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RESUMO

Os aromatizantes alimentares sdo de grande importancia para a industria alimenticia por
possuirem propriedades aromaticas e/ou sapicas, capazes de conferir ou reforcar o aroma e o
sabor dos alimentos sem o propdsito de nutrir. Porém, apesar de sua importancia e
necessidade, a sua utilizacdo em alimentos ainda suscita uma série de ddvidas quanto a sua
citotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade, visto que, na literatura, existe uma
escassez de trabalhos avaliando a toxicidade, em nivel celular, destes compostos quimicos.
Desta forma este trabalho teve por objetivo avaliar individualmente a toxicidade em nivel
celular de aromatizantes alimentares sintéticos, idénticos aos naturais, de sabores Queijo e
Queijo Cheddar, nas doses de 1,0 e 2,0 ml, e nos tempos de exposi¢do de 24 e 48 horas, e
associados, utilizando 0,5ml do aromatizantes sabor Queijo associado a 0,5ml do
aromatizante sabor Queijo Cheddar; e 1,0ml do aromatizantes sabor Queijo associado a 1,0ml
do aromatizante sabor Queijo Cheddar, nos tempos de exposi¢éo de 24 e 48 horas. Para estas
avaliacdes utilizou-se grupos de cinco bulbos de cebolas, que primeiro foram enraizados em
agua destilada, e em seguida transferidos para as suas respectivas doses. As radiculas foram
coletadas e fixadas em acido acético (3:1) por 24 horas. As laminas foram preparadas pela
técnica de esmagamento e coradas com orceina acética a 2%. Analisaram-se células em todo
ciclo celular, totalizando 5.000 para cada controle e tempo de exposicdo. Os indices mitoticos
calculados e as aberracGes celulares observadas foram submetidos a anélise estatistica do Qui-
guadrado (p<0,05). Ndo foram observadas alteracbes cromossdmicas e anomalias para 0s dois
aromatizantes estudados. A partir dos resultados obtidos verificou-se que tanto
individualmente como de forma associada, 0os aromatizantes em estudos reduziram de forma
significativa os indices de divisdes celulares das células do sistema teste utilizado. Portanto,
nas condicdes analisadas, os dois aromatizantes foram citotoxicos.

PALAVRAS-CHAVE: aditivo alimentar; aromatizantes; citotoxicidade; sistema-teste
vegetal.



ABSTRACT

The flavorings are of great importance to the food industry for having aromatic and / or sapid
properties, able to confer or enhance the food’s aroma and taste without the purpose of
nourishment. However, despite their importance and necessity, their use in food still raises a
number of questions regarding its cytotoxicity, mutagenicity and carcinogenicity, since in the
literature there is a paucity of studies evaluating the toxicity at the cellular level, in these
chemical compounds. Therefore, this study aimed to evaluate individually the toxicity at a
cell level of synthetic food flavorings identical to natural, cheese and Cheddar cheese flavors,
in doses of 1.0 and 2.0 ml, and exposure times of 24 and 48 hours and associated, using 0.5
ml of flavoring Cheese flavor associated with 0.5 ml of flavoring Cheddar flavor; and 1.0 ml
of flavoring Cheese flavor associated with 1.0 ml of flavoring Cheddar flavor in exposure
times of 24 and 48 hours. For these evaluations, we used five groups of onion’s bulbs, which
were first rooted in distilled water and then transferred to their respective doses. The rootlets
were collected and fixed in acetic acid (3:1) for 24 hours. The slides were prepared by
crushing method and stained with 2% acetic orcein. Cells were analyzed throughout the cell
cycle, totalizing 5,000 for each control and exposure time. The calculated mitotic index and
cellular aberrations observed were submitted to statistical analysis using the chi-square test (p
<0.05). No chromosomal abnormalities and anomalies for both flavoring studied were
observed. From the obtained results, it was found that both individually and associated, flavor
studies significantly reduced the rate of cell division in the cells of the test system used. Thus,
under the conditions studied, the two flavorings were cytotoxic.

KEYWORDS: food additive; flavoring; cytotoxicity; plant test system
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1 INTRODUCAO

Aditivo alimentar é qualquer ingrediente adicionado intencionalmente, sem o propdsito
de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou
sensoriais dos alimentos. Sdo imprescindiveis para a industria alimenticia, desempenhando as
funcGes de conservar, colorir, aromatizar e garantir a uniformidade destes produtos (VELOSO
et al.,, 2009). Sao representados pelos conservantes (antioxidantes e antimicrobianos),
acidulantes, emulsificantes, estabilizantes, espessantes, umectantes, antiumectantes, corantes e
aromatizantes (ANVISA, 2007).

Os aromatizantes possuem propriedades sensdrias que caracterizam o sabor e 0 aroma
dos mais diversos tipos de alimentos (CONSTANT et al., 2007). Sua formulagdo é altamente
complexa, constituida de diluentes, antioxidantes, antiespumantes, conservantes,
emulsificantes, estabilizantes, reguladores de acidez, realcadores de sabor, antiumectantes,
antiaglutinantes, corantes, e de solventes de extracdo e processamento, e regulamentada
mundialmente pela European Food Safety Authority (EFSA) e nacionalmente pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2005). A composi¢do quimica dos aromatizantes
¢ padronizada, porém, as doses de utilizacdo recomendadas podem variar de uma marca para
outra (ANVISA, 2007).

No entanto, apesar de sua importancia para a industria de alimentos, a utilizacdo destes
aditivos suscita uma série de ddvidas quanto a sua citotoxicidade, mutagenicidade,
genotoxicidade e carcinogenicidade, visto que, at¢é o momento, poucos sdo os trabalhos
encontrados na literatura cientifica sobre a toxicidade, em nivel celular, destes compostos
(FENG et al., 2012). Corroborando com a citacdo de Feng et al. (2012), Honorato et al. (2013)
declaram que do ponto de vista toxicolégico os aromatizantes sdo a classe de aditivos
alimentares menos estudados. Dessa forma, e de acordo com Rutkunas et al. (2010), os
aromatizantes devem ser avaliados, urgentemente e continuamente, em varios organismos-

teste, para assim se determinar com propriedade a real toxicidade destes aditivos.

Os bioensaios com plantas tém sido considerados bastantes sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos citotoxicos de compostos quimicos (USEPA) (IGANCI et al.,
2006) e a Allium cepa (cebola) é tida como um eficiente organismo-teste vegetal para
avaliagdo de toxicidade em nivel celular (CARITA; MARIN-MORALES, 2008) em funcéo

de suas propriedades cinéticas de proliferacdo, por possuir cromossomos grandes e em
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namero reduzido (2n=16), o que facilita a anélise na deteccdo de danos a estrutura da
molécula de DNA, na observacao de anomalias do fuso mitético (MATSUMOTO et al., 2006;
HERRERO et al., 2012) e na verificacdo de alteracdes no indice de divisdo celular (indice
mitotico), como aumento ou reducdo da proliferacdo das células em tecidos que estdo em

exposicao a compostos quimicos de interesse (TABREZ et al., 2011).

Ainda, este sistema-teste demonstra, em grande parte das vezes, similaridade satisfatoria
a resultados obtidos em outros bioensaios (ARUNG et al., 2011). Como exemplo pode-se
citar os trabalhos realizados por Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2013) que utilizaram as
celulas meristematicas de raizes de A. cepa para avaliar o potencial citotdxico dos principais
corantes alimentares utilizados na inddstria alimenticia e verificaram que os resultados
obtidos foram semelhantes aos resultados de citotoxicidade observados em sistemas testes

animais e em culturas de células.

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade em nivel celular de
dois aromatizantes alimentares, idénticos aos naturais, de sabores Queijo e Queijo Cheddar,
na forma individual e associados, sobre o ciclo celular das células meristeméticas de raizes de
Allium cepa L. Estes dois aromatizantes foram escolhidos em fungdo de serem amplamente
utilizados, individualmente ou associados, em alimentos industrializados, como em pratos

congelados e biscoitos salgados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Segundo Veloso et.al. (2009) aditivo alimentar € qualquer ingrediente adicionado aos
alimentos intencionalmente, sem o proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais do alimento. De acordo com Aun et
al. (2011), tdo antigo quanto a espécie humana, estes compostos quimicos sempre estiveram
presentes na dieta, onde as antigas civilizacdes preservavam carnes e peixes no sal e usavam
diversas ervas e temperos para melhorar ou realcar o sabor dos alimentos. Atualmente,
qualquer alimento industrializado possui em sua constitui¢cdo estes compostos.

Abrantes et al. (2007) relata que, sob o ponto de vista tecnoldgico, os aditivos
alimentares séo de grande importancia para as industrias de alimentos em func¢édo da producéo
em larga escala, tendo a funcdo de conservar, colorir, aromatizar e garantir a uniformidade
dos alimentos. De acordo com Salinas (2002), existem vérias classes de aditivos, classificados
de acordo com sua fungdo, que sd@o 0s conservantes (antioxidantes e antimicrobianos),
acidulantes, emulsificantes, estabilizantes, espessantes, umectantes, antiumectantes, corantes e
aromatizantes. O Quadro 01 apresenta cada classe de aditivo alimentar e suas respectivas

funcdes.

QUADRO 01 — Classes de Aditivos Alimentares.

Classe de aditivo Funcéo

Antiespumante Previne ou reduz a formacéao de espumas.

) Sé&o capazes de reduzir caracteristicas higroscépicas de alimentos e
Antiumectante/ o _ ; S ) .
) ) diminuir a tendéncia das particulas individuais a aderir umas as
antiaglutinante

outras
Antioxidante Retarda o aparecimento de alteraces oxidativas do alimento.
Corante Confere, intensifica ou restaura a cor do alimento.

Impede ou retarda a alteracdo dos alimentos provocada por
Conservante ) ) )

microrganismos e enzimas.
Edulcorante E diferente do aclcares que d&o sabor doce aos alimentos.
Espessante Aumenta a viscosidade dos alimentos.
Gelificante Da textura atraves da forma de gel.

N Manutencdo da dispersdo uniforme de duas ou mais substancias
Estabilizante L )
imisciveis em um alimento.

Aromatizante/ Substancias ou misturas com propriedades aromaticas, sapidas ou
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Flavorizante ambas, capazes de dar ou reforgar o aroma, ou ambos dos

alimentos.

Protege os alimentos de perda de umidade em ambiente de baixa
Umectante umidade relativa ou que facilitam a dissolucdo de um p6 em meio

aquoso.

Regulador de Acidez | Altera ou controla a acidez ou alcalinidade dos alimentos.

Emulsionante/ Tornam possivel a formagdo ou a manutencdo de uma mistura
emulsificante uniforme de duas ou mais fases imisciveis no alimento.
Melhoradores da Sdo substancias adicionadas a farinha, que melhoram sua qualidade
Farinha tecnoldgica.

. S&o substancias ou misturas de substancias que liberam gas e desta
Fermentos quimicos .
maneira, aumenta o volume da massa.

Fonte: Salinas, 2002.

Os aromatizantes alimentares sdo um dos principais aditivos utilizados na industria
alimenticia por sua capacidade aromatizante, baixo custo e tempo de permanéncia nos
alimentos. S&o classificados em dois grandes grupos: as esséncias naturais e as esséncias
artificiais (TONETTO et al., 2008).

A esséncia natural, 6leo essencial ou 6leo etéreo, é o produto aromatico, sapido, volatil
e oleoso, extraido de vegetais, enquanto que o extrato vegetal aromatico € um produto
aromatico e agradavel ao paladar, obtido de plantas. Esséncia artificial € constituida por
substancias artificiais aromaticas, contendo ou ndo substancias extraidas de vegetais. No caso
das esséncias artificiais ou dos aromatizantes sintéticos é de suma importancia a insergdo no
rotulo do produto a declaracdo "Aromatizado artificialmente”, porém ndo é obrigatéria a
informacdo sobre qual a substancia quimica utilizada (LIMA, 2011). Esta classe de aditivos
apresenta 0 maior numero de compostos quimicos, uma vez que 0S aromas Sdo muito
complexos. Alguns produtos podem apresentar naturalmente mais de mil substancias que, em
conjunto, conferem um aroma caracteristico (CARVALHO et al., 2005).

Apesar de sua importancia, o0 emprego de aromatizantes na producdo de alimentos
resulta da controveérsia entre a necessidade e a seguranca de seu uso. Embora sob o ponto de
vista tecnoldgico haja beneficios com a utilizacdo destes, existe a preocupacdo constante
guanto aos riscos toxicologicos potenciais decorrentes da ingestdo didria dessas substancias
quimicas (AUN et al., 2011). E sabido que os aditivos alimentares, de maneira geral, antes de

serem liberados para consumo, sdo avaliados individualmente quanto a sua necessidade
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tecnoldgica e seguranga. Sua aprovacgdo e incorporacao a legislacdo especifica de alimentos
poderdo ocorrer com restricdo de uso, ou seja, serdo estabelecidos limites maximos ou de
tolerancia (CHEESEMANN et al., 2012). Em ambito mundial, o controle para a utilizacdo de
aditivos alimentares baseia-se na Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) que tem como base 0s
resultados de pesquisas internacionais e as recomendagdes do Codex Committee on Food
Additives and Contaminants (CCFAC) (BESSONOQV et al., 2011; GANESSAN et al., 2011).

Em relacdo aos aromatizantes, a sua utilizacdo em alimentos ainda suscita uma série
de davidas quanto a sua citotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade, visto que, na
literatura, existe uma escassez de trabalhos avaliando a toxicidade, em nivel celular, destes
compostos (FENG et al., 2012). Reafirmando a citagdo de Feng et al. (2012), Honorato et al.
(2013) declaram que do ponto de vista toxicoldgico, tanto em nivel sistémico como em nivel
celular, os aromatizantes alimentares sd&o 0s menos estudados dentre os aditivos. Assim,
conforme relata Rutkunas et al. (2010), a acdo destes aditivos em nivel celular deve ser
avaliada em vérios organismos de teste, como em mamiferos, plantas, insetos e em culturas de
células in vitro, de modo a medir com precisdo a toxicidade real desses compostos quimicos.

Os bioensaios com plantas Allium cepa sdo considerados bastante sensivel e simples
no acompanhamento da citotdxica e efeitos dos compostos quimicos (USEPA) (IGANCI et
al., 2006), foi indicado como um organismo vegetal teste eficiente para avaliacdo da
citotoxicidade (FISKESJO, 1994). Devido entre outras caracteristicas, as suas propriedades
cinéticas e de proliferacdo, por possuir grandes cromossomos e em reduzido nimero (2n = 16)
estas caracteristicas facilita a andlise na verificacdo das alteracBes do indice de divisdo
celular, como no aumento ou reducdo da proliferacdo de células do meristema e tecidos
expostos aos compostos quimicos de interesse (TABREZ et al., 2011), e demonstra
satisfatoria similaridade aos resultados obtidos com outros bioensaios, tais como os realizados
com animais e em culturas de células (ARUNG et al., 2011).

Cabera et. al, (1999) afirma que o método de avaliacdo de alteragdes cromossémicas
em raizes de A. cepa é validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS,
OMS) e o Programa Ambiental das Nac¢des Unidas (UNEP) como um eficiente teste para
analise e monitoramento da genotoxicidade de substancias ambientais. Ma et al. (1995)
relatam que esses sistemas também tém importancia no monitoramento da poluigdo ambiental
e avaliacdo do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos. De acordo com Fiskesjo
(1994), a importéncia e a utilidade de sistemas testes vegetais na avaliagdo de riscos de

genotoxicidade, enfatiza que apesar das diferengas entre os metabolismos de plantas e
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animais, ha também similaridades, e que a ativagdo de pré-mutagénicos em plantas possui alta
relevancia, pois seres humanos consomem plantas tratadas com agentes quimicos.

Os resultados de teste de toxidade utilizando a espécie A. cepa ressalva a importancia
deste sistema teste, pois 0 mesmo apresenta resultados semelhantes aos obtidos em outros
ensaios. Pode-se mencionar Oliveira et. al. (2013) e Gomes et. al. (2013), nos quais 0s
resultados obtidos através destes sistemas-teste sdo excelentes parametros de analise
citotoxica. Com isso comprovasse a importancia desse sistema teste para analise citotoxica de

aromatizantes artificiais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética Vegetal e Animal do
Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da Universidade Federal do Piaui, Municipio de
Picos, Estado do Piaui, no periodo de Maio de 2014 a Julho de 2014.

3.1 Obtencao dos aromatizantes alimentares e defini¢cdo das doses de estudo

Os aromatizantes alimentares sintéticos salgados e liquidos, de sabores Queijo e
Queijo Cheddar, foram obtidos de uma revendedora especializada na comercializacao
nacional e internacional de aditivos alimentares sintéticos localizada na regido nordeste do
Brasil. Os aromatizantes, de aspecto oleoso, estavam acondicionados em frasco ambar com
capacidade para 100ml, e estavam dentro do prazo de validade. No rétulo dos produtos
sugeria-se 1 ml de aromatizante para 300g de massa. Cada bulbo de cebola utilizado pesou em
média 300g. Assim, as doses estabelecidas neste trabalho foram de 1,0 e 2,0 ml.

Dessa forma, inicialmente foram avaliadas para cada aromatizante, de forma
individual, as doses de 1,0 e 2,0 ml. Em seguida avaliou-se 0s aromatizantes em associagao,
da seguinte forma: 0,5 ml do aromatizante sabor Queijo associado a 0,5 ml do aromatizante
Queijo Cheddar; 1,0 ml do aromatizante sabor Queijo associado a 1,0 ml do aromatizante
sabor Queijo Cheddar.

E importante explicar que para avaliacio de citotoxicidade e mutagenicidade dos
aromatizantes em questdo, de forma individual e associada, nenhuma diluicdo foi realizada
para a definicdo das doses, ou seja, teve-se 0 intuito de verificar a toxicidade dos
aromatizantes sob as raizes de A. cepa L direto na solucdo presentes nos frascos dos produtos.
Optou-se por fazer desta forma em funcdo do receio, ja que cada aromatizante possui uma
formulacdo complexa constituida por muitos compostos quimicos, de que alguns
componentes presentes nos aromatizantes fossem alterados. Também € importante relatar que
a formulacdo de qualquer aromatizante alimentar, natural ou sintético, € padronizada
mundialmente, ndo havendo mudancas na formula¢do quimica em diferentes marcas destes

produtos.

3.2 Obtencao de células meristematica para a andlise citogenética

Os bulbos de Allium cepa foram colocados para enraizar em frascos com agua destilada,

a temperatura de 25°C e aerados constantemente, até a obtencdo de raizes com cerca de 1,0cm
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de comprimento. Para anélise de cada dose e para as doses associadas foi estipulado um grupo
experimental com cinco bulbos de cebolas.

Antes de se colocar as raizes em contato com as suas respectivas doses, algumas raizes
foram coletadas e fixadas para servirem de controle (CO) do préprio bulbo. Em seguida, as
raizes restantes foram colocadas em seus respectivos tratamentos e doses associadas, por 24
horas, procedimento este denominado de tempo de exposi¢édo 24 horas (TE 24h).

Apds este tempo foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas as suas respectivas doses onde permanecera
por mais 24 horas, 0 que se denomina de tempo de exposi¢do 48 horas (TE 48h). Apds este
periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas.

Os tempos de exposicao de 24 e 48h foram escolhidos com o intuito de se avaliar a acdo
das doses estudadas em mais de um ciclo celular. A fixagdo das raizes foi feita em Carnoy
3:1 (etanol: &cido acético), a temperatura ambiente, por 24 horas. Para cada coleta de raiz,
foram retiradas, em média, trés raizes por bulbo de cebola.

3.3 Preparo e leitura das laminas, e andlise dos dados

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por
Guerra & Souza (2002). Cada lamina foi corada com duas gotas de orceina acética a 2% e
analisada em microscépio Optico, em objetiva de 40X. Para cada bulbo analisou-se 1.000
células, totalizando 5.000 células para cada controle e tempo de exposicao.

Foram observadas células em interfase, préfase, metafase, anafase e teléfase. Foi
calculado o numero de células em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de
exposicdo e determinado o indice mit6tico. Avaliou-se também a acdo das doses por meio do
namero de células micronucleadas, de metafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas,
amplificacdes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anafases multipolares. A
andlise estatistica dos dados foi realizada pelo teste do Qui-quadrado (x?), com nivel de
probabilidade <0.05, por meio do software estatistico BioEstat 3.0 (2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, é apresentado o numero de células em interfase e em diferentes fases da
divisdo celular e os valores de indice mitéticos obtidos a partir de células de tecido
meristematico de raizes de Allium cepa tratadas com &gua e com aromatizante alimentar sabor
Queijo, nas doses de 1,0 e 2,0 ml, nos TE 24 e 48 horas. Na descri¢do dos resultados também

foram mostrados os valores significativos de y°.

TABELA 01 - Namero total de células analisadas no ciclo celular de pontas de raizes de Allium cepa tratadas
com 1,0 e 2,0 ml do aromatizante alimentar sabor Queijo nos TE 24 e 48 horas

Células Células IM
Aromatizante TE Indiferenciadas/ P M A T em
, R (%)
Intérfase Divisdo

CO 3.888 856 115 93 48 1112 22,28
%‘f”o 24h 4.425 498 21 30 26 575 11,5
48h 4.470 477 23 18 12 530 11,7°
CO 4.208 595 90 66 41 792 15,82

Q;r":fo 24h 4713 173 69 26 19 287 57
48h 4.667 177 72 59 25 333 6,7°

TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM — Indice Mitético; Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste 2.

A partir dos resultados demostrados na Tabela 01, observou-se que o0s dois
aromatizantes, nas duas doses avaliadas, reduziram de forma estatisticamente significativa o
indice de divisdo celular das células meristematicas de raizes de A. cepa quando comparado
com o IM obtidos para os seus respectivos controles. Quando confrontado os IM dos TE da
mesma dose entre si verificou-se que valores obtidos foram considerados estatisticamente
iguais. As duas doses estudadas dos dois aromatizantes associados ndo promoveram
anomalias de fuso mitdtico e nem aberragdes cromossdmicas ao sistema teste utilizadas.
Dessa forma, este aromatizante, nas condi¢Ges analisadas mostrou-se citotoxico ao sistema
teste utilizado.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram aos de estudos feitos na década de 80,
utilizando-se sistema teste animal e cultura de células normais, onde verificou-se que o
aromatizante de sabor Queijo foi citotoxico e mutagénico aos sistemas testes utilizados. Desde
a década de 90 ndo foram encontradas outras pesquisas avaliando a toxicidade em nivel

celular, e nem em nivel sistémico, do aditivo alimentar em quest&o.
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Na Tabela 2, é apresentado o nimero de células em interfase e em diferentes fases da
divisdo celular e os valores de indice mitéticos obtidos a partir de células de tecido
meristematico de raizes de Allium cepa tratadas com agua e com aromatizante alimentar sabor
Queijo Cheddar, nas doses de 1,0 e 2,0 ml, nos TE 24 e 48 horas. Na descri¢do dos resultados

também foram mostrados os valores significativos de y?.

TABELA 02 - Namero total de células analisadas no ciclo celular de pontas de raizes de Allium cepa tratadas
com 1,0 e 2,0 ml do aromatizante alimentar sabor Queijo Cheddar nos TE 24 e 48 horas

Células Células IM
Aromatizante TE Indiferenciadas/ P M A T em

, L (%)

Intérfase Divisdo
co 3541 1205 116 85 53 1459 29,22
Q“e”olri:‘eddar 24h 4249 544 107 44 56 751  150°
48h 4702 114 106 43 35 298 6,0°
CO 3426 465 55 32 22 574 11,48
Q“e”‘;ri:‘eddar 24h 4777 213 57 31 22 323 65
48h 4685 282 18 07 08 315 6,3°

TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM — Indice Mitético; Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste 2.

A partir dos resultados descritos na Tabela 02, é possivel observar que a as duas doses
avaliadas do aromatizante sabor Queijo Cheddar, nos dois TE, reduziram o IM das células de
raizes de A. cepa quando confrontados com os dados de 1M obtidos para 0s seus respectivos
controles. Ainda é possivel observar que na dose de 1,0 ml os indices de divisao celular para o
TE 24h foi estatisticamente maior que o IM obtidos para o TE 48 h. Ja para a dose de 2ml
deste aromatizante, quando confrontados os IM obtidos para os TE 24 e 48h observou-se que
ndo ha diferenca significativa. Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho, nas
condicdes analisadas, mostra que o0 aromatizante em questdo teve grande efeito
antiproliferativo as células de A. cepa.

N&o foram observadas altera¢fes de fuso mitético e nem cromossémicas em nenhuma
das doses avaliadas para o aromatizante em questdo. Infelizmente, ndo foram encontrados na
literatura cientifica trabalhos sobre a toxicidade em nivel e sistémica sobre este aromatizante.
Assim, pelos resultados obtidos aqui para o aromatizante Queijo Cheddar é de grande
importancia que outros estudos sejam conduzidos, principalmente em sistema-teste animal
para se somar a este e assim avaliar com propriedade a toxicidade em nivel celular deste

aditivo alimentar.
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Na Tabela 3, é apresentado o nimero de células em interfase e em diferentes fases da
divisdo celular e os valores de indice mitéticos obtidos a partir de células de tecido
meristematico de raizes de Allium cepa tratadas com &agua, e com 0s aromatizantes
alimentares Queijo e Queijo Cheddar, nas doses de 0,5ml de aromatizante sabor Queijo
associado a 0,5ml de aromatizante sabor Queijo Cheddar; e 1,0ml de aromatizante sabor
Queijo associado a 1,0 ml de aromatizante sabor Queijo Cheddar. Na descri¢do dos resultados

também foram mostrados os valores significativos de y°.

TABELA 03 - Nimero total de células analisadas no ciclo celular de pontas de raizes de Allium cepa tratadas
com 0,5ml de aromatizante sabor Queijo associada a 0,5ml de aromatizante sabor Queijo Cheddar; e 1,0ml
de aromatizante sabor Queijo associado a 1,0ml do aromatizante sabor Queijo Cheddar, nos TE 24 e 48 horas

Células Células IM
Queijo + Queijo TE Indiferenciadas/ P M A T em %)
Cheddar Intérfase Divisao 0
co 3914 851 101 86 48 1086 2170
0.5mi+0,5ml o4 4786 162 22 14 16 214 43
48h 4944 23 19 07 07 56 1,1°
CcoO 3272 642 42 20 24 728 14,52
1L0ml+21.0ml o 4476 469 24 16 15 524 105
48h 4731 225 24 10 10 269 5,4°

TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM — Indice Mitético; Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste 2.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 03, € possivel verificar que tanto nas
células tratadas com 0,5ml de aromatizante sabor Queijo associado a 0,5ml do aromatizante
sabor Queijo Cheddar quanto nas células sob o tratamento com 1,0ml de aromatizante sabor
Queijo associado a 1,0ml de aromatizante sabor Queijo Cheddar, nos TE de 24 e 48h, houve
uma reducdo dréastica do indice de divisdo celular em relacdo aos IM obtidos para as células
tratadas somente com agua.

Também se pode observar que o IM obtidos para TE 48h das duas doses de associacdo
estudadas foram significativamente menores aos obtidos para os seus respectivos TE 24h.
Assim as doses associadas dos dois aromatizantes foram altamente citotoxicas ao sistema
teste em questdo. Da mesma forma que os resultados obtidos para os aromatizantes testados
individualmente, as doses associadas nao induziram alteracdes de fuso mitotico e nem
aberracdes cromossémicas.

Segundo Cheeseman (2012), os aromatizantes sdo considerados um avango polémico

da industria de alimentos por muitos especialistas da area de salde que alegam que 0s
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mesmos juntamente com os corantes alimentares contribuem de forma significativa para o
empobrecimento da dieta e para 0 desencadeamento e potencializacdo de patologias,
principalmente em criangas (CHEESEMAN, 2012). Validando a citacdo de Cheeseman
(2012), a ANVISA relata que doses elevadas de aromatizantes alimentares podem provocar
acOes irritantes e narcoticas ao organismo (BRASIL, 2007). Também podem produzir
toxicidade crbénica ao trato digestorio a longo prazo, sempre que utilizados de maneira
indiscriminada. No entanto, este 6rgdo regulamentador ndo informa quais sdo os limites de
ingestdo diaria ideias para estes aditivos e quais doses sdo consideradas elevadas ao
organismo.

Ainda, Pesquisadores afirmam que os aromatizantes alimentares podem ser bastante
toxicos quando utilizados por tempo prolongado, promovendo hiperatividade em criangas
com e sem déficit de atencdo (STEVENS et al., 2013), diminuicdo significativa na
concentracdo de hemoglobina no sangue, alteracdes drastica no funcionamento do figado e
diminuicdo significativa no peso de camundongos (HANAN; MONAN, 2013), alergias,
hipersensibilidade cutanea e indigestdo em humanos (ANDERSON et al., 2013). Porém,
poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura avaliando a toxicidade, em nivel celular e
sisttmico, dos aromatizantes alimentares.

Assim pelos resultados obtidos aqui com os aromatizantes de sabor Queijo e sabor
Queijo Cheddar, pela escassez de trabalhos avaliando a toxicidade em nivel celular dos
mesmos, e pela escassez de trabalhos avaliando a toxicidade dos aromatizantes alimentares
em geral, torna-se de extrema necessidade que outros trabalhos avaliando a toxicidade sejam
realizados, em diferentes sistemas teste. Condicdo esta que corrobora a propria citacdo da
ANVISA, de que deve ser constante o aperfeicoamento das acdes de controle sanitario na area
de alimentos, visando a protecao da satde da populacédo, além da necessidade de seguranca de

uso de aditivos alimentares na fabricacdo de alimentos (BRASIL, 2007).
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5 CONCLUSAO

Os dois corantes, nas condi¢fes analisadas, foram citotoxicos ao sistema teste em
questdo. Assim, verifica-se que, embora a utilizacdo destes aditivos, em doses adequadas, seja
permitida pelo Ministério da Saude, entretanto, torna-se necessario que sejam feitos mais

ensaios com o objetivo de determinar com maior propriedade seus efeitos nocivos.
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