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RESUMO

Objetivou-se neste estudo avaliara citotoxicidade e a genotoxicidade dearomatizantes
sintéticos idéntico ao natural de Uva, Ameixa e Laranja. Esta avaliacdo se deu por meio das
células meristematicas de raizes de Allium cepa L., nos tempos de exposicéo 24 e 48 horas, no
qual cada aditivo foi avaliado nas doses de 1,4; 0,7 e 2,8 ml. Apos os tratamentos, as raizes
foram fixadas, hidrolisadas, coradas e analisadas em microscopio éptico, onde se analisou
para cada controle e tempo de exposicdo um total de 5.000 células. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste estatistico Qui-quadrado (p<0,05). A partir dos resultados verificou-se
que a dose 0,7 ml do aromatizante de Uva, no tempo de exposic¢do 48 h, e as doses 0,7; 1,4 e
2,8 ml dos aditivos de Ameixa e Laranja, nos tempos de exposicdo 24 e 48 h, inibiram de
forma significativa a divisdo celular dos tecidos estudados, mostrando-se citotoxicas. Ainda, a
dose 0,7 ml de Uva no tempo de exposicao 48 h, bem como as doses 0,7; 1,4 e 2,8 ml de
Ameixa, nos dois tempos de exposicdo estabelecidos, causaram aberragOes celulares em
ndmero significativo aos meristemas de raizes, mostrando-se nas condi¢cBes analisadas
genotoxicas.

Palavras-chave: aromatizantes alimentares, toxicidade, divisdo celular, aberracdes celulares.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity and genotoxicity of grape, plum and
orange synthetic flavorings, identical to natural. The evaluation was through the root
meristem cells of Allium cepa L., at exposure times 24 and 48 hours, in which each additive
was evaluated at doses of 1.4; 0.7 and 2.8 ml. After the treatments, the roots were fixed,
hydrolysed, stained and examined under an optical microscope, under which a total of 5,000
cells were analyzed for each control and exposure time. The data were subjected to the Chi-
square test statistical test (p <0.05). The results verified that the dose of 0.7 ml of grape
flavoring at the 48 hr exposure time, and the doses 0.7; 1.4 and 2.8 ml of orange and plum
additives, at the 24 and 48 hr exposure times, significantly inhibited cell division of the
tissues studied, presenting as cytotoxic. Furthermore, the 0.7 ml dose of the grape at the 48 hr
exposure time, and the doses 0.7; 1.4 and 2.8 ml of plum, at the two exposure times
established, caused cellular aberrations to the root meristems in significant numbers, thus
being genotoxic under the conditions analyzed.

Keywords: food flavorings, toxicity, cell division, cell aberrations.
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1.INTRODUCAO

Nas ultimas décadas os aditivos ou microingredientes alimentares tornaram-se
imprescindiveis para a industria alimenticia. Dentre eles,os aditivos aromatizantes tém
especial importancia em razdo de conferirem propriedades sensoriais de aroma e sabor aos
mais variados tipos de alimentos industrializados (KONISHI et al., 2011; XU et al., 2013).

Na inddstria, a formulacdo das substancias aromatizantes é classificada como
complexa. Tal classificacdo se d& em virtude de serem constituidas por vérias classes de
compostos quimicos, como diluentes, antioxidantes, antiespumantes, conservantes,
emulsificantes, estabilizantes, reguladores de acidez, real¢adores de sabor, antiumectantes,
antiaglutinantes, corantes, e solventes de extracdo e processamento (BRASIL, 2007; KOCA et
al., 2015).Em ambito mundial,os aditivos de aroma e sabor sdo normatizados pelas agéncias
Foodand Agriculture Organization (FAO) e Flavourand ExtractManufactuerAssociation
(FEMA) (XU et al., 2014), e no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) por meio da Resolu¢cdo RDC n° 2 de 15 de janeiro de 2007 (BRASIL, 2007). Estes
o6rgdos de vigilancia dividem os aromatizantes alimentares em trés grupos:naturais; sintéticos
idénticos aos naturais e sintéticos artificiais.

Apesar de serem fundamentais para a confeccdo de alimentos industrializados, 0s
microingredientes aromatizante sdo considerados um avanco polémico do campo da ciéncia e
tecnologia de alimentos por muitos especialistas da area de satde. Tais profissionais alegam
que estes aditivos contribuem de forma significativa para o0 empobrecimento da dieta e para o
desencadeamento ou potencializacdo de patologias, como distdrbios no funcionamento do
trato digestorio e reacdes alérgicas (KONISH et al., 2011; KOCA et al., 2015; MARQUES et
al., 2015).

Além disso, peritos da area de seguranca alimentar declaram que os aromatizantes,
principalmente os sintéticos, suscitam uma série de duvidas quanto aos seus potenciais efeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos, uma vez que, estudos sobre a toxicidade em nivel
celular de tais substancias séo praticamente inexistentes na literatura cientifica(KONISHI et
al.,, 2011; MARQUES et al.,, 2015; KOCA et al., 2015). Em razdo desta caréncia de
informagdes, os 6rgdos de vigilancia alimentar, até o presente momento, ainda ndo possuem
estabelecidos em documento os indices de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para estes aditivos
(ZEQUIN et al., 2011; MORE et al., 2012; MARQUES et al., 2015).

Compostos citotoxicos e/ou genotoxicos tém o potencial de alterar mecanismos

celulares vitais, como a duplicacdo e a transcrigdo génica, e promover alteraces de fuso
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mitdtico e quebras cromossdmicas. Estas alteragdes podem comprometer significativamente a
divisdo celular do tecido ou 6rgdo afetado e desencadear e/ou potencializar processos
cancerosos (BAGATINI et al., 2007; VALAVANIDIS et al., 2013; ZILIFDAR et al., 2014).
De acordo com Zaineddin et al. (2012), o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer
resulta da interacdo entre fatores enddgenos e ambientais, sendo o0 mais notavel deles a dieta
alimentar, principalmente quando constituida por alimentos industrializados em demasia.
Ainda, Bendino et al. (2012) e Louzada et al. (2015) citam que mais de 40% dos diversos
tipos de cancer sdo iniciados ou potencializados em razdo de dietas inadequadas ricas em
aditivos alimentares.

E importante citar que na formulacio dos aromatizantes alimentares, a (nica classe de
compostos que possui restricdo de uso normatizada pelos 6rgdos de seguranca alimentar é 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 tolerdveis discriminados em documento (BRASIL, 1999;
BRASIL, 2007). No entanto, na composicao dos aromatizantes em geral, 11 sdo as classes de
compostos quimicos encontradas, onde cada uma é formada, em média, por 20 compostos
quimicos, e no qual a maioria ndo foi avaliada ainda quanto aos seus potenciais citotoxicos e
genotdxicos.

As células meristematicas de raizes deAllium cepa L. (cebola)sdo eficientes
bioensaiospara o0 screening inicial de citotoxicidade e genotoxicidade de compostos quimicos
em funcdo de oferecerem excelentes propriedades cinéticas de proliferacdo, cromossomos
grandes e em numero reduzido (2n=16) o que facilita a deteccdo de alteracdes de fuso
mitético e de quebras cromossémicas (HERRERO et al., 2011; LACERDA et al., 2014).
Também proporciona uma verificacdo de alteracdes no indice de divisdo celular ou mitético
guando exposto a compostos quimicos com potencial acdo citotoxica (HERRERO et al.,
2011; MARQUES et al., 2015). Ainda, o sistema A. cepa demonstra, em grande parte das
vezes, similaridade satisfatoria aos resultados obtidos com outros bioensaios (HERRERO et
al., 2011; MARQUES et al., 2015). 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 o potencial toxico de corantes sinteticos utilizados na industria de alimentos e
observaram resultados semelhantes aos obtidos em sistemas testes animais e com culturas de

células.
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Com base no contexto abordado, propds-se no presente estudo avaliar, em meristemas
de raizes de A. cepa, 0 potencial citotoxico e genotoxico de aromatizantes alimentares
sintéticos idénticos aos naturais de Uva, Ameixa e Laranja, aditivos estes extensivamente

utilizados na confeccao de balas, gomas, sorvetes, sucos, gelatina e refrigerantes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Com o favorecimento do progresso da industria quimica sobreveio o uso de aditivos
alimentares pela industria alimenticia para aprimorar as condi¢cbes de armazenamento e
proporcionar uma alimentacao segura, visando suprir as perspectivas do mercado consumista
(REZENDE; NASCIMENTO; PIOCHON, 2008). Varios fatores como o trabalho da mulher
fora de casa, maior praticidade, presteza, resisténcia, adequada acessdo do produto e também
a estabilidade econdmica vem contribuindo muito para admisséo e custeamento de alimentos
provindos da industria nos costumes alimentares de todos os consumistas, desde a menor até a
maior idade (AQUINO; PHILIPPI, 2002).

Tecnologicamente, os aditivos alimentares exercem um papel de grande importancia
para o desenvolvimento de alimentos. No entanto, o uso dos mesmos é uma questao que alerta
a preocupacdo das pessoas que 0s consomem, deixando-as mais cuidadosas com a seguranca
alimentar. Dos muitos componentes incluidos a seguranca alimentar, os aditivos alimentares
ficam entre os mais controversos (VARELA; FISZMAN, 2013). Estes aditivos, embora
tenham pouco custo de producdo e oferecam aos alimentos um tempo mais prolongado de
validade, se mostram bem polémicos em relag&o a sua a¢cdo no organismo, e séo assinalados
como causadores de reacdes antagbnicas (SAYED et al.2012).

Durante séculos os aditivos foram utilizados para realcar o sabor, dar cor e prolongar o
prazo de validade dos produtos alimenticios, no entanto no século XX seu uso passou a ser
monitorado (RANGAN E BARCELOUX, 2008). A partir dai, 0 uso de muitos aditivos nos
Estados Unidos ja foi proibido, por conta de seus possiveis efeitos danosos a salde (FDA,
2011). Nos primdrdios da utilizacdo de aditivos alimentares, estes eram de origem natural,
tempos depois os aditivos sintéticos foram gradativamente sendo introduzidos até que sua
utilizacdo se tornou predominante (RANDHAWA;BAHNA, 2009).

Diversos estudos apontam reagdes adversas aos aditivos, tanto na forma crénica como
aguda. Pode-se citar como exemplo as rea¢des toxicas no metabolismo causadoras de alergias,
alteracdo no comportamento e até carcinogenicidade, que € observada em um tempo mais
prolongado (POLONIO, 2009). Para definirem os efeitos danosos causados por um aditivo
alimentar ou qualquer um dos seus derivados, submete-se este aditivo a testes e avaliagOes de
toxicidade adequada. E necessario que todos os aditivos alimentares sejam analisados e
avaliados sempre que necessario para assim observar as mudancas das condicdes de uso e de
quaisquer dados cientificos (BAPTISTA, 2003).
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Nos Estados Unidos o uso de aditivos alimentares € monitorado pela Foodand Drung
Administration (FDA) e no Brasil pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
No ano de 1962 foi criado o JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committeeon FoodAdditives)
que tem como objetivo avaliar o potencial toxico a mutagenicidade e carcinogenicidade
desses aditivos alimentares (ANTUNES; ARAUJO, 2000). Este comité (JECFA), baseado em
dados experimentais, tem como dever aconselhar ou ndo o uso de um determinado aditivo e
estabelecer a quantidade da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para cada aditivo. A Ingestao
Diaria Aceitavel (IDA) recomenda a quantidade certa de um aditivo a ser ingerida diariamente
a longo prazo, ndo vindo esta causar nenhum risco a satde humana, dentro dos conhecimentos
atuais (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

O Comité do Cddex Alimentarius da Organizacdo Mundial de Saide (FAO/OMS)
elaborou o Sistema Internacional de Numeracao de Aditivos alimentares (INS) estabelecendo
um sistema numérico internacional de identificacdo dos aditivos alimentares nas listas de
ingredientes como opc¢édo a consignacdo do nome especifico do aditivo. No rétulo do produto
o aditivo alimentar deve ser indicado pelo nome ou seu INS sendo diferenciado dos
ingredientes (MARCELO et al., 2011). A declaracdo dos aditivos alimentares nas listas de
ingredientes presentes nos rdtulos dos produtos deve informar tanto o nome ou numero INS
quanto a funcéo principal ou fundamental do aditivo no alimento (BRASIL, 2002).

Dentre os diversos tipos de aditivos alimentares pode-se citar 0s corantes,
conservantes, antioxidantes, edulcorantes, acidulantes, espessantes, estabilizantes, umectantes,
e aromatizantes.

Os corantes trazem como principal objetivo proporcionar a conservagdo da cor natural
do produto alimenticio sendo de essencial importancia para que este seja aceito pelo
consumidor quando avaliado a primeira vista. Os alimentos colorido atraem as pessoas antes
pela visdo, e ndo pelo paladar. A dialética do consumo desses produtos tem inicio no olhar:
alimentos coloridos, vistosos, atraentes possuem todos os atributos para serem saborosos.
Portanto a aparéncia do produto para que seja aceitavel € a maior justificativa para o uso dos
corantes (PRADO; GODQY, 2007). Estes estdo divididos em duas classes distintas: sintéticos
e naturais, disponiveis para o0 uso em alimentos. Embora os corantes sintéticos apresentem
pouco custo de producdo e maior firmeza, o nimero permitido pelos paises desenvolvidos
estd caindo gradativamente a cada ano, sendo estes substituidos por corantes naturais.
(CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002). Reddy, Alexander-lindo e Nair (2005)
afirmam que grande parte dos corantes naturais além de proporcionar cor aos alimentos

também possuem propriedades benéficas a saude.
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Diferentemente dos corantes, o grupo dos conservantes alimentares consiste em
substancias que quando acrescentadas a produtos alimenticios impedem ou atrasam as
alteracdes ocasionadas pela acdo de bactérias ou outros agentes. Ultimamente a indUstria de
alimentos vem utilizando cada vez mais conservantes, ja que é numerosa a solicitacdo por
alimentos estaveis quimicamente, seguros e com maior prazo de validade (TONETTO et al.,
2008). Embora sejam essenciais para a conservacdo de alimentos, a barreira e politica
decrescente da utilizacdo de conservantes quimicos estdo diretamente ligadas ao risco
toxicoldgico que estas substancias exibem a saude de quem as consome (FAI; STAMFORD;
STAMFORD, 2008).

Um tipo de aditivos que possui fun¢es bem similares com as dos conservantes é o dos
antioxidantes, sendo estes considerados compostos que apresentam a capacidade de inibir a
deterioracdo oxidativa. Com isto, a presteza antioxidante — de maneira especial a reacdo em
cadeia de produtos naturais e alimentos — tem se mostrado um fator importante na deliberagédo
do valor dietético do mesmo. Tem aumentado o interesse pela descoberta de antioxidantes
modernos e seguros oriundos de fontes naturais, com o0 objetivo de precaver o detrimento
oxidativo de células vivas. Devido a desconfianca de atividades causadoras de
carcinogenicidade, o uso de antioxidantes sintéticos tem baixado. Porém o desempenho de
antioxidantes sintéticos e seus beneficios para a satde ultimamente tem chamado atencdo dos
académicos, sobretudo aqueles retirados de plantas (LIMA et al., 2010).

Outro grupo de aditivos é o dos edulcorantes, conhecidos popularmente como
adocantes sintéticos, sendo considerado um conjunto de compostos que substitui a sacarose,
Estes, quando entram em contato com 0S nossos receptores gustativos, produzem uma
sensacdo que identificamos e chamamos de “doce”. Essas substancias, por ndo serem
produzidas pelo nosso metabolismo ou por serem utilizadas em pequena quantidade,
apresentam uma contribuicdo calorica insignificante; sendo por isto consideradas ndo
caloricas (CAVALINI, 2005).

Enquanto os edulcorantes atuam como adocantes alimentares, h4& um grupo de
substancias adicionadas aos alimentos que possui finalidade de exibir sabores azedos e &cidos.
Essas substancias sdo chamadas de acidulantes, que além de proporcionar os sabores azedo e
acido participam em um sistema de tamponamento (DAMODARAN et al., 2010). De todos 0s
acidulantes os mais usados em produtos alimenticios sdo o: acido citrico, fosforico e lactico
(TORREZAN et al., 2001). Além de terem seu sabor alterado por adocantes e acidulantes, 0s
alimentos podem ainda possuir alteracdes em sua consisténcia por um tipo de aditivo chamado

de espessantes. Estes sdo compostos que acrescem a consisténcia do alimento sem causar
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alteracdo significante, além de oferecerem resisténcia. Sdo elementos que apresentam
propriedades hidrossoltveis e hidrofilicas, usados com o propdésito de dispersar, consolidar e
evitar a sedimentagéo de substancias em suspensdo (ALVES, 2009).

Segundo Valsechi (2001), os alimentos recebem também aditivos estabilizantes, sendo
estas substancias que atuam evitando a separacdo de ingredientes em diferentes fases ao longo
do tempo, proporcionando uma interacdo homogénea de ingredientes que normalmente se
separariam; como, por exemplo, a 4gua e o Oleo. Outro grupo fundamental de aditivos
alimentares € o dos umectantes ou surfactantes, apresentando propriedades que retém ou
absorvem &gua oferecendo um longo prazo de validade aos produtos. Em vista disso, o lacto
de sdédio vem sendo utilizado no controle e inibi¢do do crescimento de alguns microrganismos
durante o tempo de estocagem (FRANCESCHINI et al., 2006).

Além de todos os tipos de aditivos supracitados ha ainda um grupo especial, que tera o
seu potencial citotdxico avaliado no presente trabalho, o grupo dos aromatizantes. Estes sdo
um tipo de aditivo alimentar que apresenta fundamental importéncia por exibirem
propriedades sensoriais que caracterizam cada sabor e aroma de produtos diversos. O aroma
influencia diretamente em mais da metade do gosto de um alimento, e diante de uma elevada
variedade de opcdes e do surgimento de novos produtos alimenticios no mercado sdo as
propriedades que os diferenciam que vao determinar se o produto vai ou ndo ser aceito pelo
consumidor (MELLO et al., 2004).

O Brasil, em termos de mercado de ingredientes e aditivos, fatura anualmente um
valor entre 1,5 bilhdo a 2 bilhdes. Estima-se que cerca de 50% dessa fatura provém do aroma
e 0 restante engloba todos os outros ingredientes e aditivos (GOUVEIA, 2006). Os
aromatizantes sdo utilizados para conferir sabor e aroma aos alimentos industrializados
tornando-o0s mais proximos a produtos de origem natural, aumentando assim as chances de
aceitacdo do consumidor. Identifica-se essa classe de aditivo pela letra F. Eles se classificam
em: natural, sintético idéntico ao natural, sintético artificial, de reacdo ou transformacao de
fumaga (FERREIRA, 2006).

Segundo a ANVISA (2007) os aromatizantes naturais sdo aqueles obtidos por extragao
(processos fisicos), ou processos biotecnoldgicos (microbioldgicos ou enzimaticos) através da
matéria-prima animal ou vegetal, aceitaveis para 0 consumo humano com a presenca de
substancias odoriferas ou sapidas em estado natural ou apds um tratamento adequado. Em
contrapartida, os aromatizantes sintéticos sdo aqueles obtidos por processos quimicos e que se
agrupam em duas categorias: a dos aromatizantes sintéticos idénticos aos naturais e a dos

aromatizantes sintéticos artificiais.
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Os aromatizantes sintéticos idénticos aos naturais sdo compostos de natureza quimica
resultantes de sintese e aqueles isolados por reagdes quimicas a partir de matérias-primas de
origem animal, vegetal ou microbiana que exibem uma estrutura quimica igual aos compostos
presentes nas materias-primas (processadas ou ndo). Por outro lado, os aromatizantes
sintéticos artificiais sdo substancias de natureza quimica resultante de reacdes de sintese e que
nédo estdo presentes ainda em produtos de origem animal, vegetal ou microbiana em estado
primario ou habilitados para o consumo humano (ANVISA, 2007).

De acordo com Salinas (2002), aromatizantes artificiais sintéticos sd&o bem mais
utilizados nos alimentos, por conterem alto poder aromatizante, baixo custo e constancia do
aroma. Estes quando aplicados em dose baixa ndo oferecem risco de toxicidade, porém se
aplicados em dose alta podem causar irritacbes, acbes narcéticas, outros podem produzir
toxicidade cronica prolongada sempre que empregados em altas doses; ja nos aromatizantes
naturais ndo ha risco. Todos os aromas apresentam-se bem complexos, onde alguns produtos
trazem em sua constituicdo mais de mil substancias como a finalidade de apresentar apenas
um aroma que o caracterize (CARVALLO et al., 2005). Por serem muitas em apenas um
produto e por terem constituicdo quimica, segundo Antunes et al. (2000) determinadas
substancias podem apresentar efeitos mutagénicos e/ou tornar favoravel o desenvolvimento de
tumores enquanto outras podem destacar ou extinguir estes efeitos.

O efeito mutagénico é a decorréncia de alteragcdes genéticas causadas por substancias
fisicas, quimicas e bioldgicas induzidas por mutacdes celulares em um organismo (RIBEIRO;
SALVADORE; MARQUES, 2003). Segundo Ribeiro e Marques (2003) as mutacdes sdo as
alteracbes no DNA causadas por erros na duplicacdo do material genético ou na divisao
celular. Estas, apesar de serem de grande relevancia para o processo evolutivo, podem em sua
maioria apresentar efeitos prejudiciais, como malformacdes, desenvolvimento de cancer,
envelhecimento e morte (ERDTMANN et al ,2003).

Os efeitos toxicos manifestam-se em um organismo apenas se 0 agente causador da
toxicidade alcancar lugares especificos do organismo em concentragdo e tempo suficiente
para desenvolver algum tipo de efeito (BARROS et al., 2008). Segundo Polonio e Peres
(2009), esses efeitos adversos estdo ligados a frequéncia e a quantidade consumida por peso
corporal. Com isso a classe infantil é a mais afetada, pois possuem menor peso e menor
tolerancia.

Atualmente, recomenda-se que essas substancias sejam frequentemente submetidas a
testes rigorosos para avaliar a sua capacidade carcinogénica e mutagénica uma vez que esses

compostos quimicos sdo colocados continuamente a disposi¢do dos consumidores (BAYNES;
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DOMINICZAK, 2000, SANSEVERINO; SPRITJER; FACCINI, 2001).Dentre os testes esta
0 de Allium cepa que segundo Leme e Marin-Morales (2009) é um teste viavel pois este
apresenta uma sensibilidade elevada, pouco custo, rapidez e é de facil manipulacdo e
utilizacdo de amostras sem tratamento prévio. Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2013)
ressaltam que os testes com Allium cepa apresentam resultados semelhantes a de outros testes,

mostrando-se eficientes pardmetros de analises citotoxicas.
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3.MATERIAIS E METODOS

O presente 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 janeiro a agosto de 2015.
3.1 Obtencéo dos aromas alimentares e definigdo das doses.

Para a realizacdo das analises, os microingredientes aromatizantes sabor uva, ameixa e
laranja foram obtidos de uma inddstria de fabricacdo de aditivos alimentares localizada na
cidade de Recife, Estado de Pernambuco, Brasil, especializada na comercializacdo nacional e
internacional de aditivos alimentares sintéticos. No rétulo dos trés aromatizantes sugeria-se a
utilizacdo de 7ml de aromatizante para 1,0 Kg de massa. Os bulbos de cebolas utilizados no
experimento pesaram, em media, 200g. Assim, de forma proporcional ao recomendado nos
frascos dos aditivos, definiu-se inicialmente para analise a dose de 1,4 ml, e a partir dela
estabeleceu-se duas outras, 0,7 e 2,8 ml.

E importante mencionar que, de acordo com o Regulamento Técnico sobre
Aromatizantes/Aroma e Sabor aprovado pela ANVISA em 2007 e ainda em vigéncia, a
formulacdo de qualquer aromatizante alimentar sintético é padronizada mundialmente, sendo
de responsabilidade das agéncias de seguranca alimentar a fiscalizacdo de tal composicéo
(BRASIL, 1999; BRASIL, 2007; MARQUES et al., 2015). Ainda, é pertinente informar que
apoOs um extensa busca em sites especializados na venda nacional e internacional de aditivos
de aroma e sabor, a dosagem ideal para consumo, recomendada por diferentes fabricantes, foi,
guase que por unanimidade, a mesma que a utilizada neste trabalho, de 7 ml de aromatizante

de Uva ou Ameixa ou Laranja para 1 kg de massa.
3.2 Obtencao das células meristematicas de raizes de A. cepa e andlise citogenética.

As cebolas foram colocadas para enraizar em frascos com &agua destilada, a
temperatura ambiente (+ 25°C) e aerada, até a obtengdo de raizes com cerca de 2,5 cm de
comprimento. Para analise de cada dose (solugédo) 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 bulbo. Em seguida, as
raizes restantes foram colocadas em suas respectivas solucdes, por 24 horas, procedimento

este denominado de tempo de exposicdo de 24 horas (TE 24h). Apds este tempo foram
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retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as raizes restantes de cada bulbo
foram devolvidas as suas respectivas solu¢Ges onde permaneceram por mais 24 horas, o que
se denominou de tempo de exposicdo de 48 horas (TE 48h). Apds este periodo, raizes
novamente foram coletadas e fixadas.A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol:
acido acético), a temperatura ambiente, por 24 h. Para cada coleta de raiz, retirou-se, em
média, trés raizes por bulbo.

3.3 Preparo, leitura das laminas, e analise estatistica.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram preparadas seguindo o protocolo proposto
por Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio éptico em objetiva de 40x. Para cada
cebola analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para o controle, tempo de
exposicdo 24h e tempo de exposicdo 48h de cada grupo tratamento em andlise. Foram
observadas células em interfase, profase, metafase, anafase e telo6fase. Calculou-se o numero
de células em interfase e em divisdo de cada controle e tempo de exposi¢do, e em seguida
determinado o indice de divisdo celular ou indice mitético. Avaliou-se também a acdo das
doses por meio do ndmero de células micronucleadas, de metafases colchicinicas, pontes

anafasicas, pontes telofasicas e metafases poliploides.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 01, é apresentado o nimero de células em interfase e em diferentes fases da
divisdo celular, e os valores de indice mitoticos obtidos a partir de células dos meristemas de
raizes de A. cepa tratados com agua e com os aromatizantes de Uva, Ameixa e Laranja. Na

descricdo dos resultados foram apresentados os valores significativos de y2.

Tabela 01 - Numero de células observadas para cada fase do ciclo celular em tecido
meristematico de raizes de Allium cepa tratados com agua e com os aromatizantes alimentares
sintéticos de Uva, Ameixa e Laranja, nas doses de 0,7;1,4 e 2,8 ml, nos tempos de exposicao
de 24 e 48 horas.

AROMATIZANTE DE UVA

Dose M A T TCD
- TE TClI P IM (%)
co 3320 894 297 294 195 1680 33,6
0,7 24h 3673 743 198 195 191 1327 26,5
48h 4442 162 129 121 146 558 11,2°
co 3469 767 233 260 271 1531 30,62
1,4 24h 4445 178 149 118 110 555 11,1
48h 4539 126 113 114 108 461 9,2
co 3605 753 322 167 153 1395 27,9°
2,8 24h 4364 265 91 92 98 546 10,9°
48h 4520 238 87 79 76 480 9,6
AROMATIZANTE DE AMEIXA
Dose M A T TCD
- TE TCll P IM (%)
cO 3992 518 135 183 172 1008 20,22
0,7 24h 4486 181 126 161 46 514 10,3°
48h 4832 79 39 38 12 168 3,4°
co 4040 447 193 178 142 960 19,22
1,4 24h 4668 143 113 47 29 332 6,7
48h 4775 81 67 33 44 225 4,5°
[ol0) 4027 5290 200 152 92 973 19,52
2,8 24h 4659 178 97 34 32 341 6.8
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48h 4731 143 73 24 29 269 5,4
AROMATIZANTE DE LARANJA
Doses M A T TCD
associadas TE TCII P IM (%)
(ml)
CO 4255 241 194 162 148 745 14,92
0,7 24h 4859 60 26 34 21 141 2,8
48h 4849 55 33 47 16 151 3,2
CO 4324 207 143 192 134 676 13,52
14 24h 4778 94 34 49 45 222 4,4
48h 4897 47 20 24 12 103 2,1°
CO 4532 219 121 113 115 568 11,42
2,8 24h 4789 63 61 38 49 211 4,2
48h 4871 57 23 21 28 129 2,6

TCIl —Total de células em interfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle; IM
— Indice Mitético; TCD — Total de células em Divisdo. Dentro de um mesmo tratamento, valores de 1M seguidos
da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste ¥?.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 01, verificou-se que o indice mitético
referente a dose 0,7 ml, no tempo de exposicao 24 h, ndo foi significativo quando comparado
com o indice de divisdo celular observado para o seu respectivo controle. No entanto, o indice
de divisdo celular para o tempo de exposicdo 48 h desta mesma dose foi estatisticamente
menor que os indices mitoticos observados para 0s seus respectivos controle e tempo de
exposicdo 24 h.

Em relacéo as doses de 1,4 e 2,8 ml do aditivo de Uva (Tabela 01) foi observado que
os indices de divisdo celular referentes aos tempos de exposicdo 24 e 48 h foram
significativamente menores que os obtidos para os seus especificos controles. Ainda, para
estas duas doses, quando comparado os indices mitoticos do tempo de exposi¢do 24 h com 0s
indices de diviséo celular dos seus especificos tempos de exposi¢do48 h constatou-se que nao
diferiram estatisticamente entre si.

Para os aromatizantes de Ameixa e Laranja (Tabela 01) observou-se que, para as trés
doses avaliadas, 0,7; 1,4 e 2,8 ml,0os indices mitoticos obtidos para os dois tempos de
exposicdo considerados foram significativamente menores que os indices de divisdo celular
obtidos para 0s seus respectivos controles.Porém, quando confrontados o indice de divisdo

celular referente ao tempo de exposi¢do 24 h destas trés doses com o0s seus especificos indices
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mitéticos para o tempo de exposicdo 48 h, verificou-se que ndo foram significativamente
diferentes entre si. Assim, a partir dos resultados apresentados na Tabela 01 que a dose 0,7 ml
de Uva no tempo de exposicdo 48 h, e as doses 0,7; 1,4 e 2,8 ml de Ameixa e Laranja nos
tempos de exposicdo 24 e 48 h foram citotdxicas as células meristematicas de raizes de A.
cepa.

Na Tabela 2, sdo apresentados 0 nimero e 0s tipos de aberragdes celulares encontrados
em células meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com agua e com 0s aromatizantes
alimentares sintéticos de Uva, Ameixa e Laranja nos tempos de exposicao 24 e 48 horas e nas
doses de 0,7, 1,4 ou 2,8 ml. Na descricdo dos resultados foram apresentados os valores

significativos de 2.

Tabela 02 — Numero e tipos de aberracdes celulares observadas em células meristematicas de
raizes de Allium cepa tratadas com agua e com os aromatizantes de Uva e Ameixa, nas doses

de 0,7; 1,4 e 2,8 ml, nos tempos de exposi¢do 24 e 48 horas.

AROMATIZANTE DE UVA

Dose Metéfase Ponte Ponte Microndcleo Célula
(ml) TE colchicinica anafasica telofasica binucleada TAC
CO 00 00 01 00 00 012
0,7 24h 01 00 00 00 00 012
48h 22 49 13 89 00 173
CO 00 00 01 00 00 012
1,4 24h 09 72 22 111 03 217"
48h 00 37 59 98 01 195°
CO 00 01 00 00 00 012
2,8 24h 00 28 33 171 02 234P
48h 18 20 49 108 00 197"
AROMATIZANTE DE AMEIXA
Dose Metéfase Ponte Ponte Microndcleo Célula
(ml) TE colchicinica anafasica telofasica binucleada TAC
CO 01 00 00 00 00 012

0,7 24h 07 11 08 47 09 73P
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48h 04 13 09 35 00 61°
CO 00 01 00 00 00 012
1,4 24h 09 13 13 59 00 94P
48h 09 17 09 62 00 97P
CO 01 00 00 00 00 012
2,8 24h 13 18 07 55 00 93P
48h 05 27 17 39 01 8gP

TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; TAC — Total de Alteragdes Celulares. Dentro de um mesmo

tratamento, valores de TAC seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste

x

Os resultados apresentados na Tabela 02 mostram que a dose 0,7 ml do aromatizante de
Uva, no tempo de exposicdo 24 h, ndo promoveu danos em ndmero relevante as células dos
meristemas analisados. Entretanto, esta mesma dose no tempo de exposicdo 48 h promoveu
alteracdes em namero significativo as células estudadas quando confrontada com a quantidade
de alteracOes observadas para os seus especificos controle e tempo de exposicéo 24 h.

As trés doses avaliadas do aromatizante de Ameixa, nos tempos de exposicéo 24 e 48 h,
induziram ndmero significativo de alteracdes de fuso mitotico e microndcleos as células das
raizes estudadas. Portanto,para a tabela 02 conclui-se que a dose 0,7 ml de Uva, no maior
tempo de exposicdo considerado, e as doses 0,7; 1,4 e 2,8 ml de Ameixa,nos dois tempos de
exposicao, foram genotoxicas as células do organismo teste utilizado.

Convém ressaltar que este foi o primeiro estudo a avaliar e demonstrar toxicidade em
nivel celular para as solugcdes aromatizantes de Uva, Ameixa e Laranja, substancias estas
comercializadas livremente no mercado varejista. Outro ponto importante observado foi que
para os trés aditivos estudados, a dose 1,4 ml, proporcional a dose recomendada para uso
pelos fabricantes, ocasionou toxicidade as células meristematicas de raizes de Aliium cepa.
Ainda, o potencial toxico para os trés aromatizantes foi evidenciado logo na menor dose
avaliada, a de 0,7 ml.

Apesar de serem escassos 0s estudos sobre a toxicidade em nivel celular de
microingredientes aromatizantes, sdo encontrados na literatura cientifica trabalhos que
demonstraram citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidadede alguns dos constituintes
quimicos com agGes diluente e consevante que fazem parte, de acordo com Resolugdo RDC n°
2 de 15 de janeiro de 2007 (BRASIL, 2007), da formulacao dos aditivos de aroma e sabor em
geral. Entre estes constituintes quimicos esta o alcool benzoico,compostos responsavel por

manter a uniformidade e facilitar a incorporacdo e dispersdo dos aromas nos produtos
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alimenticios. Em andlise a acdo em nivel celular deste diluente, Demir et al. (2010)
verificaram que este alcool promoveu danos significativos ao fuso mitotico, e,
conseqlientemente, a divisdo celular de células de sangue periférico humano.

Outro diluente encontrado na formulacdo dos aromatizantes é o diacetil (2,3-butadiona).
Whittaker et al. (2008)citam que este composto em ensaio de mutacdo génica em linfoma de
ratos causou danos significativos ao loci do cromossomo 11 destas células, causando perda de
expressao dos genes para enzima timidina-quinase. Ainda, More et al. (2012) verificaram que
o diluente diacetil teve o potencial de substituir bases de timina por guaninas em regides de
eucromatina e ocasionar o rompimento de pontes de hidrogénio e de dissulfeto em estrutura
terciaria de enzimas envolvidas no processo de divisao celular.

Ja entre os constituintes quimicos responsaveis em retardar a acdo de microrganismos,
enzimas e agentes fisicos nas solucbes de aroma e sabor, estdo o benzoato de potassio,
benzoato de sodio e nitrato de potésio (Brasil, 1999), agentes conservantes que, segundo
Mpountoukas et al. (2010) e Zequin et al. (2011), foram citotoxicos e genotoxicos as células
normais de sangue periférico humano. Na composicdo dos aromatizantes alimentares também
sdo encontrados 0s compostos conservantes acido boérico, acido citrico, citrato de potassio e
citrato de soédio (Brasil, 1999) que, de acordo Tiikoglu (2007), acarretaram redugao
significativa ao indice de divisdo celular de células de meristemas de raizes de A. cepa,

mostrando-se citotoxicos.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho constatou-se que a dose 0,7 do aroma de
uva no tempo de exposicao 48 horas e as trés doses 0,7; 1,4 e 2,8 ml dos aromas sabor ameixa
e laranja nos dois tempos de exposicao 24 e 48h mostraram-se citotdxicas e que as doses 0,7
de uva e 0,7; 1,8 e 2,8ml de ameixa foram genotoxicas as células meristematicas de alium
cepa.

Portanto com base nessa e outras pesquisas ja realizadas de avaliacdo da toxicidade em
nivel celular sobre compostos presentes na formulacdo dos aromatizantes alimentares,
verifica-se que embora a utilizagcdo dos aromatizantes alimentares seja permitida pela EFSA,
FEMA e ANVISA, ha urgente necessidade de estudos mais detalhados, a médio e longo
prazo, em diferentes sistemas teste, dosagens e tempo de exposi¢do, para ai se determinar com
propriedade a toxicidade em nivel celular destas substancias e/ou das classes de compostos
quimicos que as constituem e, dessa forma, assegurar a utilizacdo e consumo segura das

mesmas pela populacéo.
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