células da medula
0ssea dos camundongos, nas condi¢des avaliadas.

Nos resultados obtidos através dos testes bioquimicos para medir os indices
de colesterol e glicose, concluiu-se que:

? As xantanas produzidas pelas cepas 06 e 24 de X. campestris pv pruni
nao induziram efeito hipocolesterolémico e hipoglicémico no plasma

sanguineo dos camundongos, sob as condi¢cfes avaliadas.



Desta forma, os resultados obtidos corroboram a hipétese de que as
xantanas produzidas pela bactéria Xanthomonas campestris pv pruni ndo causam
danos no DNA ou nos cromossomos das cobaias estudadas, avaliadas através de
ensaio cometa e teste de micronucleos. Além, de néo alterar os indices de colesterol
e glicose no plasma sanguineo de camundongos, avaliado por testes bioquimicos.
Em virtude disso, é possivel inferir que h& viabilidade de sua utilizacdo na

alimentacdo humana.
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7 ANEXOS



ANEXO A. Tabela | de Aditivos Intencionais (Decreto Lei n°® 55.871 de 1965),
revisada pela Resolucdo CNS/MS n° 04 de 24 de novembro de 1988.

ANEXOS

TABELA | - ADITIVOS INTENCIONAIS

ACIDULANTES
ADITIVOD ALIMENTOS EM QUE PODEM SER ADICIONADOS LIMITE MAXIMO
9/100g — g/ 00ml

Balas, caramelos & similares 1,00
Gelados comestivais 0,20

.ﬁ.l..'_‘IEO Geleias Ardificiais 0,20

ADIFICO Preparados sdlidos para refrescos 0,20 no p.s.c.

(H.I) Refresco 0,20

Sobremesas, pos para sobremesas de gelatinas, flans, pudins & 0,20 no p.s.c.
similares

ACIDD Amargos & aperitivos 0,30

CITRICO Alimentos processados & base de carsais 0.5

(H.I Aguardenies composiss 0,30

Balas, caramelos & similares 0.5.p.
Bebida alcodlica de gengibre 0,30
Bebidas alcodlicas mislas 0,30
Bebida alcodlica de jurubaba 0,30
Biscoilos & similares, recheios e revestimentas g.5.p
Balidas 0,30
Bombans e similarss g.5.p
Cobarturas & xaropes para gelados comestiveis & sobramesas .5.p.
“Cooler” g.5.p
Condimentos & seus preparados concentrados ou desidratados q.5.p




Conssrvas de pascado q.5.p
Diocas am pasia 0.5.0
Filtrado docs q.5.p
| Gelados comestivais g.£.p
Galaigs q.5.p
Somas de mascar 0.5.0
Hortalicas em conservas q.5.p
Leils de coco 0.5.0
0,20
0.5.0
| Mistela composias g.5.p
Mistela 0.5.p.
Moinos & coberfuras para saladas q.5.p
Méctares de frulas N ]
Pde para coberluras de bolos q.5.p
Preparados solidos e liguidos para refrescos e refrigarantes RN ]
Produios cameos 0,30
Produtos de frulas 020
Produlos de panificacio g.5.p
Produtos da confaitaria g.£.p
| Cusijos nSg curados q.5.p
Refrescos a refrigerantes N ]
Sangria q.5.p
Sobremesas & pds para scbremasas da gelatings flans pudins & 0,20 o ps.c
similares
Praparados concentrados & desidratados para sopas e caldos gq.5.p
Vinhos q.5.p
hos compostos 0,50
Vinhos de frutas q.5.p
Xaropes para refrescos q.5.p
Doces am pasia 0,10
CACIDO Preparados liquidos para refrescos e refigerantes que nio 006 no pos.c
FOSFORICO |contenham sucos de frulas
[HLIn Rafrescos & refrigeranies que ndo conlenham sucos de frulas 0,06
Xaropes para refrescos gue ndo conteénham sucos de frutas 0,06n0 p.s.c.
Gelados comestivais 0,20
Gelaias da frulas 0,20
ACIDO Pis para coberdura de bolos 0,20 o p.s.c
FUMARICO | Preparados sdlidos & liguides para refrascos e refrigerantas 0,20 no ps.c
[H.IV) Refrescos @ refrigerantes 0,20
Sobremesas & pos para sobremesas de galatinas, flans, puding & 0.20 no ps.c
similares
ACIDO Amargos & apaeritivos 0,30
LACTICC | Aguardenies compaslas 0,20
{HMIIN Balas, caramelos & similares 0.5.0
Balidas 0,30
Bebidas alcodlicas mislas 0,30
Biscoilos & similarss q.5.p
Bombons e similarss q.5.p
Carveja (somenle na praparacio do mosto de malts) 0,10
Coolas” g.5.p
Chargus e cama bovina salgada & curada 2,00 na sal
Coberturas & xaropes para gelados comesliveis 8 schremasas 0,30 o p5.c
Consarvas vegalais em meio laclico-acélico 1,00
Condimantos preparados g.5.p
Crame vageadal 0,05
Doces am paslas 0.5.0




Fillrado docs g.5.0
| Gelados comestivais g.5.0
Gelsias arlificiais 0,20
Gomas de mascar g.5.0
Horalicas em conservas g.5.0
Licoras 0,30
Laite de coca g.5.0
Leite em pd acidificads g.5.0
Leile empregado na elaboracio de margarings g.5.0
| Maioneses g.5.0
Margarina 0,05
Molhos & coberfuras para saladas g.5.0
Mactares de frulas g.5.0

Pescado salgado, salgado e prensado, salgado seco (na salga a
580 oU A& salmoura deslinada a swa slaboracia)

2,00 sobre o peso
do gal empragado

Piclas gq.5.p
Praparadcs solidos e liguidos para refrescos & refigarantas g.5.p
Produtes de confeilaria gq.5.p
Produles de panificacia g.5.p
Produfos de frulas 0,20
Quaijes ndo curada g.5.p
Rafrescos o refrigeranies g.5.p
Sangria g.5.p
Sopas & caldos 8 saus preparados concenirados g.5.p
Vinhos g.5.p
Vinhos de frulas gq.5.p
Xaropes para rafrescos 0,30 no p.s.c.
Aguardentas composlas 0,30
Alimentos processados & base de cersais 0,20
Amargos & aperilivos 0,30
Balas, caramelos & similares 1,00
Balidas 0,30
Beabidas alcodlicas mislas 0,30
Biscoitos & similarss g.5.p
Coberluras & xaropes para gelados comesliveis & sobremesas 0,30 o psc
ACIDO Gealados D:\meslil'vais 0,02
MAL G0 Gomas da mascar 1,00
(HAI Licoras 0,30
Mactares da frutas gq.5.p
Pé&s para cobeduras de bolos 0,20 no ps.c
Praparadcs solidos & liguidos para refrescos & refrigaranias g.5.p
Produles de confeilaria 0,20
Produfos de frulas 0,20
Rafrescos & refrigeranies g.5.p
Sobremesas, pds para sobremesas de gelatinas, flans, pudins e 0.20 no ps.c
similares
Xaropes para refrescos 0,30 no ps.c
ACIDO Amargos & aperilivos 0,30
TARTARICO |Aguardentes composlas 0,30
[H.IX} Bebidas alcodlicas mislas 0,30
Bebidas aleodlicas de jurubaba 0,30
Bebida alcodlica de gengibre 0,30
Balas, caramelos & similares 0,50
Biscoilos & similares 0,50
Bombaons 8 similares 0,20
Coberluras & xaropes para gelados comestiveis @ sobremesas 0,30 no ps.c
Cooler gq.5.p
Doces am pasia 0,20




| Fillrado doce g.5.0
Gelados comestivais 0,02
Gelaias g.5.0
Gomas de mascar 050
Licoras 0,30
Leile de coco 0.5.0
Maclares de frulas g.5.p
Pds para cobertura de bolos 002 nops.c
Preparados sélidos e liguidos para refrescos & refricaranles 050 no psc
Produtos de confeitara 0,20
Produfos de frulas g.5.0
Refrescos a refrigerantes 0,30
| Sangria g.5.0
S_Dt!remasaﬁ. pds para sobremesas de gelalinas, flans, pudins e 0,02 no ps.c.
similares
Sopas & caldos & seus preparados concanirados gq.5p
Vinho (como cometive) & suco de uva reconstituida q.5.p.
Xaropes para refrescos 0.3 nopsc
GLUCHMA
LEI:E'II:SSA Produtos cameos, curados 0,50
HX
No p.s.c - no produto a ser consumido
g.s.p - quantidade suficiente para obter o efeito desejado
ANTIESPUMAMNTES
ADITIVD ALIMEMTCS EM QLUE PODE SER ADICIOMADDS LIMITE MAXIMC
g'100g — g/ 00mil
Dimetilpolisiloxana | Oleos & gorduras para fing indusiriais 0,001
[AT.[) Praparados liguidos para refrescos o refrigeranies 0002 no p.s.c
No p.s.c. - no produto a ser consumido
ANTIOXIDANTES
ADITIVOS ALIMEMTOS EM QUE PODEM SER ADICIOMNADOS LIMITE MAXIMT
gf100g — g 00ml
ACIDD Amargos & aperitivos 0,03
CASCORBICO | Alimentos infantis 0.05
[ACIDD L-ASCOR- | Azsitonas 0,02
BICC E SEUS SAIS | Alimentos processados 4 base da cersais 0,05
DE POTASSIO, 50- [ Batatas cruas descascadas & congeladas 0.20
DIC E CALCICY) (A1) | Batatas fritas congeladas 0.0
Batidas 0,03
Cenvajas 0.03
Cogumealos frescos, 56005 oUW 8M consana 0.20
Condimentes preparados 0,10 nopsc
“Cooler 0,03
Creme vagetal 0,30
Doees em pasta 0.05
Fillrada doce 0.03
Frutas cristalizadas & glacsadas 0,005
Frulas em consenvas 0.03




omas de mascar

0,03 calculado sobre a
base gomosa

Huorlalicas em consandas 0.0
Leile d& coco 0,01
Licores 0.0
Margaring 0,30
Mistala composla 0.0
Molhos & coberluras para saladas 4.5.p
MNéclares de frulas 0.0
Frodulos camens curados 0.20
Oleos & gorduras 0.0
Ficles 0.0
Folpa de frutas 0.0
Praparados sdlidos e liquidos para refrescos & 0,03 nopsc

refrigaranies

Preparados desidralados & concen
caldos

A00E pAra S0pas e

Produlos de frulas

Refrescos & rafrigerantas

Sagué

x| A

Sangria

) o | o ) o |

[y

Bobremesas, po
puding & similarss

para sobremesas de gelatinas, flans,

ER=1=1{=][=]

[=1
[

5]
o
o

Sucos da frutas

o =

Winhos

Winhos de frulas

[mm] ] o]

Xaropes para refrescos

alololo

[=1
[

=]
mw
o

ACIDD CITRIC
Ay

Coco ralado

Condimentes preparados

g Kl
n
i 1=

Crame vagetal

Somas de mascar

[=

Horfalicas em consenas

Laile d& coco

Margarinas

Molhes & coberturas para saladas

P
w
L

Cleos & gorduras

Frodutos camans curados

Ficles

Frodutos de frulas

Sopas e cakdos concenirados

‘Wegalais em consana (em meaio lactico acético)

ACIDD
FOSEGRICO (A1)

Sorduras & Composios gondunssos

Margarinas

ACIDD ISOASCOR-
BICC OU ERITOR-
BICCS E SEU SAL
DE SC0I0 (A XIV)

Amangos a aparitivis

£

Balate

Cenvajas

CU;ILI”IE o5 frascos, S8005 0U BIM CONServas

Coaler

o =)

Crams vagetal

Fillrada doce

Fn 5 2M CONSen'3E

(4]

Geleias de frulas

[mm] ] o] o] o] o] Qo] o] fom]
[me] ] D] §O%) G o] fo] fom] D]

(5]

Leh] s de mascar 0,03 calculado sobre o
peso da base gomosa

Horlaligas am consandas 0,032

Licores 0.0

Margarinas 0.20




Mislala composia

Méctaras de frulas

Oleos & gorduras

(== [mm) [m=] [mm] [}

(] =

arados solidos e liquidos para Refrescos &
refrigaranias

= (=1 (=1 =1 [=] [=]

0,01

=]
o
o

Frodulos de frulas

o M

Refrescos & refrigarantes

Sagqué

Sucos da frutas

Winhos

Vinhos de frulas

e ] o o e ] e |

Xaropes para refrescos

MEEEIEEE

0,01 m

p.EC

BUTIL
HIDROXIANISOL
(BHA) (AV)

Alimentos processados a base de cereais

0,02 sobre o teor de
dlaa

Cooo ralado

0,01 calculado sobre o
leor de gordura

Crame vagetal

nne
UL

omas de mascar

0,01 calculado sobre o
peso da bass gomosa

Leite de coco 0.1
Margarina 0.02
Oleos & gorduras 0.02
Frodufos de cac 0.02

Alimentos processados a base de cereais

0,01 sobre o teor de
dlaa

Coco ralado 0,01 calculado sobre o
leor da gordura
2UTIL Crams vagetal 0.02
HIDRCXITOLUEND [ Gomas de mascar 0,05 calculado sobre o
[BHT) (AN peso da base gomosa
Leile de coco 0.
hMargaring 0.02
Oleos & gorduras 0.1
Frodutos de cacau 0.02
Batidas 0.02
Crame vagetal 0.1
Gelados comasliveis 0.02
Gorduras para coberburas 0.02
CITRATO DE Licores 0.02
MOMNCGLICERI- Margarinas 0.1
ECS [AXI Molhos & coberluras para saladas 0,02
Oleos & gorduras 0.02
Sobremesas & pos para sobremesas de flans, pudins 8 0,02 no produto a ser
similarss consumida
Frodutos de confeitaria 0.02
CITRATO OE Biscoilos & similaras E E
MONOISOPROPILA e vegetal ol
AV Margarinas 0.0
: ! COleos & gorduras 0,01
s m
EET;\_JE;EEF-;. Xx) ‘Vegelais am consanas 0,0025
EDQTA — ACIDO Cogumelos 8m Conssnas 0.02




DISE00ICO
(ETILEMCDIAMING

Gomas de mascar

0.01 calculados sobre o
peso da base gomosa

TETRACETATO | Horlaligas em conservas [batata) 0,01
DIACIDO DISSC- | Horlalicas em consarvas (feijio radinba) 0,015
DHCC) (AKX Frodulos de frulas 0,01
Agua gasaificada 10,0033

Crame vegetal 0.M

ECTA - CALCICD
DISSODICO
(ETILENODIAMING
TETRACETATC
CALCICOE
DISSODICD) (A X

Gomas de mascar

0,01 calculado sobre o
pes0 da base gomosa

Cogumslos am consan'a 0.02
Condimenles preparados 0,01 nopsc
Gorduras & compostos gordurcsos 0.M
Horlaligas em conservas (balata) 0.
Hortalicas am consanvas (feijio fradinha) 0,015
Maionasas 0,01
Margarinas 0.
Maolhos & cobarluras plsaladas 0,01 nopsc
Freparados liguides para refrescos & refrigerantes 0.0033 no ps.c
Refrescos & rafrigerantes 10,0033

GALATO DE
PRCFILA DE
DUDDECILA OU

Coco ralado

0,01 calculado sobre o
leor de gordura

Crame vagsial

0,01

Gomas de mascar

0,01 caloulado sobre o
peso da bass gomosa

Leile de coco 0.
I
DE OCTILA (ARG hargarina 0,01
Cleos & gorduras 0.
Frodutos de cacau 0,01
Biscoilos e similares 0,20

LECITINAS
(FOSFOLIFIDECS,
FOSFATIDEOS E
FOSFOLUTEIMAS)
AV

Coco ralado 0,20 calculado sobre o
{eor de gordura
Crame vagatal 0.50
| Gelados comestiveis 0,10

Gomas de mascar

0,20 calculado sobre o
peso da base gomosa

| Gelados comastiveis 010

| Leite de coco 0.20
Margaring 0.50
Dleos e gorduras 0,20
Pis para coberluras de bolos Di0nopsc
Produtos da cacau 1,00

PALMITATO DE
ASCORBILAE
ESTEARATO DE
ASCORBILA [8.XV)

Alimentos a base de careais procassadas

0,02 calculado sobre o
leor de gordura

Coco ralado

0,02 calculado sobre o
teor de pordura

Conservas alimenticias para uso infantil

0,02 calculado sobre o
leor de gordura

Crams vegatal

0.05

Gomas de mascar

0,03 calculzdo sobre o
peso da bass gomosa

Leite de coco

0,02 calculado sobre o
peso da gordura

Margarinas

0.02

Oleos & gorduras

0,05




TERC-BUTIL-
HIDRODUIMONA
(TBHD) (711X

Alimantos processados & base de cersais

0,02 sobre o leor de
dlaa

Farinhas, axlratos & flocos denvados da soja integral

0,02 sobre o leor de
dleos & gorduras
onginais do produto

Gomas de mascar

0,02 calculado sobre o
laor da bases gomosa

Olaos & gorduras

0,02

TOCOFEROES ("X1)

Alimeantos a bass de caraails procassados

0,03 calculado sobre o
taor da dleo

Coco ralado 0,03 calculado sobre o
{eor de gordura
Crems vagatal 0,03

Gomas de mascar

0,03 calculado sobre o
peso da basse gomosa

Leile d& coco 0.03
Margarinas 0.03
Oleos & gorduras 0.03
Frodutos de cacau 0.03
Sopas e caldos 0.05
No p.s.c - no produto a ser consumido
g.s.p - quantidade suficiente para obter o efeito desejado
AROMAS
ADITIVG ALIMEMTCS EM QUE PODEM SER ADICIONADOS LIMITE MAXIMO
gi100g — g1 00mil
AROMA NATURAL, [ Alimentos processados a base da cereais q.6. [
ARDMA MATURAL [ Acdcar [somente aromas imitagia) q.5.p
REFORCADOD, Aguardentes composias q.6.p
ARDMA RECONS- | Arac 0.5
mmuilno, Balas, caramalos & similares q.6. [
AROMA IMITACAD [ Bebida alcdolica de jurubeba 0.5.p
Bebida aledolica de gengibra q.6.p
Bebidas alcholicas mistas q.5.p
Babidas alcholicas deshio-relihcadas q.6. [
Batidas q.5.p
Biscoilos & similares q.6.p
Bombons & similares q.5.p
Coberluras & xaropes para gelados comasliveis & q.6.p
sobremasas
Conhagus 1.00
Crems vegatal 0.5.0
Condimanios preparados (somenle dleos essenciais, q.6.p
oleormesinas, exfralos ou linluras, oblidas a parlir de
vegelais &fou especiaras mormalments  ulilizadas na
glimentagio humana)
Concantrados  para  refrigerantes & base de q.6.p
aromatizantes
Coolar 0.6.p
Chocolates q.6.p
Frutas cristalizadas & glaceadas 0.6.p
Frulas am consarda q.6.p
Gelados comastives 0.6.p
Geleias 8 docas de frulas q.6.p
Gomas de mascar 0.6.p
Gorduras e composios gordurosos q.6.p
logurtes aromalizados 0.6.p

Licores

0.5.0




Leifes aromalizados, lsiles gelificados aromatizados 0.5
Leites farmentados 0.5.p
Margarinas 0.5
Mistura para produlos de panificacao ou de confeilaria 0.5.p
Mistala composia 0.5
FPicles [somente aromas naturais] .50,
Pos para coberlura da bolos 0.5
Produto da panificacao (excelo pao francés) 0.5.0.
Freparados  sdlidos  ou  liquidos para  refrescos e q.5.p
refrigaranies
Frodutos de confeitaria g.5.p
Produfos da cacau q.5.p
Frodulas de frulas g.5.p
Proedufos  de  frulas, cereais, legumes & outros g.5.p
ingredisntes para uso em logurlas, qusijp lipo peti-
5uisse & similares
Frodulos derivados da soja g.5.p
Qusijos aromalizados afou condimantos g.5.p
Recheics & ravestimentos de produlos de confeitaria & g.5.p
da biscoitos & similares
Recheics & revestimentos da produlos de confeitaria & g.5.p
de biscoitos & similares
Recheios de chocolate, de bombons e similares 0.5.p
Refrescos e rafrigerantas 0.5.p
Sangria 0.5
Sobremesas e pds para sobremesas de gelalinas, flan, q.5.p
pudins g similares
Sopas e caldes concenfrados 0.5.p
| Uisgue [1.001
Winhos composios 0.5.p
Xaropes para refrescos 0.5
Alimentos processados a base da ceroais 0,008
| Balas 0.008
| Biscoilos o similares 0,008
AROMA NATURAL | Condimentos preparadas 00015
DE FUMACA Molthos 0.0015
[ALIMEMNTOS ADS | Produtos camacs dafunados (somente como reforgo) 0009
QUAIS 5E DESEJA [ Produtos de pescado defumado [soments nos tipos 0,009

COMFERIR SABOR
DE DEFUMADC)

consagrados)

Freparados dasidralados & concenlrados para sopas &
clados

0,006 (no produts a
sar consumilde)

Queijos defumados (somente como reforgo nos lipos 0,009
consagrados)
AROMA Alimentos processados & base de cereais g.5.p

ARTIFICIAL Balas, caramalos & similares .50
Biscoilos 8 similares g.5.p
Bombons & similares .50
Coberluras e xaropes para gelados comesliveis & g.5.p
sobremesas
Crame vagetal q.5.p
Gelados comastiveis g.5.p
Gomas de mascar q.5.p
Gorduras para fins industriais q.5.p.
logurtes aromalizados q.5.p.
Leites aromaltizados, leites gelificados aromatizados g.5.p
Laites farmeantados .48
Margarinas g.5.p
Misturas para produlos de panificacio ou de confeitaria q.5.p
Licorss g.5.p
Produtos de confeitaria 0.5
Pos para coberura da bolos 0.5.p
Praparados sdlidos & liquidos para refrescos & q.6.p
refrigarantes
Produlos de frulas, carsais, legumes & oulnos 0.6.p
ingredientes para uso am iogurles, gueijos tipes petil-
5uisse & similares
Recheios & revestimentos de produlos de confeitaria de q.5.p
biscoilos & similares
Recheios de chocolates d& bombons & similares 0.5.p
Refrascos & refrigarantes 0.5.p
Sobremesas e pds para sobremesas de gelalinas, flans 0.5.p
pudins & similarss q.5.p.
Xaropes para refrescos 5.0,




No p.s.c - no produto a ser consumido

g.s.p - quantidade suficiente para obter o efeito desejado

ANTIUMECTANTES

ADITNG ALIMENTOS EM QUE PODEM SER ADICIOMNADOS LIMITE MAXIMO
0100 — /1 00mil

] Condimentos am pé preparados 2,00

ALLMIMIC Gemas desidratadas 200

ALUMINIC 2o integral desidratade 200

SILICATO DE Preparades desidratados e concentrados para sopas & 0,0015
SODIO (AUNI | caldos
Sal de mesa 1,00

CARBOMATO DE

Freparados sdlidos para refrescos e refrigarantas

2.5 am relagio ao

DE 50010 (AUNI)

CALCIO (AL} peso do po
) . Sal de mesa 2,50
CARBONATO DE -
MAGNESIO (ALl | 59/ 92 mesa 250
CITRATO DE
FERRC AMONLA- | Sal de mesa 0,002
CAL (ALY
Condimenbos am pé preparadas 2,00
Freparados sdlidos para refrescos 2,00
Sal de mesa 1,00
DIGXI00 DE F'repargdus dasldrajadt.-s pars sopss & c,a_ll:lv_:fs, _ 2,00
SiLicio Em sais de cura (associado a ritratalnitrito de polassio 2,00
FALLVIT ou sddio & ascorbato de potassio ou sodio, usados como
T consanvantesfivadores de cor)
Pds para sobremesas de gelatina 2,00
Freparados desidralados para sopas & caldos 2,00
Freparados sdlidos para refrescos 2,00
FERROCIANETO | o 4 mesa 0,005 {calculado

coma sal anidra)

Biscoilos & similaras

2,50

MAGNESID [ALLIX)

Praparados salidos para refrescos e refrigarantas

TEICIJ:S#IJ:_'E&TEO Freparados sdlidos para refrescos e refrigarantas 2,50 am relav;ﬁ_a
[ALLI a0 paso do pd
) i Sal de mesa 2560
HIDROXIDD DE 2,50 am relagio ao

paso do pd

FAILLT)

pudins e similares

CXIDO DE " . 2,50 em relagio a0
MAGNESIO [ALLX) Preparados solidos para refrescos e refrigerantas pest & pb
EEII_CCT;C[}AEII_IEV] Sal de mesa 1,00
SILICATD DE
ALIMINID (a0 yqry | 591 98 mesa 1n
; Café am pd saldvel 2,00
N%mﬁﬁ?_i iﬁI_LlLl'ilu‘r"::_h Condimantos am pd preparadas 2,00
NESII-S F'OT}?LSSID Fds para praparado de alimantos 2,00
ECIDIC-I = Al'u'IGNIO. Preparados desidratados para sopas & caldos 0,0015
DO= ACIDOS ME Preparados sdlidos para refrescos e refrigerantes com 2,00
RISTICO, PALMIT). |Sucos do indas
COEESTEARICO |Sdlde mesa 2,00
Sobremesas, pos para sobremesas de gelatinas, flans, 2,00

g.s.p. - quantidade suficiente para obter o efeito desejado




CORANTES

ADITIVG ALIMENTOS EM QUE PODEM SER ADICIOMNADOS LIMITE MAZIMO
01009 — /1 00mil
CORANTES NATU- Alimentos processados a base de cereais 0.5.0.
RAIS (ANEXD Il -C.1) | Amarges & Aperilives [soments corantes naturais) q.80.
CORANTES SINTETH Balas, caramelos e similares 1.5.0.
COS IDENTICOS ADS | Balidas {soments coranies naturais) 0.5.0.
MATLIRAIE (ANEXC I Cargja em calda, para reconslituigBo da cor perdida 9.5
Gl duranie o processamanto
Coberluras & xaropes pamm gelados comestiveis e q.5.p.
sobremesas
Coberdura de bolos, pds para coberura de bolo 0.5.p
“Cooler” q.5.p.
Cramea wagetal .50
Qusaijos (exclusivamanis na crosia) 0.5.p
Gorduras & compostos gorudrosos 0.5.p
Gelados comestiveis q.5.p.
Geldias 0,02
Gomas dé mascar q.5.p.
loguries aromalizados 0.5.p
Leites aromalizados q.5.p.
Leiles gelificados aromalizados 0.5.p
Manieiga (nos lipos permitidos) q.5.p.
Margarinas .50
Massas alimenticias sam ovos q.5.p.
Massas frescas, recheadas ou ndo pré-embaladas & q.5.p
com umidade superor a 15%
Massas semi-prontas, recheadas ow ndo, para o q.5.p
preparc de produlos formedveis, doces ou salgados,
pre-embaladas e com umnidade superor a 15%
Mistelas compostas (coranta natural) 0.5.0.
Maolhos [excelo & base de lomals) 0. 5.0,
Méclares da frutas (somente corante natural) 0.5.0.




flans, puding & similarss

Oleos wvagelais (somente para reconstiuicio da cor .80,
perdida durante o processameanta)

Preparados sdlidos e liquidos para refrescos e q.5.p.
refrigerantss

Produfos de confeitaria q.5.p.
Produfos carnesss (hemoglobina na massa & urucu na q.5.1,
superficia ou na superficie ou no revestimento de

armbutidos cozidas)

Produtcs de  frulas, cereais, legumes e outros q.5.p.
ingredientes para uso em ogurtes, gqueijo tipo petlil-
| suisse & similares

Profeing texturizada de soja E.p.g
Qusijo tipo prato (soments urucu) g.5.0.
| Recheios de bombons o similares q.5.0.
Racheios & revasliimanios de biscoilos e produlos de q.5.p.
confeitaria (com excegio dos recheios & cremes com

OWOE)

Refrascos & refrigerantes q.5.p.
Recheios & revestimenlos de produlos de confeilaria g.5.p
[excelo ot recheios da cremea deé ovos)

Recheios de bombons & similaras .50
Recheios da chocolate q.5.p.
Recheios & ravestimentos de biscoilo (com excegSo q.5..
dos recheios de crame com ovos)

Rewvastimento de ambulidos cozidos de cams .51
Sangria q.5.p.
Sobremesas e pds para sobremesas de gelatinas, q.5.p.

Sopas g caldos concentrados

0,003 no produto a
Ser consumids

Sucos de frulas 0.5.0.
Vinhos licorosos [soments coranis natural) .50,
Winhos compostos (soments corantes naturais) .50,
Xaropes para refrescos .50,
CORAMTE CARAME- | Aguardents de cana emvelhacids g9.5.0.
LO (ANEXC Il -0 ) Aguardents composta .5.0.
Alimantos processados a base de caraais g9.5.0.
Amargos 8 Apenlivos 9.5.0.
Balas,_caramelos 8 similares .50,
Bebida alcoolica de gengibre 9.5.0.
Bebida alcoolica de jurubeba .50,
Bebidas alcdolicas mislas 0.5.0.
Balidas .50,
Biscoilos & similares 9.5.0.
Careais processados industrialments .50,
Cenvejas 0.5.p
Coberluras g pds para cobarluras de bolo g9.5.0.
Coberluras & xaropes pam gelados comestiveis o q.5.p.
sobramesas
Condimentas preparados q.5.p.
Conhague q.5.p.
“Cooler” q.5.p.
Gelados Comasliveis q.5.p.
Gelsias q.5.p.
Gomas de mascar q.5.p.
loguries aromalizados q.5.p.
Leites aromalizados q.5.p.
Leites gelificados q.5.p.
Licorses q.5.p.
Mistelas composiss q.5.p.




| Molhos para consarnvas de cames gq.5.0.
Produlos a base de proteina de soja texturizada q.5.p0.
[exceto a ser utilizada em produlos cémecos)
Produtos de frutas, ceareais, legumes, & outrmos 0,01
ingradientes para uso em ioguries, queijos tipo pedil-
sUisse @ similares
Produfos de confeilaria q.5.p.
Preparados sdlidos e liquidos para refrescos & q.5.p.
rafrigeranires
Proteina texturizada de soja q.5.0.
Hecheios de bombons & similaras q.5.p.
Recheios e revestimentos de biscoitlos & produltos de q.5.0.
confeilaria {com excecBo dos rechaios e cremas com
ovos)
| Refrascos o refrigarantas g.5.0.
Rum 0.5.0.
Sangria 0.5.0.
Socbremesas e pds para sobremesas de gelatinas, q.5.p.
flians, puding & similaras
Sopas & caldos concantmdos q.5.p.
Uisgus .50
Vinhos compostos q.5.p.
Winhos Boorcsos .50
Xaropas para refrescos q-5.p.
Alimentos processados & base de careais 0,01
Balas, caramelos e similaras 0,01
Cargjas em calda (somente para reconstituigio da 0,01
cor)
Coberluras & xampss para gelados comestiveis e 0,01
sobremesas
Gelados comestiveis 0.
Geleia de cergja 0,01
Gomas de mascar 0,01
y PR loguries aromalizados 0,01
igm;ig TIIE\,B' Leiles gelificados aromalizados 0,005
ADITIVE: AMARE LI:IJ Leiles aromatizados 0,005
CREPUSCULO F.CF Leites fermeniados aromalizados 0,008
BORDEAUX § OU Liooras 0.01
AMARANTO, Preparades liquidos ou sdlidos para refrescos & 0,011 no ps.c.
ERITROSINA, Teeriig
INDIGOTIMA, Produles de frulas, cereais, legumes & oulros 0,01
POMCEUA 4R, ingredierdes para uso em iogurtes, queijos tipo petil-
TARTRAZIMA, 5558 & similares
YERMELHO 40 Quaijes (fJuccing ou magenta someante na crosta dos 0,01
lipos cpnsagrados
Recheios de bombons e similares 0,01
Racheios de chocolales 0.01
Recheios & reveslimentos de produlos de confeitaria 0,01
biscoilos & similares (com excecio dos recheios de
CrEMMes Corm ovos)
Refrescos e refrigerantes 0,01
Sobremaesas 8 pds para sobremesas de gelatinas, 0,01 no p.s.c.
flans, pudins & similaras
Xanopes para refrescos
ERITROSMA Proleina de soja lexturizada guando ulilizada eam DEID;ETDIELH;;Z?::

produtos de salksicharia

antas da reidratagao




CORANTES INORGA- | o e orear girmilato e res - .
NICOS: [ANEXO Il Drageas, confelles e similares (somentas  pama

ALUMINID (C.1V) reveslimanta)

CARBONATOD Drageas, confeilos e similares  (somente nos
CALCID (C.W) rewaslimanto)

QIO OE TITAMIO Preparados sdlidos para refrescos o refrigerantes q.5.p

P Drageas, confeilos e  similares  {someante  nos
JdV

{ . q.5.0.
- reveslimanto) 1

CRID0S E HIDRGE- Drageas, confeilos e similares (somente  nos S
D05 DE FERROC (CIW) | revestimanto] 4ER

P Drageas, confeilos e similares  (somente nos
QURD {C.1V) = _ = '
revestimanto)

- Dragaas confeilos & similares  [somente nos
FRATA [C.V) - . = '
) rewaslimanta)

no p.s.c. - no produto a ser consumido
g.s.p. - quantidade suficiente para obter o efeito desejado

CONSERVADORES

ADITIVD ALIMENTOS EM GUE PODEM SER ADICIONADOS | LIMITE MAXIWMO
/1000 — g/100ml

Aperitivos
Coolar
Crems veqetal
Doces em pasta
Laite de coco esterilizado
Laite da coco pasteurizado
Margaring
ACIDD BEMZOICO Malhos
E SEUS SAIS DE Meéciaras de frulas
S00I0, CALCIO E Ficles & azeilonas
FOTASSIO (P Prepamdos liguides para refrescos o efigeranies
Frodulas de frufas
Quein fundido fexclusivamente na embalagem)
Refrescos & rafrigarantas
Sangria
Suco de frutas
Licores
Xaropes para refrescos

ACIDC SUQE-IC'_: E |Armargos & aperilivos
SELS SAIS DE SCDID, [Bombons & similares
POTASSIO E CALCIO Chocolales —

(P Coberluras & xaropes para gelados comestiveis e

sobremesas
Cioto ralado
Coolar
Crems veqetal
Doces em pasta
Fillrado doce
rulas cristalizadas & glaceadas
rulas dessacadas
Galsias de frulas




|Leile de coco 0,20
Licores 0,05
|Maionasas 010
Margarinas 010

Massas frescas, recheadas ou ndo, pré-embaladas &
coim umidade supanor a 15%

0,20 sobra 0,20 (%)
o paso do produto

final
Massas semi-prontas, mecheadas ou ndo, para o 0,20 sobra o peso
preparo de produtos fomedveis, docas ou salgados, da produto final
pré-embalados, & com umidade superor a
Molhos 0,10
Méciaras de frulas 010
Ficles @ azsilonas 0,10

Pizzas, pastais, empadas, pokentas pré-embaladas e
coim umnidade suparior 8 15%

0,20 sobre o peso
do produto fing

Preparados liguidos para refrascos a refrigerantes 0,01 nops.c
FProdulas de frulas 0,20
Produtos  de  frulas, coreais, legumes &  oubros 020

ingredientes para uso em logurbas, queijos tipo pelit-
suisss & similares

Profeina lexlurizada de soja (exclusivamente) no
produto  que deverd ser pré-hidratade para  fins
indusirigis (excelo a ulilizada em produlos carneos)

0,60 na bass seca

Produtos de confeitaria

0,10

Produtos de panificagge (ralamento na crosla de
produtos embalados)

0,10 sabre o peso
do produto a sar

consumido
Produtos cédrneos (somente nos revestimanios de 0,02
embulides  maturados & cozidos, salames &
morladelas
Queijo (exclusivaments na crosta) 0,10
Queijo ralado 0,20
Queijos em falias préd-embaladas 0,10
Queipo paleurizado & fatiado 0,10
Recheios de chocolates, bombons & similaras 010
Refrescos & rafrigerantas 0,01
Sangria 010
Saqué 0,02
Sidras 0,05
Sucos de frutas 0,10
Winhas 002
Winhos de frufas 0,02
Xaropes para refrescos 0,01 ne p.s.c.
Wagelais em consarvas (excelo os gue  ssjam 010
submetidas & esterilizagio)
DICXIDD DE ENXOFRE: [ Aglcar refinado 0,002
METABISSULFITO DE |Batatas fritas congeladas 0.
S0DIO, METABISSUL-  |Bebidas alcodlicas misias 0,0
FITO DE POTASSIO, Bebidas alctolicas fermentadas 0.
METABISSULFITO DE |Camarbes e lagostas (exclusivamenie na matéra-| 0003 (no produto
CALCIO, SULFITO DE|prima apds a captura) cozidn

s0DI0, SULFITO DE
CALCIO, SULFITO DE
POTASSIO, BISSULFI-
TO DE CALCIO, BIS-
SULFITO DE SODIO,
BISSULFITO DE PO-
TASSIO (P.V)

Camardes & lagostas (exclusivamanie na matéria-
prima apas a caplura)

LU (a0 produto o)

Coco ralado _ 0,02
Cervajas (someante ditionita) 0,006
Coolar” 0,035
Fillrada doce 0,035
Frutas dessacadas 0,01
Frutosa 0,002
Galeias arlificias 0,02




SI0 OU S0DIC ASSO-
CIADC 0L NAD AD
MITRITC DE SGDIC OU
DE POTASSIO (P

Jeropida 001
Legumes & verduras desidratadas 0,02
Laite da coco esterilizado 0.01
| Leite de coco pasteurizado 0,03
Licores de frutas 0.01
Mislala composla 0,025
Méciaras de frulas 0.02
| Passas da frulas 015
Picles 0.01
Preparados Solidos e Liguidos para refrescos com 0,008 no psc
sucos de frulas
Refrascos com sucos de frulas 0,008
Refrigerantas 0,004 no ps.c
Refrigerantes com sucos de frutas 0,004
Sangria 0,035
Saqué 0,035
Sidras 0,035
Sucos de frutas 0,02
Winagras 0,02
Winhos 0,035
Winhos composios 0,025
Winhaos de frulas 0,035
Xaropes para refrescos com sucos de frulas 0,008 no p.se
MITRATO DE POTAS- Produtos cémeos curados (excato chargus) 0,05

Queijos (excato queijos frescais) 0,02% sobre o peso
do laite

0,005 no produto
final exprasso em
ion nilrito

NITRITO DE POTASSIO
S 5000 (P

Produtos  cameos  curados

alimentos infantis)

[excelo  charque @

0,02 usada
isoladaments ou
combinados, no

produto a ser

consumido expresso

arm ion nitrifo

MATAMICIMA, [P .21

Quesijos | na crosta)

2mgit00em” ndo
havendo migragio

para a parba comes-

tivel do queijo

FROFIOMATO DE
CAL-CIO, S0DID
O POTASSIO
P

coim umidade supanior a 15%

Bombons e similares 0,20
Chocolales 0,20
Exlrato de malte & xarope de malloss 040
Massas frescas, recheadas ou nio, pré-embaladas e | 0,20 sobra o peso
com umidade suparor a 15% do produto final
Massas semi-prontas, mecheadas ou nao, para o 0,20 sobra o peso
preparo de produtos fomedveis, doces ou salgados, & do produto final

Misturas para produlcs de panificagdo e de confeilaria

0,20 sabra o peso
do produta final

Produtos de confeitaria

Picles 0,20
Pizzas, pastais, empadas, pokenias pré-embaladas e | 0,20 sobra o peso
com umidade suparior a 15% do produto final

Produtos de confeitaria

0,20 sabra o peso

ETILA E SEUS SAIS
SODICOS [P0

do produto final
. 0,20 sobra o peso
Produtos de panificagio da Farinha
p-HIDROKIBENZOATD
DE METILA, PROFILA, (Picles 0,10

no p.s.c. - no produto a ser consumido




EDULCORANTES

ALIMENTOS EM QUE PODEM SER ADICIONADCS LIMITE MAXIMC:
ADITIC .
g0 — g1 00ml
o | Alimenios dislélicos TEmg100g
ASPARTAME (Artificial
A I Pidas disletcas T5mg/100mi
~ e Alimentos dislélicos 130mgf100g
CICLAMATOS (Artificial) | s dietaticas 130me/ 100mi
ESTEVIOSIDED Alimentos dislélicas &0rmg100g
[Natural} Bebidas disléticas B0mg100ml
MANITOL (Matural) Alimentos dislélicos Sam limile
R i T Alimantos dislélicos 20rmg100g
SACARIMA [Arificial
WINEEY | B ohidas dislsticas 30rng/1 00l
\ Alimentos dislélicas Sam limite
SORBITOL (Matural
WEWEY TBebidas distticas Sem limile

No p.s.c. - no produto a ser consumido

g.S.p. - quantidade suficiente para obter o efeito desejado

ESPESSANTES
ADITVG ALIMEMTOS EM QUE PODEM SER ADICIONADOS LIMITE MAXIMO
100 — gM00ml
Coberluras & xaropes para gelados comestiveis & 1,00
sobremasas
Crame de keite asterlizado 0,50
Gelados comastiveis 1,00
Laite aromalizado 0,50
Laites gelificados 0,50
ACIOD ALiNICE Eisll:rll.lra Emrdpl:'l para bases cramosas ?g
E SEUS SAIS DE: OTnS gordurnsos .

AMONIO. CALCIO Molhos ou  liguides gordurosos de coberlura  para 0,50 no p.5.c.
SA0I0 E Ié'“DTASSIIE} horalicas em conservas esterilizadzas & saladas

[EPII Freparados  sdlidos & liguides para  refrescos & 0.50 no p.s.c.
refrigarantes
Froduios de frulas, ceraais, legumeas & outros 0.50 no ps.c.
Ingredienies para uso am iogures, gueijos lipo petil- 0.50 no p.s.c.
suisss & similares
Recheios & mvestimeanlas de produtos de confeitaria 0,01
Refrescos & rafrigarantas 0,50
Sobremesas, pds para sobramesas de gelatings, flans, 0.50 no p.s.c.

pudins g similares




Creme vegalal 0.20
Gelados comasliveis 050
Galaia de macold 050
| Leites aromalizados 0.50
Laite galificada 050
AGAR-AGAR [E.F.I) _F'rc-dulgc-s de  frutas, cergla'rs,. leg umes & outros 0.50 no psc
ingredientes para uso em iogurles, queijos lipo patil-
suisse & similares
Recheios & revestimenlas de produtos de confeitaria 0,50
Sobremesas, pds para sobremesas de gelatinas, flans 0,50
pudins g similares
Sopas g caldes concentrados 0,50
Alimentos dislélicos 0,50
Coberuras para saladas 0,50
Crame da leile estedlizado 0,50
Coberdura e xaropes para gelados comesliveis 050 nopse
Crems vegelal 0,20
Gelados comesliveis 0,50
Laite aromalizado 2,10
Laite galificada 0,50
CARBOMIMETILCELL-  |Molfios cremasos 1,80
LOSE E SEU SAL S0- Ml_sl!ura &M pgd para bases cramosas 0,50
DICO (PN Pas para coberiura da bolos 0,50
Produtos  de  frutas, cereais, legumes & oufros 0.50 no psc.
ingredisntes para uso em iogurtes, queijos lipo petil-
| swissa e similares
Frodutos de confeitaria 1,50 no p.s.c.

Produtos de panificagao

1,50 sobre o peso
da farinha

| Queijos cremosos 0.30

Sobremesas, pds para sobramesas de gelatings, flans, 0.50 no p.s.c.

pudins & similares

Alimentos distélicos 0,50

Coberduras & pds para coberlura de sobremesas 0.50 no ps.c.

Coberfuras para saladas 0,50
CELULOSE MICRO- Gelados comesliveis 0,50
CRISTALINA (EPy  |Molhos cremosos 1.50

Fds para coberura de bolos 0.50 no ps.c.

Pas para sorveles 0,50 no p.sc.

Sobremesas, pds para sobremesas de galalinas, flans,
pudins g similares

0,50 no p.s.c

GOMA ADRAGANTE Gelados comastivais 0,50
EP.IV] (Gomas de mascar 0,50
- ’ Molhos cremosos 0,50
Balas, caramalos a similares 0,50
Crame da leile estanlizada 0,50
GOMA ARABICA Gelados comastiveis 0,50
[EPV) Gomas de mascar 0,50
Molhos ou  liguides gordurosos de coberlura  para 1,00 ne p.s.c
harlalicas eam conservas
Produlas de frulas 0,50
GOMA CARALA (EPNVI) | Gelados comasliveis 0,50
(Gomas de mascar 0,50
Laites aromatizados 0,50
Laites gelificados 0,50
Produtos de frutas 0.50




Sobramesas & pds para sobremesas da flans, pudins & 0.50 no pos.c.
similares
Coberluras & xaropss para gelados comestiveis e 0,50
sobremasas
Crame de leile acidificado 0,50
Crame de leile esterlizada 0,50
Crems viegelal 0,20
Gelados comastiveis 0,50
(Somas de mascar 0,50
GOMA DE ALFARROBA. | Leites aromalizados 0.50
QU JATAI (E.PVIL Laites gelificados 0,50
Molhos & coberura para saldas 0,50
Produtos  de  frutas, cereais, legumes 8  oufros 0.50 no p.5.c.
ingredientes para uso em ioguries, queijos lipo petil-
suisse & similares
Qusijos cramosos 0,50
Sobremesas e pds para sobremesas de flans, pudins & 0.50 no p.s.c.
similares
Coberiuras @ pds para coberlura de sobremasas 0.30 o ps.c
Coberluras g xaropes para gelados comesliveis 0,50
Condimentos praparados 075
Conservas alimenticias para wso infantil 0,085 no p.s.c.
Crame de leile esterlizada 0.50
Crams vegetal 0,20
Gelados comastiveis 050
Gomas de mascar 0,50
Kalchup 075
Laite aromalizado 0,50
Laite galificado 050
Molhos cremosos 0,75
Molhos preparados 075

GOMA GUAR (E.FVI

Molhos ou  liguides gordurosos

hortalicas am consanvas e saladas

de coberdura para

0.75 no p.s.c.

Ficles com molhos preparados 0,50
Produtos de confeitaria 1,00
Produtos  de  frutas, cereais, legumes 8  oufros 0.50 no p.s.c.

ingrediantes para uso em logurtes, queijos lipo petil-
suissa & similares

Produtos de panificagio

0.50 sobre o peso

da farnha
Picles com molhos preparadas 0,50
QJusijos cramosos 0,50
Recheios & mvestimenlos para produfos de confeitaria 0,50
Sobremesas,pds para sobremesas de flans, pudins & 0.50 no p.s.c.
similares
Sopas g caldos concentrados 0.50 no p.s.c
GOMA XANTANA Coberfuras para saladas 0,25
[E-P_XII} Coberluras e xaropes para gelados comestiveis & 0,50
sobremaesas
Creme de leife asterlizado 0,50
Crams vagetal 0.50
Gelados comesliveis 015
Laites gelificados 0.50
Molhos cremosos 1,00
Frodutos de confeitaria 1.00
Produtos de  cereais, frulas, legumes e  oufros 0.50 no p.5.c.

ingredientes para uso em iogurtes, quaijos lipo petlit-
suisse & similares




| Suesijos cremosos 050
Recheios & coberuras de produlos de confeitaria 015
Sobremesas e pds para sobremesas de flans, pudins & 0.20 no ps.c.
similaras
Sopas & caldos concenirados 0,30 no ps.c.
Crame da leile estanlizada 0,50
Coberluras & xarmopses para gelados comestiveis & 0,50
sobremesas
Coberfuras para saladas 0,50
Gelados comesliveis 1.00
Geleia de mocold 0,50
Laite aromalizado 0,50
MUSGO [RLANDES ~ |-2ile evaparado 0.15
[CARRAGENANA Laite gallrlcad:: . 0,50
FLRCELARAMA) MD"‘IL‘:’S ou liguides gordurcess de coberdura  para 1.00 no p.5.c
ERX) hardalicas em conservas
Frodutos de confeitaria 1.00
FPds para coberlura da bolos 0.50 nopse
Produtos  de  frutas, coreads, legumes e oufros 0.50 no p.c.s.
ingredientes para uso em logurtas, queijes lipo petil-
| suissa & similares
Sobremesas e pds para sobramesa de gelatinas, flans, 0.50 no ps.c.
pudins e similaras
Sopas g8 caldos concenirados 0,50
No g.s.p. - no produto a ser consumido
g.s.p. - quantidade suficiente para obter o efeito desejado
ESTABILIZANTES
ADITIVE ALIMEMTOS EM QUE P2DEM SER ADICIOMADOS LIMITE MAXIMD
9100 — gMo0ml
ACIDD ALGIMICO E Batidas 0,50
SEUS SAIS DE AMO-  [Licores 0.50
MIC, CALCIZ, SODIDE  |Preparados  sdlidos &  lguidos para  refrescos e 0.50 fo p.5.c
FPOTASSIO (ET. XN refrigarantes ' S
ACIDD META TARTA- )
RICD) [ET 20001 il 0.
ACAR-AGAR fel}:ipan'::::s solidos &  liguides para  refrescos & 0,50 no p.s.c
(ET20001I0 Refrescos & reffigerantes 050
AMIDOS QUIMICAMEMN- | Alimentos infanlis eslerlizados (somanle fosfalo de B0
TE MODIFICADOS: diamido fosfatada)
ACETATO DE AMIDO Bebidas e pds para preparo de bebidas de cacau, coco, 1,0 no psc
(ET 20X, ADIPATC carsais, lsile & malls
DE DIAMIDD ACETILA-  [Batidas 1.00
DO ET X3N], AMIDO Coberfuras para saladas 1,00
CHIDADC (ET XXX, Coberluras & xampes de produtos de confeitaria, de 1.00
AMIDC TRATADO PCR | bolos & de gelados comestivels
ACIDO (ET.XL), Gelados comestiveis 3,00
FOSFATO DE DIA.I'.'IIDD Horlaligas sm consanas 1.00
FOSFATO (ET.XLI), Molhos gordurosos 1.00
FOSFATD DIAMIDO Molhos gordurosos para saladas 1.00




ACETILADO [ET 22T

Molhos ou  liguides gordurcsos de  cobedura  para
vegalais am consenvas

1,00 (soladaments
ol em conjunio no
produle 8 sar

consumida)
Refrescos & refrigerantas 1,00
Preparados solidos & liguides para refrescos e 1,00 no p.s.c
refrigaranies
Sobremesas, pds para sobramesas de gelatinas, flans, 1,00 no p.s.c.
pudins g similares
Sopas e caldos concenirados 1,00 no p.s.c
Preparados  solidos & liguides para refrescos e 0,05 no p.s.c
ACETATO ISOBUTIRA-  [rafrigerandes  que contenham  amulsdes e  dleos
TS DE SACAROSE essanciais crificos
(SAIB) (ET XX Refrescos & refrigerandes  que  cordenham  Slecs 0,05
essanciais crificos
Censmjas 0,007
Coberluras & recheios de produfos de  confeitaria, 0,50
panificacio & similares
Coberfuras para saladas 0,50
Gelados comeasliveis 0,50
Hortaligas am consarvas contendo, confendo molhos 0,80
gordurasos, Qque sejam  submelidos a  talameanto
f&rmico
ALGINATO DE PROPI. (eoie.de coco esterlizadn 002
LENG GLICOL ool — — LLd
ET 200 Mistura para produles de panificacio ou de confeitaria DED o pso
N ! Molhos gordurosos 0.80 no p.s.c.
Produtos de confeilaria 080
Produtos de panificagio 0.50 sobre o peso
da farinha
empragada
Refrascos & refrigerantes contendo suco & polpa de 0,25
fruls
Sobremesas e pds para sobremesas de gelalinas, 0.50 no p.s.c.
flans, pudins & similarss
Balidas 0,50
Coolar 0,50
Licores 0,50
CARBOXIMETILCE- MNeéciaras de frulas 0,50
LULOSE E SEU SAL Sangria 0,50
SODICO (ET XL Suco da frulas 0,50
Freparados sdlidos & liguides para refrescos & 0.50 no pos.c.
refrigarantas
Refrescos & rafrigarantas 0,50
CASEINATO DE S60I0 Cnns?r'.fa? de cames egnlalados & cozidos (em 2,00
{ET.V) substituicio ao a_n'_udl:!]
Frodutos de confeitaria 2.00
Coberduras & pds para coberlura de sobremasas 050 no ps.c.
Coberiuras para saladas 050
Crame de leile astedlizado 0.50
CELULOSE MICRO- Molhos Sremasos 1.50
CRISTALINA [ET 300 PIZIIE para coberlura de bolos 050 no ps.c.
Fos para sonvelas 050 no psc
Preparados solidos ou liguidos para rafrescos 050 no ps.c.
Sobramesas, pds para sobramesas de gelalinas, flans, 0.50 no p.5.c.

pudins e similares




Crame da leile estanlizada g.5.0.

Doce da lails 0,05 sobre o

valume do leite

empragado
Doces em pasta g.5.p-
Leites aromalizados e eslerilizados g.5.p-
Laites eslerilizados g.5.p-
CITRATO DE 25010 La!la concanirado 0,10
[ETVI) La!l.e avapuqda 0,10
Lailes am pd 0,05
Laites eslerilizados g.5.p-
Mistura para bolos 8 base de farinha de trigo g.5.p-
Queijos fundidos g.5.p-
Requeijdo cremoso g.5.p-
Sobremesas & pds para sobramesas de flans, pudins & g.5.p.

similares

Sopas g caldos concenirados g.5.p-

CITRATO DE TRIETILA

Clara da ovo liguido, resfiado ou desidralado, para
asracio, usada em recheios de bombons, suspiros,

0,25 sobre o peso
da clara de ovo

(ETXLID merengues, tomrone & marshimallow {base seca)
Batalas 0,10
Cenouras, envilhas & demais vegelais 005
Frulas cristalizadas o glaceadas 0.0z
CLORETO DE CALCIO L‘!DI‘L?"Q&S am conservas submelidas a  tralamanto 0,035
[=Tanalliels]
ETXLV) Picles 0,030
Fimentas doces 0.035
Tomates inteiros [processados) 0,045
Tomate sob oulras formas 0.080
Biscoilos e similaras 0,50 sobre o peso
da farinha
empragada
DIACETIL TAST o Gl:lrdur:;s a8 composios gordunosos 0.50 no ps.c.
Margarinas 0,10
DE MOMO E DIGLICE- = — e
RIDEOS (ET.3000) Misturas para produlos de panificacio & confeilana 0.50 no ps.c.
B Molhos & coberluras para saladas 0,30 no psc.
Produtos de panificagao 0,50 sobre o peso
da farinha
empragada

Mistura para produlos de panﬁcaq,&:n & confaitaria

075 no psc

Produtos de confeitaria

0.7% sobre o peso

ESTEARATO DE POLI- da farinha
CHIETILEMNOGLICOL (8) gmpregada
[ETXXII Produtos de panificagio 0.75 sobre o peso
da farinha
empragada
ESTEAROIL 2-LACTIL Farinhas  panificavels  submelidas & fermentagio | 0,50 sobre o peso
LACTATO DE CALCIC binlagica da farinha
[ET.W) empragada
Gorduras & composios gordurosos 0,30

Mistura para produlos de panificagio ou de confeilaria

0.50 sobre o peso
da farnha

Molhos & coberuras para saladas

0,25

P'os para puré de raizes g tubsrculos desidratados

050

Produtos de confeitaria

050 no p.s.c

No .p.s.c. - no produto a ser consumido

g.S.p. - quantidade suficiente para obter o efeito desejado



ANEXO B. Exemplo de metodologia basica utilizada para o SCGE (ensaio cometa).
Rojas et al, 1999.




