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RESUMO

Em funcdo de sua relevancia tecnoldgica para a industria alimenticia, os aditivos
alimentares devem ser constantemente avaliados quanto aos seus potencias
toxicolégicos. Assim, objetivou-se nesta pesquisa analisar a citoxicidade e
genotoxicidade de aromatizantes alimentares sintéticos, idénticos aos naturais, de
Chocolate, Morango e Leite Condensado. Esta avaliacdo ocorreu por meio das
células meristematicas de raizes de Allium cepa L., nos tempos de exposicao de 24
e 48 horas e nas doses de 0,2; 0,4 e 0,6 ml, em associacao, onde para uma das trés
doses de um dos aromatizantes associou-se uma dose diferente de um dos outros
dois aditivos de aroma em estudo. Em seguida, as raizes foram fixadas em solugéo
de Carnoy, hidrolisadas em acido cloridrico e coradas com orceina acética. Analisou-
se, em microscopio 6ptico em aumento de 40x, 5.000 células para cada grupo
tratamento, e utilizou-se o teste estatistico Qui-quadrado a 5% para analise dos
dados. A partir dos resultados, verificou-se que todos os tratamentos decorrentes
das associagOes entre os aromas Chocolate/Morango e Morango/Leite Condensado
reduziram, nos dois tempos de exposi¢cao considerados, a divisdo celular das raizes
A. cepa, mostrando-se citotéxicos. Ja os tratamentos provenientes da associacdo
entre os aditivos Chocolate/Leite Condensado néo alteraram de forma significativa
os indices mitéticos das células do tecido em andlise. Também foi possivel inferir
que o aditivo de Morango foi o mais citotéxico dos aditivos em estudo. Nenhuma das

associacOes avaliadas foi genotoxica nestas condicdes de estudo.

Palavras-chave: aditivos de aroma e sabor; citotoxicidade; genotoxicidade;
Allium cepa.



ABSTRACT

The technological relevance of food additives for the food industry requires constant
evaluations as to their toxicological potential. In this way, this study aimed to examine
the cytotoxicity and genotoxicity of synthetic flavorings, nature identical Chocolate,
Strawberry and Condensed Milk. This evaluation was performed in root meristem
cells of Allium cepa L., in exposure times of 24 and 48 hours and using doses of 0.2;
0.4 and 0.6 mL, in combination, in which one of the three doses of a flavoring was
combined with a different dose of one of the two other flavor additives studied. Roots
were fixed in Carnoy’s solution, hydrolyzed in hydrochloric acid, stained with acetic
orcein and then analyzed, under light microscopy at 40x magnification, 5,000 cells for
each treatment. For data analysis, it was used Chi-square test at 5%. All the
treatments derived from combinations between the flavorings Chocolate/Strawberry
and Strawberry/Condensed Milk reduced, in both exposure times considered, cell
division of A. cepa roots, proving to be cytotoxic. In turn, the treatments from the
association of the additives Chocolate/Condensed Milk did not change significantly
the mitotic index of the cells analyzed. The Strawberry flavoring was the most
cytotoxic among the additives tested. None of the evaluated associations was

genotoxic under the study conditions.

Key words: aroma and flavor additives; cytotoxicity; genotoxicity; Allium cepa.
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1 Introducéo

Ha véarias décadas os aditivos alimentares, como 0s corantes, conservantes,
acidulantes e aromatizantes, sdo imprescindiveis para a industria alimenticia, em
funcado de, entre outras caracteristicas, permitirem maior tempo de armazenamento aos
alimentos industrializados sem altera-lo quanto a cor, sabor, aroma e textura (LERNER
et al., 2015 ). Sdo amplamente utilizados em lanches fast food, pratos prontos
congelados, sobremesas industrializadas e produtos alimenticios enlatados e
empanados.

Os aditivos de aroma e sabor, devido as suas propriedades odoriferas e sapicas,
proporcionam e/ou intensificam o aroma e o sabor dos alimentos sem o propdsito de
nutrir (MOODIE et al., 2013). Sao classificados como naturais, sintéticos idénticos aos
naturais e sintéticos artificiais de reacdo ou transformacdo (PIERCE et al., 2014).
Possuem formulacdo quimica complexa, constituida por onze classes de compostos —
os diluentes, antioxidantes, antiespumantes, conservantes, emulsificantes,
estabilizantes, reguladores de acidez, realcadores de sabor, antiumectantes,
antiaglutinantes, corantes e solventes de extracdo e processamento (LERNER et al.,
2015) - e aceita em ambito mundial pelas agéncias regulamentadoras Codex
Alimentarius Commission, Food and Drug Administration (FDA), Flavour and Extract
Manufactuers Association (FEMA), e nacionalmente pela Agéncia Nacional de
Vigilancia  Sanitaria (ANVISA) (ANVISA,2007, OLIVEIRA et al., 2013).
No entanto, estes 6rgdos de vigilancia em seus documentos técnicos ndo explicitam
guais compostos em especifico e suas concentracdes estdo presentes nestes aditivos,
e nem o indice de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e as doses limites toleraveis de
aromatizantes para cada tipo alimento (GOMES et al., 2013, MARQUES et al., 2015).

Dessa forma, Honorato et al. (2014) e Lerner et a.l (2015) relatam que a
utilizacdo dos aditivos de aroma e sabor suscita uma série de duvidas quanto a sua
toxicidade em nivel sistémico e celular, e declaram ser urgente a realizacdo de
pesquisas que avaliem seus potenciais toxicolégicos. Em consonéncia as observacoes
feitas por estes pesquisadores, as agéncias Codex Alimentrius Commission, FEMA
(KONISHI; HAYASH; FUKUSHIMA, 2011) e ANVISA (2007) ressaltam em seus
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regulamentos sobre a necessidade constante de estudos toxicolégicos de efeito agudo
envolvendo os aditivos alimentares em geral. Os resultados destas pesquisas sdo muito
importantes, visto que indicardo ou ndo a necessidade de estudos de avaliacdo dos
efeitos toxicos crbnicos desencadeados por tais ingredientes. Citam ainda, que o0s
resultados obtidos a partir destas andlises sdo a base de elabora¢do ou modificacdo de
estratégias das agéncias reguladoras e, consequentemente, de atuacdo dos

profissionais responsaveis pela vigilancia alimentar e nutricional da populacéo.

Os bioensaios vegetais sdo considerados bastantes sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos citotéxicos de compostos quimicos (USEPA) (HERRERO et
al., 2012, LACERDA; MALAQUIAS; PERON, 2014) e a Allium cepa L. (cebola), por
meio da regido meristematica de suas raizes, é tida no meio cientifico como um
eficiente organismo teste para a avaliagdo de toxicidade aguda em nivel celular
(CARITA; MARIN-MORALES, 2008, CARDOSO et al., 2014). Este organismo de prova
possui excelentes propriedades cinéticas de proliferacdo, cromossomos grandes e em
namero reduzido (2n=16) o que facilita a detec¢do de aberracbes celulares e de fuso
mitético (HERRERO et al., 2012, NEVES et al., 2014). Também permite a verificacdo de
alteracdes no indice de divisdo celular ou mitdtico quando exposto a compostos
quimicos com potencial acao citotoxica (LEME; MARIN-MORALES, 2009, TABREZ et
al., 2011).

7

Segundo Herrero et al. (2012) o sistema A. cepa é muito eficiente para
avaliacGes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de compostos quimicos
ou para validacdo destas condicbes apdés a realizacdo de pesquisas em outros
bioensaios. Ainda, demonstra, em grande parte das vezes, similaridade satisfatoria aos
resultados obtidos com outros bioensaios (CARDOSO, 2014). Como exemplo pode-se
citar os trabalhos realizados por Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2013) que
avaliaram em células meristematicas de raizes de A. cepa 0 potencial toxico de
corantes sintéticos utilizados na industria de alimentos e obtiveram resultados

semelhantes aos obtidos em sistemas testes animais e com culturas de células.

Assim, mediante ao que foi exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar, por meio

das células meristeméaticas de raizes de A. cepa, em diferentes doses e de forma
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associada, a toxicidade de aromatizantes alimentares sintéticos, idénticos aos naturais,
de Morango, Chocolate e Leite Condensado. Estes aditivos foram escolhidos para
estudo em funcdo de sua ampla utilizacdo na industria em alimentos industrializados
doces, quase sempre associados entre si, e também pelo fato de ser quase inexistente

na literatura cientifica trabalhos de avaliagéo toxicologica sobre os mesmos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A necessidade de se preservar os alimentos € antiga, ndo é de hoje que os
aditivos alimentares vém sendo utilizados, tdo antigos quanto as primeiras civilizagbes
eles j& estdo presentes na dieta humana h& muito tempo. Os primeiros seres humanos
descobriram que era possivel preservar alguns tipos de alimentos como carnes e peixes
com sal ou salitre, além de ervas e temperos que ajudavam a realcar o sabor dos
alimentos (AUN et al., 2011).

Devido ao crescimento do mercado, a grande diversidade de produtos e
consumidores mais exigentes, a industria alimenticia tem procurado melhorar o
processamento dos alimentos utilizando-se da adicdo de aditivos alimentares que
conferem caracteristicas diferenciais, permitindo assim uma maior durabilidade do
alimento, buscando satisfazer as necessidades dos seus consumidores (BAPTISTA;
VENANCIO, 2003).

Sabe-se ainda que os aditivos sédo utilizados em todo o mundo, pois estado
presentes em grande parte dos alimentos que séo ingeridos diariamente. As industrias
dispbem de um grande numero de técnicas para conservacao e aprimoramento de
alimentos, que garantem a disponibilidade destes, além da inovacdo de produtos e
adequacao ao paladar das pessoas (CARVALHO, 2005). As industrias de alimentos
sdo as que mais prosperam mundialmente, e a de doces possui uma posicao de
destaque, aumentando, a cada ano, o seu o faturamento e a competitividade. Grande
parte deste sucesso € devido aos aditivos alimentares utilizados na confec¢do dos
alimentos industrializados (MARMITTI; PIROTTA; STULPIS, 2010).

De acordo com Valsechi (2001), os aditivos alimentares desempenham variadas

funcdes destacando-se principalmente as do quadro abaixo:
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Quadro 1 — Classes de Aditivos Alimentares.

Classe de aditivo

Funcao

Corantes

Coloragéao dos produtos

Aromatizantes

(ou flavorizantes)

Alteragéo do aroma/sabor

Edulcorantes

Adocar produtos mesmo em pequena quantidade

Conservantes

Ajudar os produtos a ter maior durabilidade

Antioxidantes

Evitar que 6leos e gorduras dos alimentos combinem

com oxigénio tornando-se rancosos

Antiumectantes

Evitar que os produtos secos se humedecam

Espessantes

Aumentar a viscosidade de alimentos, geralmente na

forma liquida

Estabilizantes

Promover uma integracdo homogénea de ingredientes

como O6leo e agua, por exemplo, que normalmente se

separariam

Umectantes Manter humidos os alimentos evitando o seu
ressecamento;

Acidulantes Aproximar o sabor dos produtos da acidez da fruta que

da nome ao produto

Antiespumiferos

Evitar a formacdo de espumas em alimentos liquidos,

durante seu processo de fabricagdo, ou produto final

Fonte: Valsechi, 2001.

Gouveia (2006) relatou que a industria brasileira de ingredientes e aditivos fatura

anualmente cerca de R$ 2 bilhdes. Aproximadamente 50% desse faturamento sao
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provenientes do aroma e o restante da somatdria agrega todos os outros aditivos. Lima
(2011) relata que os aromatizantes alimentares séo substancias que conferem ou
intensificam o aroma dos alimentos com finalidade de conferir ou intensificar o sabor,
podem ser subdivididos em esséncia natural, esséncia sintética, produto aromatico,
sapido, volatil e oleoso, extraido de vegetais, enquanto que o extrato vegetal aromatico

€ um produto aromatico e sapido obtido.

Os aromas sintéticos como compostos quimicamente definidos obtidos por
processos quimicos e compreende os aromatizantes artificiais e aromatizantes idénticos
a 0s naturais. Os aromatizantes idénticos ao natural s&o substancias também
guimicamente definidas obtidas por sinteses e aqueles isolados por processos quimicos
a partir da matéria-prima de origem animal, vegetal ou microbiana. Segundo Tonetto et
al. (2008) essas apresentam uma estrutura quimica idéntica nas referidas matérias
primas. O aroma é de grande importancia na alimentacao, pois ele é responséavel pela

caracterizacédo do sabor de um alimento aumentando sua aceitabilidade.

O FDA (Food and Drug Administration) ja autorizou nos Estados Unidos o uso de
mais de 3.000 aditivos alimentares. Segundo a Associacdo brasileira de Alergias e
Imunopatologia (AUN et al., 2011), por se tratarem de substancias quimicas
intencionalmente adicionadas aos alimentos, torna-se fundamental conhecer suas
propriedades, de maneira a garantir seu uso adequado e seguro. No Brasil a Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2007) €& o Orgdo responsavel por
regulamentar o uso dos aditivos alimentares e os coadjuvantes de tecnologia de
fabricacdo, conforme disposto na Lei no. 9782, de 26 de janeiro de 1999. Ela ressalta
gue apesar da grande vantagem observada pela industria alimenticia na utilizacdo de
aditivos em alimentos, existe a preocupac¢ao constante quanto aos riscos toxicologicos

potenciais decorrentes da ingestao diaria dessas substancias quimicas.

A Associacao Brasileira de embalagens (ABRE), de acordo com o Informe
Técnico _n° 26 de 14 de junho de 2007 publicado pela Anvisa , a indicacdo do aroma
nos rotulos dos alimentos deve ser feita descrevendo o tipo de aromatizante utilizado,
com o dizer Natural, Artificial, Sabor, Sabor artificial de, Idéntico ao natural,

Aromatizante artificial, dentre outros. Uma vez que a obrigatoriedade da indicacdo do


http://www.abre.org.br/rotulagem/informe_tecnico_26.pdf
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uso do aroma na rotulagem é determinada pelos artigos 14, 15, 16, e 17 do Decreto-Lei
n° 986/69. Em relacdo ao uso associado de aromatizantes na fabricacdo de alimentos
industrializados, conforme as legislacdes que dispdem sobre registro nas Resolucdes
n°. 23/2000 e 278/2005 da Anvisa, os aditivos inscritos na Farmacopeia Brasileira e
aqueles autorizados segundo as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) estao dispensados
da obrigatoriedade de registro.

Sendo assim, a Anvisa (2007) considera que ha a necessidade de constante
aperfeicoamento das acfes de controle sanitério na &rea de alimentos, tendo em vista a
protecdo da saude da populacdo, além da necessidade de seguranca de uso de
aditivos alimentares na fabricacdo de alimentos. Somando-se a iSso, 0 uso dessas
substancias deve ser limitado a alimentos especificos, e em menor quantidade para
alcancar o efeito desejado, sendo necessario atualizar a regulamentacao sobre o uso

de aditivos.

A Organizacao Internacional da Industria de Aromatizantes (IOFI) em 2010 criou
o lofi Code of Practice, afim de estabelecer o Cddigo de Boas Praticas, para fazer uso
de melhores informagfes disponiveis sobre os aromatizantes. Esta organizacdo apoia
os trabalhos de entidades idéneas, tais como a Food and Drug Administration (FDA)
que € o 6rgdo governamental dos Estados Unidos da América responsavel pelo
controle dos alimentos (tanto humano como animal), a Agéncia Nacional de Gestéo de
Emergéncias (FEMA), o Conselho da Europa e outras, em seu esforgo de avaliar, sob o
ponto de vista toxicoldgico, as substancias utilizadas no emprego desses compostos.

A "Standard Geral do Codex para Aditivos Alimentares " (GSFA , CODEX STAN
192-1995 ) estabelece as condicbes em que os aditivos alimentares autorizados podem
ser utilizados em todos os alimentos , quer tenham ou ndo tenham sido previamente
padronizada pelo Codex . Desde 1956 o Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) tem se reunido anualmente a fim de atualizar e estabelecer as
normas de seguranca dos aditivos alimentares (WU et al., 2013). O JECFA (2002) &
responsavel por estabelecer a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de aditivos. O IDA é a

guantidade expressa em miligramas do aditivo por quilo de peso corpéreo (mg/kg) que
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deve ser ingerido diariamente, durante toda a vida do individuo sem ser prejudicial a
saude.

Segundo a ACS (American chemical society, 2010), existem mais de 80 mil tipos
de substancias quimicas utilizadas pela Industria alimenticia em todo mundo, o que so
aumenta os riscos de intoxicacdo devidos as formulacbes complexas de seus
compostos. Essa grande disponibilidade de compostos quimicos na industria
alimenticia fez a toxicologia de alimentos adquirir importancia, sendo ela responsavel
por buscar e estudar a natureza, fontes e formagao de substancias toxicas encontradas
em alimentos incluindo a verificacdo de efeitos nocivos e o estabelecimento de limites
de seguranca de determinados componentes (TORRES; MACHADO, 2001).

Salinas et al. (2002) cita que doses elevadas ingeridas de aditivos podem causar
irritacbes, ou acdes narcéticas ou até mesmo produzir toxicidade cronica em longo
prazo, sempre que empregados a doses superiores s recomendadas. Corroborando
com Salinas, Feng; Cerniglia; Chen (2009) relatam que atualmente, os habitos
alimentares associados ao estilo de vida expdem o homem a fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis. Além destes fatores, dietas
desequilibradas e amplamente constituidas por aditivos alimentares sintéticos, como

temperos, conservantes, corantes,

Sasaki et al. (2002) determinou a genotoxicidade de 39 substancias quimicas
utilizadas atualmente como aditivos alimentares. As analises feitas mostraram que de
todos os aditivos, os corantes foram o0s mais genotoxicos, sendo que amaranto,
vermelho allura, new coccine, tartrazina, eritrosina, floxina e rosa bengala sdo exemplos
de corante que induziram danos ao DNA relacionados com a dose glandular no
estbmago, célon e/ou bexiga. Testes feitos com o Diacetil ( 2,3 butanedione) um
aromatizante liguido amarelo que normalmente € misturado com outros ingredientes
para produzir o sabor manteiga apresentou uma resposta altamente mutagénica nos

ensaios de mutacgdo L5178Y do linfoma de ratos (Whitaker et al., 2008).

Os aromatizantes sao considerados um avanco polémico da industria de

alimentos devido sua formulacdo quimica complexa, estes juntamente com o0s corantes



20

alimentares contribuem de forma significativa para o empobrecimento da dieta e para o
desencadeamento e potencializacdo de patologias, principalmente em criangas,
gerando uma série de duvidas quanto a sua toxicidade em nivel sistémico e celular
(SILVA et al., 2013; CHEESEMAN, 2012).

Diversos estudos comprovam efeitos agudos ou cronicos, como reacao toxica no
metabolismo (KNEKTet al., 1999; SUGIMURA, 1982). 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 (ANTUNES; ARAUJO, 2000). O efeito mutagénico é a decorréncia de
danos genéticos causados por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, induzido por
mutacgdes nas células de um organismo. Ja o efeito antimutagénico, tem acgdo inversa
impedindo a formacao das mutac¢des causadas por um determinado agente mutagénico
(RIBEIRO; SALVADORE; MARQUES, 2003).

Ribeiro; Salvadore; Marques (2003) ainda declara que muitas mutacées nao
aparecem como mudancas detectaveis na atividade metabdlica da célula ou do
organismo e, passando assim, despercebidas. Algumas podem determinar a morte
celular e, consequentemente, também n&o sdo detectaveis. Portanto, apenas, um
pequeno numero de mutacdes, que acontecem em genes especificos, pode determinar
vantagens para 0 organismo ou levar a um crescimento desordenado das células,

alteracao estas que podem ser transmitidas por diversas geracoes.

Os efeitos toxicos, s6 se manifestam em organismos se o agente toxico alcancar
locais especificos do organismo, em concentracdes e tempo suficiente para produzir
algum tipo de efeito (BARROS et al.,, 2008). Os fatores mais importantes que
influenciam a toxicidade em um organismo sao as formas de administragdo, a duragao
e frequéncia de exposicdo, sendo observados no interior das células, estas ndo estando

livres de sofrer constantes alteracdes e mutacdes (RABELLO-GAY, 1991).

Além disso, seus efeitos adversos estdo relacionados a frequéncia e quantidade
de consumo por peso corporal, o que acaba atingindo mais a criancas devidas

possuirem um peso menor, e consequentemente menor tolerancia (POLONIO; PERES,
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2009). De acordo com o IBGE (2010) h4 um crescente consumo de produtos
industrializados de alimentos e um decrescente consumo de alimentos caseiros, 0 que
gera um maior consumo de aditivos e uma maior preocupacao por pesquisadores da

area da Saude.

Por isso, considerando os compostos quimicos colocados continuamente a
nossa disposicdo, recomenda-se que cada uma dessas substancias sempre seja
submetida a rigorosos testes quanto a sua capacidade carcinogénica e mutagénica
(BAYNES; DOMINICZAK, 2000, SANSEVERINO; SPRITJER; FACCINI, 2001).

O teste de Allium cepa desenvolvido por Levan (1938) é uma ferramenta util para
a pesquisa béasica do potencial genotéxico e citotoxico de produtos quimicos. Além
disso, é um teste viavel pela elevada sensibilidade, baixo custo, rapidez, facilidade de
manipulacdo e da utilizacdo de amostras sem tratamento prévio, determinando-se a
diminuicdo do indice mitético e da formacdo de aberracdes cromossdmicas (Leme;
Marin- Morales, 2009).

O uso do bioindicador A. cepa (cebola) para testes de citotoxicidade foi validado
por muitos pesquisadores que realizaram de forma conjunta testes em animais in vivo,
obtendo 18 resultados similares (VICENTINI, 2001; TEIXEIRA et al., 2003), propiciando
informacdes valiosas para a salde humana. Através deste teste podem ser observados
dois tipos de toxicidade. Observacao de tumores, avaliacdo de crescimento de raizes e
raizes torcidas, entre outros s8o 0s parametros macroscopicos. Os parametros
microscopicos estdo relacionados a caracterizacdo do indice mitético, na analise na
taxa de divisdo celular, aberracbes cromossdémicas, como Cromossomos em anel,
pontes cromossdmicas, CromossOomos pegajosos, que ocorrem principalmente nas
fases de metafase e anafase e a formagdo de micronucleos, como indicadores de

anormalidade no DNA (Monarca et al., 2000).

A analise das alteragbes cromossdmicas serve como um ensaio de
mutagenicidade e € um dos poucos métodos para medir os danos diretos em sistemas
expostos a possiveis mutagenicas ou agentes cancerigenos. Para permitir a avaliacao

dos efeitos ou danos que podem causar agentes mutagénicos, € necessario que o
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sistema teste esteja em divisdo mitética constante, buscando identificar os efeitos
toxicos e alteracGes que ocorrem ao longo do um ciclo celular. O teste A. cepa tem sido

amplamente utilizada para esta finalidade (SILVA et al., 2003).

Estudos feitos com o benzoato de sddio um aditivo alimentar muito usado pela
industria alimenticia, relatam um aumento do numero basal de aberracbes
cromossOmicas, diminuindo a taxa de mitoses (indice mitético — I.M.) em Allium cepa
(NJAGIE; GOPALAN, 1982; DONBAK; RENCUZOG ULLARI; TOPAKTAS, 2002).
Outro que apresenta alterac6es a nivel celular € o acido citrico um flavorizante muito
utilizado como preservante de alimentos que é encontrado em biscoitos, bolos, sopas,

produtos a base de queijo, alimentos de bebés e margarinas (Hera, 2006).

Fiskjo (1993) ressaltou a importancia dos sistemas teste vegetal, testes estes
bastante utilizados em laboratérios de todo mundo que trabalham com genética
toxicolégica, sendo uma valiosa ferramenta para a determinacdo de contaminacdo
ambiental, havendo um vasto banco de dados de substancias quimicas ja testadas. O
indice mit6tico das células presentes nas raizes do Allium cepa é usado como indicador

de proliferacdo adequada das células (Gadano et al., 2002).

Estudos com corantes alimentares realizados por Gomes et al. (2013) demonstra
qgue os resultados de teste de toxidade utilizando a espécie A. cepa ressalvam a
importancia deste sistema teste, pois 0 mesmo apresenta resultados semelhantes aos
obtidos em outros ensaios, com isso mostra que sdo excelentes parametros de analise
citotoxica, comprovando a importancia desse sistema teste para analise citotoxica de

aromatizantes artificiais.

O sistema teste Allium Cepa visa avaliar a capacidade de substancias atuarem
no “relégio celular”’, ou seja, modificarem o tempo de proliferacdo destas células
(GUERRA; SOUZA, 2002 ). Segundo Kuras et al. (2006), este sistema teste é de facil
preparacao para andlise, pois contém células meristematicas em constante divisdo, tem
cromossomos grandes e em numero baixo (16 cromossomos), além de ser facilmente

corados e observados.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencéo dos aromatizantes alimentares.

Os aditivos de aroma e sabor, sintéticos idénticos aos naturais, de sabores ,
Morango, Chocolate e Leite Condensado (figura. 01) foram obtidos de uma inddstria de
fabricacao de aditivos alimentares localizada na regiéo nordeste do Brasil,
especializada na comercializacdo nacional e internacional de aditivos alimentares

sintéticos.

Figura 1- Aromatizantes utilizados.

3.2 Definigéo das doses.

No rétulo dos trés aromatizantes estudados sugeria-se a utilizacédo de 1,0 ml de
aromatizante para 1,0 Kg de massa. Os bulbos de cebolas selecionados para este
experimento pesavam, em média, 200 g. Assim, de forma proporcional ao recomendado
nos frascos dos aditivos, foi definida inicialmente para este estudo a dose de 0,2 ml. Em
seguida, estabeleceu-se duas outras, maiores que a considerada ideal, 0,4 e 0,6 ml.

Estas doses foram analisadas em associa¢ao, conforme descrito abaixo:
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Doses de Chocolate associadas a doses de Morango
Grupo tratamento: 0,2 ml Chocolate / 0,4 ml Morango;
Grupo tratamento: 0,2 ml Chocolate / 0,6 ml Morango;
Grupo tratamento: 0,4 ml Chocolate / 0,2 ml Morango;
Grupo tratamento: 0,4 ml Chocolate / 0,6 ml Morango;
Grupo tratamento: 0,6 ml Chocolate / 0,2 ml Morango;

Grupo tratamento: 0,6 ml Chocolate / 0,4 ml Morango;

Doses de Chocolate associadas a doses de Leite Condensado
Grupo tratamento: 0,2 ml Chocolate / 0,4 ml Leite Condensado;
Grupo tratamento: 0,2 ml Chocolate / 0,6 ml Leite Condensado;
Grupo tratamento: 0,4 ml Chocolate / 0,2 ml Leite Condensado;
Grupo tratamento: 0,4 ml Chocolate / 0,6 ml Leite Condensado;
Grupo tratamento: 0,6 ml Chocolate / 0,2 ml Leite Condensado;

Grupo tratamento: 0,6 ml Chocolate / 0,4 ml Leite Condensado.

Doses de Morango associadas a doses de Leite Condensado
Grupo tratamento: 0,2 ml Morango / 0,4 ml Leite Condensado;
Grupo tratamento: 0,2 ml Morango / 0,6 ml Leite Condensado;
Grupo tratamento: 0,4 ml Morango / 0,2 ml Leite Condensado;

Grupo tratamento: 0,4 ml Morango / 0,6 ml Leite Condensado;
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Grupo tratamento: 0,6 ml Morango / 0,2 ml Leite Condensado;

Grupo tratamento: 0,6 ml de Morango / 0,4 ml Leite Condensado

3.3 Obtencéao das células meristematicas de raizes de A. cepa e analise citogenética.

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com agua destilada
(figura. 02), & temperatura ambiente (£ 27°C), até a obtencéo de raizes de 2,0 cm de
comprimento. Para andlise de cada grupo tratamento estabeleceu-se um grupo
experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com
0S seus respectivos tratamentos, algumas raizes foram coletadas e fixadas para
servirem de controle do préprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram colocadas
em suas respectivas solugdes por 24 horas, procedimento este denominado de tempo
de exposicdo 24 horas (TE 24 h).

Figura 2- Bulbos de allium cepa L. em frascos com agua destilada.

Apbés 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este
procedimento, as raizes restantes de cada cebola foram devolvidas as suas respectivas
solugcbes onde permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de
exposicdo 48 horas (TE 48 h). Apés este periodo, raizes novamente foram coletadas e

fixadas. Os TE 24 e 48 h foram escolhidos com o intuito de se avaliar a acdo destes
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grupos tratamentos em mais de um ciclo celular. A fixacdo das raizes se deu em
Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas. Em cada coleta, retirou-se, em média,

trés raizes por bulbo.
3.4 Preparo e leitura das laminas, e analise estatistica.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto
por Guerra e Souza (2002) e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 40x.
Para cada bulbo de cebola analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para o

controle, TE 24h e TE 48h de cada grupo tratamento em analise.

Foram observadas células em interfase, préfase, metafase, anéfase e
teléfase(figura 3). Foi calculado o numero de células em interfase e em divisdo de cada
controle e tempo de exposicdo e determinado o indice de divisdo celular ou indice
mitético (IM). Avaliou-se também a acdo das doses por meio do numero de células
micronucleadas, de metéfases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas,
amplificacbes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anafases

multipolares.(figura 4) .

Figura 3 - Principais fases da divisdo mitotica.

- . ccae. A - - -

a. Célula em interfase. b. célula em metéafase. c. célula em préfase. d. célula em anéafase. e. célula em

teléfase. Fonte: producao do préprio autor
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Figura 04 — Principais altera¢des encontradas nos tratamentos feitos com os aromatizantes.

a. Teloéfase com amplificacdo genica. b. teléfase com perde cromossdmica. c. metafase com quebra

cromossdmica. d. metéfase colchicina e. célula binucleada. Fonte: producéo do préprio autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, nenhuma diluicdo foi realizada para a definicdo das doses dos
aromatizantes, ou seja, teve-se o intuito de verificar a toxicidade destes aditivos
associados entre si, nos meristemas de raizes de A. cepa, direto nas soluc¢des originais
presentes nos frascos dos produtos. Optou-se por fazer desta forma em funcédo do
receio, ja que os aditivos de aroma possuem formulacdo quimica complexa, de que a
concentracéo e a acdo dos compostos presentes nestes ingredientes fosse alterada. Os
TE 24h e 48h foram estabelecidos com o intuito de se avaliar a agao destes aditivos em
mais de um ciclo celular. Também é importante citar que, segundo o Regulamento
Técnico sobre Aromatizantes/Aroma aprovado pela ANVISA (1999), a formulacdo de

qualguer aromatizante alimentar sintético é padronizada mundialmente.

Na Tabela 1, é apresentado o numero de células em interfase e em diferentes
fases da divisdo celular, e os valores de indices mitoticos obtidos a partir de células de
tecido meristematico de raizes de A. cepa tratadas com agua e com 0s aromatizantes
de Chocolate e Morango associados entre si em diferentes doses. As células destas
raizes foram analisadas nos TE 24 e TE 48 horas. Na apresentacdo dos resultados

também foram mostrados os valores significativos de x>.

Tabela 01 - Numero de células observadas em cada fase do ciclo celular de
tecido meristemético de raizes de Allium cepa tratadas com o0s aromatizantes
alimentares sintéticos, idénticos aos naturais, de Chocolate e Morango associados
entre si em diferentes doses, nos TE 24h e TE 48h. As doses em estudo foram: 0,2; 0,4
e 0,6 ml.

AROMATIZANTE DE CHOCOLATE / AROMATIZANTE DE MORANGO

Solucéao TE TCII P M A T TCD IM (%)
Tratamento -
Doses
associadas

(ml)



ACO0,2/AM 0,4

ACO0,2/AM 0,6

ACO0,4/AMO0,2

ACO0,4/AMO0,6

AC0,6/AMO0,2

ACO0,6/ AM0,4

CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h

4.467
4.914
4.909
4.362
4.724
4.733
4.376
4.727
4.797
4.437
4.903
4.907
4.546
4.807
4.901
4.495
4.938
4947

195
43
50

234
52
41

229

148
84

321
59
63

318
94
52

309
32
25

144
17
19

159
19
12

229
99
98

128
22
18
93
58
31

113
14
18

99
18
14
135
11
13
93
19
12
88
08
09
40
22
11
83
13
07

95
08
08
110
14
11
73
07
09
26
08
03
03
19
05
13
03
03

533
86
91

638
96
77

624

273

203

563
97
93

454

193
99

505
62
53

29

10,7°
1,7°
1,8"
12,87
1,9
1,5°
12,5°
5,5°
4,1°
11,3°
1,9°
1,9°
9,12
3,7°
2,0°
10,17
1,4°
1,0°

TCIlI — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle;

IM — indice Mitético, TCD — Total de células em divisdo; AC — Aromatizante Chocolate; AM —

Aromatizante Morango, / - associacdo. Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um mesmo

tratamento nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% pelo teste xz.

A partir dos resultados descritos na Tabela 01, verificou-se que os indices

mitoticos obtidos para os TE 24h e TE 48h de todas as associagfes (tratamentos) em
analise, AC 0,2/AM 0,4; AC 0,2/AM 0,6; AC 0,4/AM 0,2; AC 0,4/AM 0,6; AC 0,6/AM 0,2

e AC 0,6/AM 0,4, foram significativamente diferentes em relagéo aos indices de diviséo

celular obtidos para os seus respectivos controles, mostrando-se citotdéxicos. Porém,
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quando comparados os indices mitéticos dos TE 24h destes tratamentos com 0s seus

especificos TE 48h observou-se que ndo foram estatisticamente diferentes entre si.

Na Tabela 2, & apresentado o numero de células em interfase e das diferentes

fases da divisdo celular, bem como os valores de indice mitotico obtidos a partir de

células de tecido meristematico de raizes de A. cepa tratadas com agua e com as

solugbes tratamentos provenientes da associacao entre os aromatizantes de Chocolate

e Leite Condensado em diferentes doses. Estas associacdes foram analisados nos TE

24 e TE 48 horas. Também foram apresentados os valores significativos de x°.

Tabela 02 - Numero de células observadas em cada fase do ciclo celular de

tecido meristematico de raizes de Allium cepa tratadas com os aromatizantes

alimentares sintéticos, idénticos aos naturais, de Chocolate e Leite Condensado,

associados em diferentes doses, nos TE 24 e TE 48 h. As doses em estudo foram: 0,2;

0,4 e 0,6 ml.

AROMATIZANTE DE CHOCOLATE / AROMATIZANTE DE LEITE CONDENSADO

Solucéao TE
Tratamento -
Doses
associadas
(ml)
CO

ACO0,2/ALCO04 24h
48h
CO
AC0,2/ALCO0,6 24h
48h
CO
AC0,4/ALCO,2 24h
48h

TClI

4663
4730
4855
4495
4469
4627
4567
4557
4665

P

199
82
67

207

213

197

238

204

191

M

68
120
47
140
144
95
62
140
95

A

46
40
18
115
119
47
25
64
32

T

24
28
13
43
45
34
08
35
17

TCD

337
270
145
505
531
373
433
443
335

IM (%)

6,7
5,42
2,9
10,12
10,6
7,42
8,7
8,9°
6,7°
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CO 4528 279 84 65 44 472 9,4%
ACO0,4/ALCO,6 24h 4577 262 79 61 21 423 8,4%
48h 4695 199 47 44 15 305 6,1°
CO 4514 332 75 61 18 486 9,7%
ACO0,6/ALCO,2 24h 4514 261 97 74 54 486 9,7%
48h 244 72 51 50 417 8,3%
CO 4526 332 81 31 30 474 9,5%
ACO0,6/ALCO0,4 24h 4591 239 88 35 47 409 8,2%
48h 4757 181 40 14 08 243 4,8°

TCIl — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle;
IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; AC — Aromatizante Chocolate; ALC —
Aromatizante Leite Condensado; / - associacdo. Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um

mesmo tratamento nao diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste x°.

Como pode ser observado na Tabela 2, os indice mitoticos de TE 24h e TE 48h
obtidos para os tratamentos provenientes da associacdo entre os aromatizantes de
Chocolate e Leite Condensado, AC 0,2/ALC 0,4; AC 0,2/ALC 0,6; AC 0,4/ALC 0,2 e AC
0,4/ALC 0,6; AC 0,6/ALC 0,2 e AC 0,6/ALC 0,2, ndo diferiram do indice de divisdo
celular obtido para seus respectivos controles. Dentro de cada tratamento, quando
confrontado o indice mitético de TE 24h e TE 48h também se verificou que néo foram
significativos entre si. No entanto, para estas associagdes, mesmo que nao significativo,
o indice mitético em todos os TE 48h diminuiu em relacdo aos seus respectivos
controles e TE 24h.

Tabela 3 - Numero de células observadas em cada fase do ciclo celular de tecido
meristematico de raizes de Allium cepa tratadas com os aromatizantes alimentares
sintéticos, idénticos aos naturais, de Morango e Leite Condensado, associados em

diferentes doses, nos TE 24 e TE 48 h. As doses em estudo foram: 0,2; 0,4 e 0,6 ml.

AROMATIZANTE DE MORANGO / AROMATIZANTE LEITE CONDENSADO



Solucéo
Tratamento -
Doses
associadas

(ml)

AMO0,2/ALC 0,4

AM 0,2/ ALC 0,6

AM 0,4/ ALCO0,2

AM 0,4/ ALC 0,6

AM 0,6/ ALC 0,2

AM 0,6/ ALC 0,4

TE

CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h
CO
24h
48h

TClI

4442
4854
4868
4104
4841
4862
4094
4800
4793
4413
4925
4957
4278
4632
4819
4439
4887
4901

P

287
92
98

434

155
63

456
91
46

251
28
24

538
99
90

341
56
28

140
90
18

206
64
52

211
77
37

187
20
14

111
47
36

145
26
08

88
58
13
169
30
15
163
26
20
77
16
05
51
42
38
57
15
11

43
26
03
87
10
08
76
06
04
62
11
03
22
20
17
18
16
02

TCD

558
216
132
896
259
138
906
200
107
587
75
46
722
208
181
561
113
49

32

IM (%)

11,1
4,3
2,6

17,9°
5,1°
2,7°

18,1°
4,0°
2,1°

11,72
1,5°
0,9°

14,47
4,1°
3,6

11,2°
2,2°
1,0°

TCIl — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle;

IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo dentro de um tratamento; AM — Aromatizante

Morango, ALC — Aromatizante Leite Condensado; / - associagdo. Valores de IM seguidos da mesma letra

dmmndeun1memnoﬂﬂamemonéodﬁmems@nmcmwameMeaonNddeS%wmkneﬁex?
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Verificou-se na Tabela 03, que em todos os tratamentos provenientes da
associagao entre os aromatizantes de Morango e Leite Condensado, AM 0,2/ALC 0,4;
AM 0,2/ALC 0,6; AM 0,4/ALC 0,2; AM 0,4/ALC 0,6; AM 0,6/ALC 0,2 e AM 0,6/ALC 0,4,
os indices de divisdo celular dos seus TE 24h e TE 48h foram significativamente
diferentes aos obtidos para os seus controles. Porém quando comparados, dentro de
um mesmo tratamento, os TE 24h e 48h nao diferiram entre si.

Com os resultados apresentados nas Tabelas 01, 02 e 03 pode-se sugerir que 0
aromatizante de Morango foi o mais citotdéxico dos aditivos testados. Na tabela 01,
observa-se que sempre que a dose deste aromatizante era maior que 0,2 ml, como nas
associacbes AC 0,2/AM 0,4; AC 0,2/AM 0,6; AC 0,4/AM 0,6 e AC 0,6/AM 0,4, o indice
de divisdo celular foi drasticamente reduzido ja no TE 24h em relacdo aos seus
respetivos controles. Isto também foi verificado na Tabela 03, onde os tratamentos AM
0,4/ALC 0,2; AM 0,4/ALC 0,6; AM 0,6/ALC 0,2 e AM 0,6/ALC 0,4 tiveram seus indices
mitéticos significativamente reduzidos no TE 24h e TE 48h quando comparados aos
seus controles. Nos tratamentos onde a dose 0,2 ml do aditivo de Morango esteve
associada, AC 0,4/AM 02 e AC 0,6/AM 0,2 (Tabela 1), e AM 0,2/ALC 0,4 e AM 0,2/ALC
0,6 (Tabela 3), a inibicdo significativa da divisdo celular também ocorreu, porém de
forma gradativa entre os dois TE. Ja na Tabela 02, os tratamentos provenientes da
associacdo entre os aromatizantes de Chocolate e Leite Condensado, também
reduziram a divisdo celular do tecido em andlise de forma gradativa entre os TE, no

entanto, esta reducéo nao foi estatisticamente significativa.

Marques et al. (2015). analisaram individualmente os aromatizantes alimentares
de Chocolate, Morango e Leite Condensado em células meristeméaticas de raizes de A.
cepa, utilizando as doses de 0,2; 0,4 e 0,6 ml, nos tempos de exposicao de 24 e 48
horas, e verificaram que para o aromatizantes de Leite Condensado, somente a dose
0,6 ml inibiu significativamente o ciclo celular nos dois tempos de exposi¢cao
observados. Para o de Chocolate foi verificado que a dose de 0,4 ml no tempo de
exposicdo 48 horas, e a de 0,6 ml nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas
diminuiram significativamente o indice mitético das células do sistema A. cepa. Ja o

aditivo de Morango nas trés doses e nos dois tempos de exposicdo estabelecidos
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reduziu drasticamente a divisdo celular logo no TE 24h, dado este que corrobora aos
resultados obtidos aqui neste estudo de maior citotoxicidade para este aroma as células
de raizes de A. cepa em relacdo aos aditivos de Chocolate e Leite Condensado. De
acordo com Gomes et al. (2013), a reducdo de indice mitético ocasionada por
compostos quimicos em células normais, sem nenhum tipo de alterag&o, ocasiona o
mal funcionamento de um tecido em fungcdo de n&o permitir a reposicdo normal de
células, alterar a expressdo génica e, consequentemente, resultar no mal

funcionamento do 6rgao onde esta localizado.

Nenhum dos tratamentos em associac¢do de Chocolate/Morango, Chocolate/Leite
Condensado e Morango/Leite Condensado induziram numero significativo de alteracfes
de fuso mitético e microndcleos, sendo portanto ndo genotdxicas nestas condicdes de
estudo. Este resultado também corrobora com os dados obtidos por Marques et
al.(2015) , que também nédo observaram alterac6es de fuso e nem cromossémicas em
namero significativo em sua pesquisa de avaliacdo de toxicidade em nivel celular
destes aromatizantes analisados individualmente. Os tipos de alteracdes celuares
observadas com os aromatizantes em associcdo, foram micronulcleos, metafase

colchicinica, anafase com ponte e teléfase com ponte.

Infelizmente ndo se encontrou a descricdo da composicdo quimica referente a
estes trés aromatizantes. No entanto, na literatura cientifica, apesar de poucos, sao
encontrados trabalhos de avaliacdo de toxicidade de alguns constituintes das classes
de compostos quimicos que podem compor a formulacdo dos aditivos de aroma e sabor
em geral. Dentre 0s conservantes, classe que inibe o desenvolvimento microbiano em
alimentos, estdo o benzoato de potassio, benzoato de sddio e nitrato de potasio ,
compostos estes que, segundo Mpountoukas et al. (2010) e Zequin et al.(2011) , foram
clastogénicos, mutagénicos e citotoxicos as células normais de sangue periférico
humano. Também encontra-se o acido borico, acido citrico, citrato de potassio e citrato
de sédio que, de acordo Tukoglu (2007) , acarretaram reducao significativa ao indice
de divisdo celular das células de meristemas de raizes de A. cepa, mostrando-se

citotoxicos.
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Para a classe de diluentes, compostos importantes por manterem a uniformidade
e facilitarem a incorporacdo e disperséo de aromas concentrados nos produtos
alimenticios, Demir; Kocaoglu; Kaya (2010) verificaram que alcool benzoico em altas
concentracfes promoveu danos significativos ao fuso mitético, e consequentemente a
divisdo celular em células sanguineas humanas provenientes de sangue periférico. J4 o
diluente diacetil (2,3-butadiona), em ensaio de mutagcdo génica em linfoma de ratos,
causou danos significativos ao loci do cromossomo 11 destas células, causando perda
da expressdo dos genes para enzima timidina-quinase neste animais . Ainda para o
diluente diacetil, foi verificado que tal composto tem o potencial de substituir bases de
timina por guaninas em regifes de eucromatina, também acarreta 0 rompimento de
pontes de hidrogénio e de dissulfeto em estrutura terciaria de enzimas envolvidas no

processo de divisao celular.

Apesar de muito expressivos, os dados obtidos por estes pesquisadores néo
podem ser diretamente atribuidos aos resultados obtidos aqui para os aromatizantes de
Chocolate, Morango e Leite Condensado, em funcdo de ndo se ter informacdes de
quais compostos quimicos estdo representando os conservantes e os diluentes na
composicédo quimica destes ingredientes. E importante enfatizar que para cada uma
das classes que compfdem os aditivos de aroma e sabor, em média, trinta compostos
guimicos estéo representando-as. Dentre elas, a Unica que possui restricdo de uso de
alguns de seus constituintes € a de solventes de extracdo, onde o &cido agarico, aloina,
beta-azorona, berberina, cumarina, acido cianidrico, hipericina, pulegona, quassina,
safrol e isosafrol, santonina e tuyona alfa e beta possuem limites maximos toleraveis

para comporem 0s aromatizantes alimentares.

Dessa forma, Konishi; Hayashi; Fukushima (2011) , alertam para a necessidade
de avaliacbes toxicologicas das classes constituintes e/ou dos aromatizante ao qual
fazem parte, para que, juntamente com as pesquisas de toxicidade em nivel celular ja
realizadas, se possa repensar e/ou reorganizar o conteldo presente nos documentos
técnicos das agéncias responsaveis pela regulamentacédo destes aditivos alimentares.
Estes autores ainda relembram que o0s aromatizantes alimentares Esparteina,

Hexanoato de alila e Quinina foram proibidos por estes 6rgaos reguladores no inicio da
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década de 80 em funcdo dos resultados provenientes de estudos de avaliacdo de
toxicidade aguda e a longo prazo realizados em diferentes sistemas testes.

Também é relevante mencionar que a ANVISA (2007), apesar de nao citar em
documento quais estudos, concentracbes e compostos, € nem quais aromatizantes
determinaram tal conclusdo, declara em seu documento técnico sobre a
regulamentacdo de aromatizantes que doses elevadas de tais aditivos sintéticos
provocam agoes irritantes e narcéticas ao organismo, podendo produzir toxicidade ao
trato digestério quando utilizadas cronicamente e de maneira indiscriminada.
Entretanto, Salinas (2002) e Honorato e Nascimento (2011), declaram em seus
manuscritos que a utilizacdo de aromatizantes alimentares em doses baixas nao
promove risco a saude humana. Porém, quando as doses séo elevadas, estes autores
relatam que tais ingredientes podem provocar agdes irritantes, narcoéticas e toxicidade
celular cronica a longo prazo, sempre que empregados em doses superiores as
recomendadas. No entanto, da mesma forma que o 6rgao de vigilancia nacional, ndo
especificam quais doses sdo consideradas altas ou baixas. Também nao discriminam
quais aromatizantes possuem esta acdo e nem quais foram os organismos de prova

utilizados para a obtencéo destas informacdes.
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5 CONCLUSAO

Todos os tratamentos em associacao avaliados reduziram a divisado celular das
células meristematicas de raizes de A. cepa, porém, ndo foram genotoxicos a este
organismo teste. O aromatizante de Morango foi o0 que demonstrou maior toxicidade as

células do tecido em analise.

Com os resultados obtidos neste trabalho, aliado aos ja descritos na literatura
cientifica, verifica-se que embora a utilizacdo de aromatizantes em alimentos seja
permitida por agéncias de vigilancia alimentar em todo o mundo, torna-se necessario a
andlise constante do potencial téxico destes compostos (ou de seus constituintes
quimicos) para, cada vez mais, se determinar, com propriedade, a real citotoxicidade
destes aditivos, com énfase aos de Chocolate, Morango e Leite Condensado, prezando
sempre pelo bem-estar daqueles que os consomem. Outros sistemas testes, com
animais e em culturas de células normais, também devem ser utilizados para a

avaliacao de toxicidade destes trés aditivos de aroma e sabor.
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