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RESUMO

Os aromatizantes se tornaram obrigatérios na alimentacdo moderna por sua capacidade em
manter o sabor e o aroma dos alimentos. No entanto, esta classe de aditivos alimentares ¢é a
menos estudada do ponto de vista toxicologico. Conforme relatado na literatura cientifica, as
celulas meristematicas de raizes de Allium cepa L. sdo um eficiente sistema teste para a
avaliacdo de toxicidade de compostos quimicos. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar
a toxicidade do aromatizante alimentar sintético, idéntico ao natural, sabor Cebola, muito
utilizado em pratos prontos congelados, biscoitos e petiscos, nas doses de: 1,0; 2,0; 3,0 e
4,0ml, e nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas, em células de pontas de raizes de cebola.
Para avaliacdo de cada dose utilizou-se um grupo de cinco bulbos de cebolas, que
primeiramente foram enraizados em &gua destilada, e em seguida transferidos para as suas
respectivas solucbes. As radiculas foram coletadas e fixadas em &cido acético (3:1) por 24
horas. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com orceina
acetica a 2%. Analisaram-se células em todo ciclo celular, totalizando 5.000 para cada
controle e tempo de exposi¢cdo. Os indices mitéticos calculados e as aberracdes celulares
observadas foram submetidos a andlise estatistica do Qui-quadrado (p<0,05). A partir dos
resultados observou-se que todas as doses avaliadas diminuiram estaticamente o indice de
divisdo celular das células do sistema teste em questdo, nos dois tempos de exposicdo
avaliados. Estas doses também ocasionaram, de forma significativa, aberracdes celulares e
anomalias de fuso mitético as células do bioensaio utilizado. Portanto, nas condicdes

analisadas, o aromatizante alimentar sabor Cebola foi citotoxico e mutagénico.

PALAVRAS-CHAVES: Aditivo alimentar, Divisao celular, Aberracbes celulares, Sistema-

teste vegetal.



ABSTRACT

Flavorings became mandatory in the modern feeding for its ability to maintain the flavor and
aroma of foods. However, this class of food additives is the least studied toxicologically. As
reported in the scientific literature, the meristem cells of Allium cepa L root are an efficient
test for evaluation of toxicity of chemical compounds. This study aimed to evaluate the
toxicity of synthetic food flavoring, natural identical, onion flavor, widely used in frozen
ready meals, biscuits and snacks, at doses of: 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0 ml, and the exposure times
of 24 and 48 hours, in cells of root tips of onion. For each dose evaluation used a group of
five bulbs of onions, which were first embedded in distilled water and then transferred to their
respective solutions. The root tips were collected and fixed in acetic acid (3:1) for 24 hours.
The slides were prepared by crushing and stained with 2% acetic orcein. Cells were analyzed
throughout the cell cycle, totaling 5,000 for each control and exposure time. The calculated
mitotic index and cellular aberrations were subjected to statistical analysis using the chi-
square test (p <0.05). From the results it was observed that all tested doses decreased the rate
of cell division of cells of the test system in question, in the two evaluated exposure times.
These doses also resulted, in a significant way, cellular aberrations and anomalies spindle
cells used in the bioassay. Therefore, under the conditions studied, the onion flavor flavoring
food was cytotoxic and mutagenic. Other studies, especially those using animal bioassays,
must be conducted to evaluate carefully the toxicological action, at the cellular level, of this
food additive. It is important to mention that this was the first study performed to evaluate the

toxicity of the onion flavor flavoring at the cellular level

KEYWORDS: Food additive, cell division, cellular aberrations, system test plant.
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1 INTRODUCAO

Os aromatizantes sdo aditivos alimentares com propriedades aromaticas e/ou sapicas,
capazes de conferir ou reforcar o aroma e o sabor dos alimentos sem 0 proposito de nutrir
(CONSTANT et al.,, 2007). S&o identificados na industria alimenticia pela letra F e
classificados como natural, sintético idéntico ao natural, sintético artificial, de reacdo ou
transformacéo, e de fumaca (MAGALI, 2006).

Na formulacdo de qualquer destes aditivos estdo presentes diluentes, antioxidantes,
antiespumantes, conservantes, emulsificantes, estabilizantes, reguladores de acidez,
realgcadores de sabor, antiumectantes, antiaglutinantes, corantes, e solventes de extracdo e
processamento, aprovados para uso em ambito mundial pela European Food Safety Authority
(EFSA), e nacionalmente pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2005).
Em funcdo de sua formulagdo quimica, os aromatizantes, em geral, sdo considerados um
avanco polémico da indlstria de alimentos por muitos especialistas da area de salde que
alegam que 0s mesmos juntamente com o0s corantes alimentares contribuem de forma
significativa para o empobrecimento da dieta (CHEESEMAN, 2012).

Assim, pesquisadores brasileiros, como Tonetto et al. (2008), relatam que a utilizac&o
de aromatizantes, principalmente os sintéticos, suscita uma série de ddvidas quanto a sua
toxicidade em nivel sistémico e celular, e declaram ser urgente a realizacdo de trabalhos, em
sistemas testes diferentes, que avaliem o potencial tdxico dos aromatizantes alimentares.

Os bioensaios com plantas tém sido considerados bastantes sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos citotoxicos de compostos quimicos pela United States
Environmental Protection Agency (USEPA) (IGANCI et al., 2006) e a Allium cepa (cebola)
tem sido indicada como um eficiente organismo teste para a avaliacdo de toxicidade em nivel
celular (CARITA; MARIN-MORALES, 2008) em funcio de suas propriedades cinéticas de
proliferacdo, por possuir cromossomos grandes e em nimero reduzido (2n=16), o que facilita
a sua analise na detecgdo de danos & estrutura da molécula de DNA (MATSUMOTO et al.,
2006; HERRERO et al., 2012) e na verificacdo de alteracBes no indice de divisdo celular
(indice mitotico), como aumento ou reducdo da proliferacdo das células de tecidos que estdo
em exposic¢do a compostos quimicos de interesse (TABREZ et al., 2011).

Ainda, este sistema teste demonstra, em grande parte das vezes, similaridade
satisfatdria a resultados obtidos com 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

usaram as células meristematicas de raizes de A. cepa para avaliar o potencial citotoxico dos
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principais corantes alimentares utilizados na industria alimenticia e verificaram que os
resultados destes estudos 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 do
aromatizante alimentar sintético salgado, idéntico ao natural, de sabor Cebola, amplamente
utilizado na industria de alimentos em pratos prontos congelados, biscoitos salgados, petiscos

e pées, em células meristematicas de raizes de A. cepa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Antigamente, os alimentos eram fabricados e produzidos na mesma regido ou regides
proximas aquelas de comercializacdo. Nos dias de hoje, com a globalizacdo e o
desenvolvimento da logistica em nivel nacional e internacional, grande parte dos alimentos
provenientes de regides longinquas necessita de aditivos alimentares e conservantes para sua
maior durabilidade (AISSA, 2010). No entanto, os aditivos alimentares tétm como finalidade
melhorar os alimentos industrializados dando-os cor, aroma e textura tornando-os mais
aceitaveis pelo consumidor e proporcionar maior durabilidade ao mesmos (CARVALHO,
2005).

Os aromatizantes alimentares sdo de grande importancia para a industria alimenticia
por sua capacidade aromatica, baixo custo e tempo de permanéncia nos alimentos
(TONETTO et al., 2008). Conferem propriedades sensérias que caracterizam cada sabor e
aroma dos mais diversos produtos. A maior parte do sabor de um alimento é diretamente
influenciada pelo seu aroma e em meio a uma grande variedade de opc¢des e novos alimentos
surgindo no mercado, sdo as caracteristicas diferenciais que vdo determinar a aceitacdo do
produto pelo consumidor (MELLO et al., 2004). S& geralmente agrupados como
saborizantes ("flavorizantes™), compreendendo dois grandes grupos: 0s esséncias naturais e 0s
esséncias artificiais (LIMA, 2011).

O aroma natural é aquele cuja elaboracdo utilizou-se exclusivamente de matéria prima
guimicamente definida ou também produto aromatizante natural, extraido a partir de matérias
vegetais ou de animais, seja por extracdo (processos fisicos) ou por processos biotecnoldgicos
(enziméticos ou microbioldgicos). No primeiro caso, a extracdo é feita a partir de matérias
primas tradicionais; no segundo caso, 0 desenvolvimento recente dos processos
biotecnologicos permite facilitar certas limitacées (LUERCE, 2008).

J& os aromas artificiais, extraido por meio de sintese, sdo muito mais utilizados nos
alimentos pelo seu alto poder aromatizante, baixo custo e persisténcia do aroma. Ndo ha
perigo de toxicidade nos aromatizantes naturais, ja nos artificiais, quando aplicados em doses
baixa, ndo ha risco. Quando as doses sdo elevadas, podem provocar acgles irritantes e
narcoticas, outros podem causar toxicidade cronica em longo prazo, sempre que sejam
administrados em doses superiores as recomendacdes (SALINAS, 2002).

Como descrito por Valsechi (2001) o aroma utilizado deve aparecer no rétulo por
extenso, como por exemplo: Aroma Natural de Café, Aroma Artificial de Morango, Aroma

Natural Refor¢ado de Queijo Tipo Parmesao, etc. Nesta classe de aditivos é onde existem o
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maior nimero de substancias, uma vez que 0s aromas mostram-se muito complexos. Alguns
produtos podem apresentar naturalmente mais de mil substancias com o objetivo de conferir
apenas Unico aroma caracteristico. Como exemplo pode-se citar o Aroma Natural de Cafe,
onde o café torrado apresenta um aroma tdo complexo que ja se identificaram mais de mil
componentes na sua constituicao.

Assim, por sua formulacdo quimica complexa os aromatizantes sdo considerados um
avanco polémico da indastria de alimentos por muitos especialistas da area de salde que
alegam que estes juntamente com os corantes alimentares contribuem de forma significativa
para 0 empobrecimento da dieta e para 0 desencadeamento e potencializagdo de patologias,
principalmente em criangas, levantando uma série de duvidas quanto a sua toxicidade em
nivel sistémico e celular (SILVA; NEED, 2010; CHEESEMAN, 2012). Entretanto, 0 uso
destes compostos quimicos € um tema que preocupa consumidores e 0s profissionais da area
da satde quanto a sua inocuidade (VARELA; FISZMAN, 2013).

Na literatura, ha informacdes a respeito de alguns aditivos que podem causar sérios
problemas de saide como céancer, desenvolvimento de alergias e hiperatividade em crianga
(ANVISA, 2009). Dentre os aditivos, 0s aromatizantes sao 0s que possuem poucos relatos
sobre a sua inocuidade na literatura. Por exemplo, o glutamato monossodico, foi o primeiro
aromatizante a ser vendido comercialmente que vem sendo utilizado had séculos para
proporcionar o sabor caracteristico aos pratos orientais. Durante muito tempo foi associado a
Sindrome do Restaurante Chinés, que se caracteriza por eritema facial, sudorese, opressao
toréacica e eventualmente nauseas e broncoespasmo. Alguns pacientes apresentaram sintomas
subjetivos ap0s a ingestdo de altas doses, em torno de trés gramas. Suspeita-se que 0
glutamato monossodico seja um fator desencadeante de asma, porém o0s estudos sao
controversos e este mecanismo permanece indefinido (BURGE,1979; FDA,1995). A baunilha
e 0 balsamo do Peru sdo aromatizantes que podem provocar dermatite de contato ou agravar a
dermatite atépica (WILSON; BAHNA, 2005)

Cita-se também as substdncias aromaticas Lodyne P208E ® e o Diacetil (2,3
butanedione) encontrados em pipoca de micro-ondas um liquido amarelado que normalmente
é misturado com outros ingredientes para produzir o sabor de manteiga ou de outros sabores.
Foram avaliados ambos os compostos de mutagenicidade com células de mamiferos do ensaio
da mutagéo genética em células de linfoma de ratos. Lodyne P208E ® foi menos toxico e ndo
induziu uma resposta mutagénica. Diacetil induziu uma resposta altamente mutagénica no
ensaio de mutacdo L5178Y do linfoma do rato (WHITTAKER et al.,, 2008). Outro

aromatizante encontrado foi o 6leo de Sassafras, obtido do arraste a vapor do tronco e lenho
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de uma espécie de Laurdcea a Ocotea pretiosa (Nees)Mez (RIZZINI, 1983). J& foi usado
como aromatizante em bebidas ndo alcodlicas devido a seu aroma caracteristico, porém o seu
uso para este fim estd proibido devido a sua toxicidade. Estudos realizados com ratos
mantidos sob dieta alimentar contendo safrol principal componente do Oleo de sassafras
evidenciaram efeitos hepatotdxicos e cancerigenos. O dleo de Sassafras ainda é utilizado
como aromatizante de produtos técnicos, como inseticidas e desinfetantes (COSTA,2000).

Outros aditivos relatados na literatura, por exemplo o aspartame, aditivo pertencente
aos edulcorantes e que confere sabor doce aos alimentos diferentes dos agtcares utilizado em
diversos alimentos (ANVISA, 2006). Apresentou efeitos mutagénicos em diferentes sistemas
experimentais (SHEPHARD et al.,1993). Da classe dos conservantes alimentares que
apresentam efeitos mutagénicos e/ou genotdxicos, tem-se por exemplo, o benzoato de sodio
(BS) muito utilizado em presunto, molhos de saladas, sucos e conservas. Tem sido relatado
que o BS aumenta o numero basal de aberracbes cromossdmicas, diminuindo a taxa de
mitoses (indice mitdtico — 1.M.) em teste de Allium cepa (NJAGIE & GOPALAN, 1982;
DONBAK et al., 2003). O citrato de potéassio (CP) utilizado em sopas de bebé, biscoitos e
produtos fermentados e o citrato de sddio (CS) usado como aromatizante e conservante em
presuntos e leite em p6 sdo também responsaveis por inducdo de lesdes no DNA (WHO,
1974; NAIR, 2001).

Ainda sobre os aditivos toxicos o corante eritrosina, segundo Spellmeier e Stulp
(2009) este aditivo provoca reagdes alérgicas nos olhos e na pele, dores de cabeca e nauseas.
E um corante muito utilizado em bebidas, biscoitos, doces, produtos de panificacio, produtos
carneos, gomas de mascar e sorvetes (MITTAL et al., 2006). J& o corante alimentar Azul
Brilhante muito utilizado em produtos lacteos, doces, em produtos farmacéuticos e cosméticos
(BESSONOV et al. 2011). Pode provocar hiperatividade, reaccGes alérgicas, eczema e asma,
principalmente em criancas (QUEIROZ; STEFANELLI, 2011).

A ingestdo de alimentos é uma das mais comuns vias de exposicdo do homem a
diferentes compostos, ao passo que uma mistura complexa de agentes quimicos é
frequentemente encontrada na sua dieta. Determinadas substancias presentes nos alimentos
podem ter efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos ou podem favorecer o desenvolvimento de
tumores enquanto outras podem enfatizar ou anular estes efeitos. InUmeras pesquisas
cientificas tém enfatizado a importancia da dieta para o risco de desenvolvimento do cancer
(ANTUNES; ARAUJO, 2000).

A fim de se determinarem os eventuais efeitos nocivos de uma substancia quimica ou

dos seus derivados, a mesma deve ser submetida a testes e a uma avaliacdo de toxidade
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adequada. Todos os agentes quimicos devem ser mantidos sob observacdo permanente e
avaliados sempre que for necesséario, tendo em vista as varia¢6es das condi¢des de utilizacdo e
de novos dados cientificos (BAPTISTA, 2003). Em adicéo, a ANVISA (2007) considera que
h& a necessidade de constante aperfeicoamento das acdes de controle sanitario na area de
alimentos, visando a protecdo da satde da populacdo, além da necessidade de seguranca do
uso de substancias quimicas na fabricagdo de alimentos. Somando-se a isso, 0 seu uso deve
ser limitado a alimentos especificos, em condicbes especificas e ao menor nivel para alcancar
o efeito desejado, por isso € necessario atualizar a sua regulamentacdo, como por exemplo, a
dos aromatizantes em alimentos.

Diante da necessidade de determinar os efeitos nocivos a nivel celular os bioensaios
com plantas tém sido considerados bastantes sensiveis e simples no monitoramento dos
efeitos citotoxicos de compostos quimicos (USEPA) (IGANCI et al., 2006).

Em trabalhos realizados por Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2013) avaliando a
citotoxicidade de aditivos alimentares pertencentes ao grupo dos corantes usando Allium cepa
como sistema teste vegetal, indicou citotoxicidade com o uso dos compostos quimicos o
amarelo tartrazina e vermelho 40, onde o primeiro mostrou acéo antiploriferativa e potencial
para causar aberragcOes celulares que confirmaram com resultados obtidos por outros
pesquisadores em outros testes de sistema indicando que este aditivo alimentar tem atividade
citotoxica. E o segundo alteracdo do indice de divisdo celular como também induziu o
aparecimento de aberracbes celulares significativas nas suas doses testadas mostrando
atividade citotdxica e mutagénica em nivel celular, porem na literatura encontrou escassez de
trabalhos recentes com o corante vermelho 40 onde os poucos foram realizados na década de
80 em que alguns encontraram se resultados satisfatérios e outros contraditorios em relagdo ao
trabalho em questdo onde a escassez de informacgdes sobre o aditivo vermelho 40 torna-se
preocupante porque este € amplamente utilizado no mercado de alimentos, especialmente
pelas industrias brasileiras, indicando-se a necessidade de estudos adicionais para avaliar a
atividade deste corante alimentar. Os resultados reforcam a importancia do teste de Allium
cepa por apresentar resultados satisfatorios com outros bioensaios.

Dessa forma, € importante realizar trabalhos, em sistemas testes diferentes, que
avaliem a toxicidade, como por exemplo em nivel celular, dos aromatizantes alimentares
sintéticos, condicdo que corrobora com a citacdo da propria ANVISA (2007) que relata a
necessidade constante de aperfeicoamento das acBes de controle sanitario na area de
alimentos, com intuito de preservar a saude da populacéo, além da necessidade de seguranga

de uso de compostos quimicos na constitui¢do de alimentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Biotecnologia aplicada a Satde e Meio Ambiente (NUPBSAN) do Campus Senador Helvidio
Nunes de Barros da Universidade Federal do Piaui, Municipio de Picos, Estado do Piaui, no
periodo entre Maio do ano de 2014 a Julho do ano de 2014.

3.1 Obtencdo do aromatizante alimentar e defini¢do das doses

O aromatizante alimentar sintético salgado e liquido de sabor Cebola foi adquirido de
uma revendedora especializada na comercializacdo nacional e internacional de aditivos
alimentares sintéticos localizada na regido nordeste do Brasil. O aromatizante, de aspecto
oleoso, estava acondicionado em frasco ambar com capacidade para 100 ml e encontrava-se
no prazo de validade. No rétulo do produto sugeria-se 1 ml de aromatizante para 300g de
massa, sugestdo esta presente no rétulo deste tipo de aromatizante das principais marcas
brasileiras especializadas na producdo de aditivos alimentares. Utilizou-se cebolas com, em
média 300g, reproduzindo assim a dose (tratamento) sugerida 1,0 ml e esta concentrada na
escala 2,3 e 4 vezes, respectivamente.

E importante explicar que para avaliagio do potencial citotoxico do aromatizante em
questdo nenhuma diluicdo foi realizada para a definicdo das doses, ou seja, teve-se o intuito de
verificar a toxicidade do aromatizante nas raizes de A. cepa direto na solucdo presentes nos
frascos. Optou-se por fazer desta forma em fungdo do receio de que alguns componentes
presentes no aromatizante fossem alterados. Também é importante relatar que a constituicao
guimica dos aromatizantes, em geral, é padronizada no mundo inteiro, condi¢do esta
estabelecida pela EFSA.

3.2 Obtencdo de células meristematicas de raizes de A. cepa para a analise citogenética

As cebolas foram colocadas para enraizar em frascos com &gua destilada, a
temperatura ambiente (x 25°C) e aerada, até a obtencdo de raizes com cerca de 2,0 cm de
comprimento. Para analise de cada dose (solucdo) estabeleceu-se um grupo experimental com
cinco bulbos de cebola. 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 proprio
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bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram colocadas em suas respectivas solucdes, por 24
horas, procedimento este denominado de tempo de exposi¢édo de 24 horas (TE 24h).

Ap0s este tempo foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas as suas respectivas solugdes onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposicdo de 48 horas
(TE 48h). Apos este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de
exposicdo de 24 e 48h foram escolhidos com o intuito de se avaliar a acdo destas doses em
mais de um ciclo celular.

Durante a realizagdo da pesquisa tomou-se o cuidado de verificar se todas as raizes
estavam em contato adequado com a solugdo em estudo. A fixacdo das raizes se deu em
Carnoy 3:1 (etanol: acido acético), a temperatura ambiente, por 24 horas. Para cada coleta de

raiz, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.
3.3 Preparo e leitura das Iaminas, e analise 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 microscopio éptico, em objetiva de 40X. Para cada bulbo analisou-se 1.000
celulas, totalizando 5.000 células para cada controle e tempo de exposicao.

Foram observadas células em interfase, profase, metafase, anafase e teldfase. Foi
calculado o nimero de celulas em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de
exposicdo e, assim determinado o indice mitético. Avaliou-se também a acdo das doses por
meio do nimero de células micronucleadas, de metéfases colchicinicas, pontes anafasicas e
telofésicas, amplificacGes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anafases
multipolares. A anélise estatistica dos dados foi realizada pelo teste do Qui-quadrado (42,

com nivel de probabilidade <0.05, por meio do software estatistico BioEstat 3.0 (2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, Tabela 01, pode-se verificar que em
todas as doses testadas do aromatizante sabor Cebola houve reducdo estatisticamente
significativa do indice de divisdo celular das células meristeméticas de raizes de A. cepa, nos
TE 24 e 48h em relagdo ao IM dos seus respectivos controles. Quando confrontados 0s
valores de IM dos TE 24 e 48h de uma mesmo tratamento entre si, foi observado que nas
doses de 1,0; 2,0 e 3,0 ml os valores foram estatisticamente iguais. Ja para a dose de 4 ml os
valores obtidos para TE 24 e 48 h foram significativamente diferentes entre si, onde foi

verificado que o IM diminuiu significamente conforme o aumento do TE.

Tabela 01- Numero total de células analisadas no ciclo celular de pontas de raizes de Allium cepa tratadas com
1,0; 2,0; 3,0 e 4,0mL do aromatizante alimentar sabor Cebola nos TE 24 e 48 horas.

Dose Células Células

TE Indiferenciadas/ P M A T em

, . (%)
Intérfase Divisado

CcO 4.561 161 105 82 91 439 8,8°

24h 4.826 129 14 22 09 174 3,5°
Iml

48h 4.896 101 00 01 02 104 2,1°

CcO 4.454 270 86 58 132 546 10,9

24h 4.874 101 16 09 00 126 2.5°
2ml

48h 4.871 124 05 0 00 129 2,6

CO 4.555 220 73 69 83 445 8,9°

24h 4.800 198 02 00 00 200 4.0°
3ml

48h 4.791 203 07 00 00 210 4,2°

CO 4.637 159 77 59 68 363 7,38

24h 3.4°
aml 4.829 169 02 00 00 171

48h 4.957 38 05 00 00 43 0,9°

TE — Tempo de Exposi¢io; CO — Controle; IM — indice Mitotico; Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste .



20

Ainda na Tabela 1, é verificado que a maioria das células em divisdo estdo em profase.
Pode-se sugerir que os tratamentos avaliados interferiram na formagdo do fuso mitdtico nas
células do sistema teste utilizado. Porém, para verificacdo da atividade destas doses em
relacdo a montagem do fuso mitotico, outros trabalhos devem ser realizados para a verificacéo
desta condicéo.

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 02 verifica-se que todos os
tratamentos promoveram anomalias de fuso mit6tico e micronicleos em ndmero
estatisticamente significativos as células meristematicas de raizes de A. cepa. Como pode ser
observado, o numero de micronucleos foi superior ao de outras alteracdes nas quatro doses
avaliadas.

Tabela 02 - Numero de pontes anafasicas e telofasicas, células micronucleadas, metafases colchicinicas,

amplificacdes e total de aberracdes celulares encontrado em cada controle e nas doses de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0mL de
aromatizante alimentar sabor Cebola.

Pontes Metafase
) o Total de
Anafasica Célula Colchicinica -
Dose TE ) Amplificagfes Aberracdes
e Micronucleada
] Celulares
Telofasica
CO 1 0 0 0 01%
1,0mL 24h 0 113 2 67 182°
48h 13 125 22 0 160°
CO 1 0 0 0 01?
2,0mL 24h 27 175 0 0 202°
48h 2 118 33 0 153°
CO 1 0 0 0 01?
3,0mL 24h 0 125 4 2 131°
48h 0 147 0 5 152°
CO 0 0 0 0 00?
4.0mL 24h 1 158 5 0 164°
48h 7 179 0 0 186°

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



21

Figura 01 — Prancha das aberracdes celulares encontradas nas células tratadas com as doses do aromatizante
sabor cebola.

a ) - ) -
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a. Duas amplificacBes Telofasicas. b. Amplificacdo em células néo diferenciadas. c. Pontes Telofasicas com 2
bragos cromossdmicos. d. Célula Micronucleada. e. Metafase Colchicinica. Fonte: producdo do proprio autor.

Nas condicdes analisadas, as doses do aromatizante sabor cebola foram citotoxicas,
pois demonstraram grande potencial antiproliferativo, e mutagénicas, por terem ocasionado
micronucleos e anomalias de fuso mitdtico as células do sistema teste utilizado. Infelizmente,
ndo foram encontrados na literatura cientifica trabalhos avaliando a toxicidade em nivel
celular deste aromatizante alimentar. De acordo com Honorato et al. (2013), os aromatizantes
sdo os aditivos alimentares menos estudados do ponto de vista toxicologico.

No Brasil, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2007) relatou que doses
elevadas de aromatizantes alimentares podem provocar agles irritantes e narcoticas ao
organismo. Também podem produzir toxicidade crénica ao trato digestorio a longo prazo,
sempre que utilizados de maneira indiscriminada. Embora, Salinas (2002), concorde com esta
informacdo ele declara que quando os aromatizantes alimentares sdo utilizados em baixas
doses ndo promovem risco a salude humana. Ja quando as doses sdo elevadas, podem provocar
acOes irritantes e narcéticas e toxicidade crbnica a longo prazo, sempre que empregados em
doses superiores as recomendadas. No entanto este autor, da mesma forma que a ANVISA
(2007), ndo especifica quais sd@o as doses consideradas altas e baixas. Também na define
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guem sdo 0s aromatizantes que possuem este tipo de acdo. Dessa forma, e segundo Honorato
et al. (2013), verifica-se que embora a utilizacdo de aromatizantes seja permitida pelo
Ministério da Saude e ANVISA, torna-se necessario e urgente estudos para se determinar com
propriedade potencial toxico destes aditivos alimentares.

Portanto, pelos resultados obtidos neste trabalho e pela falta de estudos de avaliacéo
toxicologica sobre o aromatizante alimentar sabor cebola, sugere-se que outros estudos de
toxicidade em nivel celular sejam realizados utilizando outros sistemas testes, entre eles
animais, visto que o teste com A. cepa foi apenas o primeiro screnning de citotoxicidade, para
auxiliar e orientar os o6rgdos regulamentadores, bem como as industrias alimenticias, a
definirem com seguranca a ingestdo diaria aceitavel (IDA) para utilizagdo deste aditivo

alimentar.
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5 CONCLUSAO

As doses avaliadas do aromatizante alimentar sabor Cebola foram citotoxicas e

mutagénicas ao sistema teste utilizado.



24

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br>. Acesso em: 06 junho, 2014.

AISSA, AF. Avaliacéo da atividade antimutagénica do beta-caroteno microencapsulado
em células de ratos tratados com o antitumoral doxorrubicina empregado os ensaios de
micronucleo e cometa. S&o Paulo: Faculdade de ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Séo Paulo; 2010.

AIUB, C.A.F.; FELZENSZWALB, I. O uso de Allium cepa como modelo experimental
para investigar genotoxicidade de substancias usadas em conservantes alimentares.
Genética na Escola, Rio de Janeiro, v.1, n.06, p.12-15, 2011.

ANTUNES, L.M.G.; ARAUJO, M.C.P. Mutagenicidade e Antimutaginicade dos
principais corantes para alimentos. Ver. Nutr., Campinas, v.2, n.13, p.81-88, 2000.

ANVISA.Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Considerac6es sobre o Uso do
Edulcorante Aspartame em Alimentos. Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.br>.
Acesso em: 10 de julho de 2014.

ARUNG, E. T.; FURUTA, S.; ISHIKAWA, H.; TANAKA, H.; SHIMIZU, K.; KONDO, R.
Melanin biosynthesis inhibitory and antioxidant activities of quercetin-3'-O-beta-D-
glucose isolated from Allium cepa. Zeitschrift fur Naturforschung C Journal of Biosciences,
v. 66, n. 5-6, p. 209-14, 2011.

B. Nair. Final report on the safety assessment of benzyl alcohol, benzoic acid, and
sodium benzoate, Int. J. Toxicol, pp. 23-50, 2001.

BAPTISTA, P.; VENANCIO, A. Os perigos para a seguranca alimentar o processamento
de alimentos. Forvisdo — Consultoria em Formacdo Integrada. 1ed. 2003.

BESSONOV, V. V.; MALINKIN, A. D.; PEREDERIAEV, O. |.; BOGACHUL, M. N ;
VOLKOVICH, S. V.; MEDVEDEV, I. V. Development of methods for determining
acrylamide in food products by gas-liquid chromatography. Voprosy Pitanni, v. 80, n. 2,
p. 4, p. 70-83, 2011.

BURGE, P.S.; O’brien, I.M.; Harries, M.G. Occupational asthma due to inhaled
carmine. Clin Allergy, 1979.

CARITA R; MARIN-MORALES M. A. Induction of chromosome aberrations in the
Allium cepa test system caused by the exposure of seeds to industrial effluents
contaminated with azo dyes. Chemosphere, 2008

CARVALHO, Paulo Roberto de. Aditivos dos Alimentos. Faculdade de filosofia Ciéncias e
Letras de S&o José do Rio Pardo. Revista Logos N° 12. Sao José do Rio Pardo, 2005.

CHEESEMAN, M. A. Artificial food color additives and child behavior. Environmental
Health Perspectives, v. 20, n.1, p.15-16, 2012.



25

Costa, P. R. R. Safrol e eugenol: Estudo da reatividade quimica e uso em
sintese de produtos naturais biologicamente ativos e seus derivados.
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro — RJ. QUIMICA NOVA,
2000.

COSTANT, P. B. L.; STRINGUETA, P. C.; SANDI, D. Corantes alimenticios. B. CEPPA,
v. 20, n. 2, p. 203-220, 2007.

FDA and Monosodium Glutamate (MSG). U.S. Department of Health and Human
Services, U.S. Food and Drug Administration (FDA) Backgrounder August 31, 1995.
Disponivel em: <htpp://vm.efsan. fda.gov/~dms/eafus.html>. Acesso em: 10 de Jul
de 2014.

G.D.E. Njagi and H.N.B. Gopalan, Cytogenetic effects of the food preservatives—sodium
benzoate and sodium sulphite on Vicia faba root meristems. Mutat. Res, pp. 213-219,
1982.

GERAS'KIN, S.; OUDALOVA, A.; MICHALIK, B.; DIKAREVA, N.; DIKAREV, V.
Genotoxicity assay of sediment and water samples from the Upper Silesia post-mining
areas, Poland by means Allium test. Chemosphere, v. 83, n. 8, p. 1133-1146, 2011.

GOMES, K M.; PERON, A P.; Virna, M. A.; CARVALHO, F. R. Citotoxicity of food dyes
sunset yellow (E 110), bordeaux red (E-123), and tatrazine yellow (E-102) on AII|um
cepa L. root meristematic cells. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (Onllne) , V. 33, p.
218-223, 2013.

HERRERO, O.; PEREZ, J. M. M; FERNANDEZ, P. F. Toxicological evaluation of three
contaminant of emerging concern by use of Allium cepa test. Mutation Research, v. 743, n.
1-2, p. 24-34, 2012.

HONORATO. C. T.; BATISTA. E.; NASCIMENTO. O.K.; PIRES. T. Aditivos alimentares:
Aplicacdes e toxicologia. Revista Verde (Mossoré — RN - BRASIL), v. 8,n. 5, p. 01 - 11,
(Edicdo Especial) dezembro, 2013.

IGANCI, J. R. V.; BROBOWSKI, G.; HEIDEN, G. V. C.; STEIN, L.; ROCHA, B. H. G.
Efeito do extrato aquoso de diferentes espécies de boldo sobre a germinacao e indice
mitotico de Allium cepa L. Arquivos do Instituto de Biologia, v. 73, n. 1, p. 79-82, 2006.

L. DONBAK, E.; Renciizogullar1 and M. Topaktas. The cytogenetic effects of the food
additive boric acid in Allium cepa L., Cytologia 67, pp. 153-157, 2002.

LIMA, G.F. Aditivos alimentares: defini¢des, tecnologia e reacdes adversas. VEREDAS
FAVIP - Revista Eletrénica de Ciéncias. v. 4, n. 2, Dez. 2011.

LUERCE, R. F. Producéo de acetoina por Bacillus polymyxa. Programa (Pés Graduag&o).
Universidade Federal De Santa Catarina, Florianopolis, f.83, 2008.

MAGALLI, R. F. A leitura de rotulo de produto alimenticio na escola. Dissertagédo
(Mestrado em linguistica aplicada). Universidade de Taubaté. Taubaté, f.101, 2006.



26

MATSUMOTO, S. T.; MANTOVANI, M. S.; MALAGUTTI, M. I. A;; DIAS, A. L,;
FONSECA, I. C.; MARIN-MORALES, M. A. Genotoxixity and mutagenicity of water
contamined with tannery, as evaluated by the micronucleus test and comet assay using
the fish Oreochromis niloticus and chromosome aberration in onion root-tips. Genetics
and Molecular Biology, v. 29, p. 148-158, 2006.

MELLO, C.; THOME, F.; LIMA, M. Aromatizantes. Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Rio Grande do Sul: Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2004.

MITTAL, A.; MITTAL, J.; KURUP, L.; SINGH, A. K. Process development for the
removal and recovery of hazardous dye erytrosine from wastewater by waste materials
— Bottow Ash and De-Oiled Soya as adsorbents. Journal of Hazardous Materials, v. 138, n.
1-2, p. 95-105, 2006.

NUNES, E. A. et al. Genotoxic assessmernt on river water using diferent biologycal
systems. Chemophere, v. 84, n. 1, p. 47-53, 2011.

OLIVEIRA, M.V. A.; PERON, A. P.; Castro, J. M. de S.; Lima, L. H. G. de M. Cytotoxicity
of erythrosine (E-127), brilliant blue (E-133) and red 40 (E-129) food dyes in a plant test
system. Acta Scientiarum. Biological Sciences (Online), v. 35, p. 557-562, 2013

QUEIROZ, C. F.; STEFANELLLI, T. Biodegradacéo de corantes téxteis por Anabaena
flos-aqual. Engenharia Ambiental, v. 8, n. 1, p. 26-35, 2011.

RIZZINI, C. T. e Mors, W. B. Botanica Econémica Brasileira, EPU/EDUSP, Sao
Paulo, 1976; b, Amorim, M. B., Dissertacao de Mestrado, Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais (NPPN)-UFRJ, 1989; c, Lopes, C. C., Dissertacdo de Mestrado,
NPPN-UFRJ, 1983.

SALINAS, R.D. Alimentos e nutri¢do: introducdo a bromatologia. Trad. Fatima Murad. 3.
ed. Porto Alegre: Artmed, 2002.

SCHVARTSMAN, S. Aditivos alimentares. Pediatria — Sdo Paulo, 1982.

SHEPHARD, S.E., WAKABAYASHI, K., NAGAO, M. Mutagenic activity of peptides and
the artificial sweetener aspartame after nitrosation. Food and Chemical Toxicology,
Oxford, v.31, n.5, p.323-329, 1993.

SPELLMEIER, J. G.; STULP, S. Avaliacdo da degradacéo e toxicidade dos corantes
alimenticios eritrosina e carmim de cochonilha através de processo fitoquimico. Acta
Ambiental Catarinense, v. 6, n. 1, p. 65-83, 2009.

TABREZ, S.; SHAKIL, S.; UROOJ, M.; DAMANHORI, G. A.; ABUZENADAH, A. M,;
AHMAD, M. Genotoxicity testing and biomarker studies on surface water: an over view
of the techniques and their efficacies. Environmental Carcinogenesis Ecotoxicology
Review, v. 29, n. 3, p. 250-275, 2011.

TONETTO, A.; et al. O Uso de Aditivos de Cor e Sabor em Produtos Alimenticios.
Tecnologia de Alimentos. Sdo Paulo: Faculdade de ciéncias farmacéuticas, nov.2008.



VALSECHI, Octavio Antonio. Aditivos. Universidade Federal de Sdo Carlos Centro de
Ciéncias Agrarias. Sdo Paulo: Araras, 2001.

VARELA, P., FISZMAN, S.M. Exploring consumers’ knowledge and perceptions of
hydrocolloids used as food additives and ingredients. Food Hydrocolloids, v.30, n.1,
p.477-484, Jan., 2013.

WHITTAKER, P.; JANE, J.; CLARKE, R. H. C,; TIMOTHY, H. B.; VIRGINIA, C. D.

Food and Chemical Toxicology, v.46, p. 2928-2933, aug. 2008.
WHO. Food additive series, No. 5, Geneva, Report. 1974,

Wilson, B.G.; Bahna, S.L. Adverse reactions to food additives. Ann Allergy
Asthma Immonol, 2005.

27



