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Resumo: Objetivou-se no presente estudo avaliar a toxicidade em nivel celular de aromatizantes
alimentares de Biscoito e Tutti-frutti, nas doses 0,3; 0,6 e 1,3 mL, combinados entre si, em que
para a dose de um aditivo associou-se uma dose diferente do outro aditivo de aroma e sabor em
estudo. Para a andlise das associa¢Ges de aromatizantes utilizaram-se as células meristematicas
de raizes de Allium cepa. Apds os tratamentos, as raizes foram fixadas, hidrolisadas, coradas e
analisadas em microscépio optico. Os resultados obtidos foram avaliados pelo teste estatistico
Qui-quadrado, a 5%. Com base nos resultados, verificou-se que todas as associagdes causaram
efeito antiproliferativo as células do tecido analisado, mostrando, nas condi¢des de analises es-
tabelecidas, efeito citotoxico. Ainda, os tratamentos induziram nimero expressivo de alteracdes
de fuso mitdtico, como metéfases com perda de cromossomos, metafases poliploides, pontes
anafasicas e telofasicas e micronucleos, caracterizando tais associagdes como genotdxicas. Esses
resultados sugerem que esses aditivos em combinacdo tém habilidade em causar toxicidade
em nivel celular. Assim, outros testes, tais como aqueles com roedores e em culturas de células,
devem ser realizados, com preméncia, a fim de definir melhor a toxicidade de tais microingre-
dientes, de modo a assegurar adequadamente a seguranca da populacdo que faz uso deles.

Palavras-chave: aditivos de aroma e sabor; toxicidade, ciclo celular, alteracdes celulares;
tecido meristematico.

Abstract: The objective in the present study to evaluate the toxicity at the cellular level of
food flavorings Biscuit and Tutti-frutti, at doses 0.3; 0.6 and 1.3 ml, combined, where for the
dose of an additive joined to a different dose of another flavor and taste additive under study.
For the analysis of flavor associations was used meristematic cells of Allium cepa roots. After
the treatments, the roots were fixed, hydrolysed, stained and examined under an optical
microscope. The results were evaluated by statistical test Chi-square, 5%. Based on the results
it was found that all associations antiproliferative effect caused cells from tissue analyzed,
being in the set analysis conditions, such as cytotoxic. Still, the treatments induced significant
number of mitotic spindle changes, as metaphases with loss of chromosomes, metaphase
polyploid, anafasicas bridges and telofasicas, and micronuclei, which demonstrated signifi-
cant genotoxic potential. These results suggest that this additive has the potential to lead
toxicity in cell level. Thus, other tests, such as those using rodents and cell cultures should
be performed with urgency to better assess toxicity of such micro ingredients.

Key words: aroma and flavor addtives; toxicity; cell cycle; cellular changes; meristematic tissues.

Resumen: El objetivo en el presente estudio para evaluar la toxicidad a nivel celular de los
aromas alimentarios Galleta y Tutti-frutti, a dosis de 0,3; 0,6 y 1,3 ml, combinado, donde para
la dosis de un aditivo unido a una dosis diferente de otro sabor y el gusto aditivo en estudio.
Para el andlisis de las asociaciones de sabor se utilizo células meristematicas de raices de Allium
cepa. Después de los tratamientos, las raices se fijaron, se hidrolizan, se tifien y se examinan
bajo un microscopio éptico. Los resultados se evaluaron mediante la prueba estadistica de
Chi-cuadrado, 5%. Basandose en los resultados se encontrd que todas las asociaciones anti-
proliferativa efecto causado células de tejido analizado, siendo en las condiciones de analisis
de conjunto, tales como citotdxica. Aun asi, los tratamientos indujeron nimero significativo de
cambios de huso mitotico, como metafases con la pérdida de cromosomas, poliploide metafase,
anafdsicas puentesy telofasicas y micronucleos, lo que demuestra el potencial genotdxico sig-
nificativo. Por lo tanto, las otras pruebas, tales como los que utilizan los roedores y los cultivos
celulares deben llevarse a cabo con urgencia, para una mejor evaluacion de la toxicidad de
dichos ingredientes micro para garantizar la seguridad de las personas que hacen uso de ellos

Palabras clave: arma y sabor aditivos; toxicidade; ciclo celular; tejido meristematico.
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1 INTRODUCAO

A globalizagao e o desenvolvimento de novas tecnologias cau-
saram significativas modificagdes no habito alimentar da populacao,
a qual, nas ultimas décadas, incorporou ao seu cotidiano alimentos
ricos em aditivos ou microingredientes alimentares. Dentre esses
compostos, estdo os aditivos aromatizantes sintéticos, ingredientes
de grande relevancia para a industria alimenticia em razdo de con-
ferirem propriedades sensoriais de aroma e sabor aos mais variados
tipos de alimentos industrializados. Tais microingredientes possuem
formulacdo complexa, constituida por uma variedade de compostos
guimicos, como aqueles de acdo diluente, conservante e umectante.

Em ambito mundial, os aromatizantes sdo normatizados e
autorizados para uso pelos 6rgdos de seguranca alimentar Food and
Agriculture Organization (FAO) e Flavour and Extract Manufactuer
Association (FEMA), e nacionalmente pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Resolugdo RDCn. 2 de 15 de
janeiro de 2007 (BRASIL, 2007). Entretanto esses 6rgdos reguladores
nao possuem definidos o indice de Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) e
as doses limites toleraveis desses microingredientes para as diversas
classes de alimentos industrializados disponibilizadas comercialmente.
Tal condicdo é devida a falta de estudos de avaliagBes toxicoldgicas
para essas substancias de aroma e sabor.

Em atencdo a essa caréncia de informacdes, as proprias agén-
cias reguladores, FEMA e ANVISA, em seus documentos técnicos,
classificam como prioritaria a realizagdo de pesquisas que avaliem os
potenciais citotdxicos e genotdxicos dos microingredientes de aroma
e sabor, por meio de diferentes bioensaios (BRASIL, 2007), e sugerem
as células meristematicas de raizes de Allium cepa L. (cebola) como
um importante sistemas teste para o screnning inicial da toxicidade
aguda em nivel celular de aditivos alimentares em geral.
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No entanto, apesar da escassez de estudos sobre a acdo dos
aditivos de aroma e sabor em nivel celular, encontra-se na literatura,
também em numero reduzido, avaliagdes de toxicidade de alguns
componentes quimicos que fazem parte da composicdao bdsica dos
aromatizantes alimentares em geral, e que demonstraram citotoxici-
dade e genotoxicidade significativas aos bioensaios aos quais foram
testados, corroborando, como serd mostrado adiante, os resultados
obtidos aqui com aromatizantes alimentares. Dentre essas pesquisas,
estdo as de Tukoglu (2007), Whittaker et al. (2008), Demir, Kocaoglu
e Kaya (2010) e Zequin et al. (2011).

Portanto, com base no contexto abordado, teve-se por objetivo
avaliar a citotoxicidade e a genotoxidade de aromatizantes alimen-
tares sintéticos artificiais de Biscoito e Tutti-frutti combinados entre
si, uma vez que esses dois aditivos sdo amplamente encontrados em
associacdo em biscoitos recheados, bolachas wafer, cakes, cookies,
brownies, entre outros alimentos industrializados.

2 MATERIAIS E METODOS

Os aditivos de aroma e sabor de Biscoito e Tutti-frutti foram
obtidos de uma empresa localizada na cidade de Recife, Estado de
Pernambuco, Brasil, especializada na fabricacdo e comercializagao
nacional e internacional de aditivos alimentares sintéticos em geral.

No rotulo dos dois aromatizantes, sugeria-se a utilizagdo de 3ml
de aditivo para 1,0Kg de massa. Os bulbos de A. cepa selecionados
para a avaliacdo de toxicidade tinham, em média, 200g. Assim, de
forma proporcional ao recomendado nos frascos dos dois microin-
gredientes, definiu-se inicialmente para andlise a dose 0,6ml e, a
partir dela, estabeleceram-se duas outras, 0,3 e 1,2 ml. Avaliaram-
se os tais aditivos associados entre si, nos quais, para cada dose do
aromatizante de Biscoito (BIS), combinou-se uma dose diferente do
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aditivo de Tutti-Frutti (TF). Desse modo, os tratamentos em associa¢do
analisados no presente estudo foram: BIS0,3 mL/TF 0,6 mL; BIS0,6
mL/TFO,3mL;BIS1,2mL/TFO0,3mL;BISO,3mL/TF1,2mL;BIS1,2
mL/TFO0,6 mL; BISO,6 mL/TF 1,2 mL.

Para arealizacdo desse bioensaio, bulbos de cebola foram postos
em frascos aerados com agua destilada, a temperatura ambiente (+
27°C), aerados constantemente, até a obtencdo de raizes de 2,0 cm
de comprimento. Para a analise de todo o tratamento utilizaram-se
cinco bulbos de cebola. Antes de colocar os bulbos em contato com
0s seus respectivos tratamentos, algumas raizes foram coletadas e
fixadas para servirem de controle do proprio bulbo. Em seguida, as
raizes restantes foram postas em suas respectivas solugdes por 24
horas, procedimento denominado de tempo de exposicdao 24 horas.
Apds esse tempo, foram retiradas algumas raizes e fixadas.

Feito tal procedimento, as raizes restantes de cada cebola foram
devolvidas aos seus respectivos tratamentos onde permaneceram
por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposicao 48
horas. Apds esse periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas.
A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: dcido acético) por
24 horas. Em cada coleta, retiram-se, em média, trés raizes por bulbo.
Portanto todo o tratamento foi constituido de trés grupos de andlise,
o Controle, o Tempo de Exposicdo 24 horas e o Tempo de Exposicdo
48 horas e, para cada grupo, analisou-se um total de 5.000 células,
ou seja, mil células por bulbo.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram preparadas seguin-
do o protocolo proposto por Guerra e Souza (2002), e analisadas em
microscopio dptico em objetiva de 40x, onde se observou células em
interfase, préfase, metafase, anafase e teldfase para a determinagdo
do indice de divisdo celular ou indice mitotico. Avaliou-se também a
acdo dos tratamentos com base na frequéncia de alteracdes celula-
res, como as alteragBes ocasionadas pelo ndo alinhamento correto
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dos cromossomos na placa equatorial, as decorrentes do atraso de
cromossomos durante a movimentacdo ocasionada pelas fibras do
fuso mitodtico, as oriundas de quebras cromossdmicas com a formacado
de fragmentos acéntricos e/ou cromossomos em atraso que perma-
neceram a deriva na célula ao final da divisdo celular, entre outros
disturbios celulares. Os resultados obtidos foram analisados pelo teste
estatistico Qui-quadrado (x%), a 5%, por meio do programa BioEstat
4.0 (AYRES et al., 2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante esclarecer que compostos citotdxicos e genotd-
xicos tém o potencial de alterar mecanismos celulares vitais, como a
duplicacdo e a transcrigdo génica, bem como, promoverem alteracdes
de fuso mitético. Tais alteracdes podem comprometer significativa-
mente a divisdo celular do tecido ou 6rgdo afetado e desencadear
e/ou potencializar processos cancerosos (ZILIFDAR et al., 2014). De
acordo com Zaineddin et al. (2012) Sales et al. (2017), o desenvolvi-
mento dos tipos mais comuns de cancer resulta da interacdo entre
fatores enddgenos e ambientais, sendo o mais notdvel deles a dieta
alimentar, particularmente quando constituida de alimentos indus-
trializados em demasia.

Conforme descrito na Tabela 1, as combinacdes de doses de
Biscoito e Tutti-frutti, BISO,3 mL/TF0,6 mL; BISO,3 mL/TF 1,2 mL; BIS
1,2mL/TF0,6 mLeBIS0,6/TF 1,2 mL, causaram reducdo expressiva
da divisdo celular nos tecidos meristematicos de raizes imediatamen-
te no menor tempo de andlise avaliado. Em A. cepa, esse resultado
caracteriza tais associacdes como citotdxicas.
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Tabela 1- Numero de células observadas em cada fase do ciclo celular
presentes em tecido meristematico de raizes de Allium cepa tratados
com agua e com os aromatizantes alimentares sintéticos artificiais de
Biscoito e Tutti-frutti, nas doses de 0,3; 0,6 e 1,2 ml, associados entre
si, e avaliado nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas

AROMATIZANTE DE BISCOITO / AROMATIZANTE DE TUTTI-FRUTTI
Doses associadas (ml) TE  TCll P M A T TCD IM (%)
CO 3867 776 198 190 209 1373 27,5°
BISO,3/TF0,6 24h 4247 468 177 77 31 753 15,1°
48h 4301 471 124 81 23 699 14,0°
CO 3778 714 192 158 156 1222 24.4°
BISO,6 /TF0,3 24h 4531 161 145 79 84 469 94°
48h 4551 137 123 91 98 449 90"
CO 3630 779 245 172 174 1370 27,4
BIS1,2/TF0,3 24h 4423 333 106 66 72 577 115°
48h 4331 332 162 83 92 669 13,4°
CO 4054 432 223 187 104 946 18,9°
BISO,3/TF 1,2 24h 4818 92 41 32 17 182 3,6
48h 4826 84 37 39 14 174  3,5°
CO 4115 542 136 93 114 885 17,7°
BIS1,2/TF0,6 24h 4580 290 61 47 22 420 84°
48h 4575 293 61 52 19 425 87°
CO 4114 479 134 170 103 886 17,7°
BISO,6 /TF1,2 24h 4768 93 76 47 16 232 46°
48h 4785 84 84 28 19 215 43°
BIS: Aromatizante de Biscoito; TF: Aromatizante de Tutti-Frutti; TE: Tempo de expo-
sicdo; TCII: Total de Células em Interfase e Indiferenciadas; P: Profase; M: Metafase;
A: Anafase; T: Teldfase; TCD: Total de Células em Divisdo; IM: indice Mitético. Para
cada tratamento, valores de IM seguidos da mesma letra ndo diferem significativa-
mente ao nivel de 5% pelo teste y°.

De acordo com Gomes et al. (2013) e Santana et al. (2016), a
inibicdo da divisdo celular é decorrente de morte celular devido a dis-
turbios ocorridos, como por agdo téxica de substancias ou compostos
guimicos, na cinética de divisdo celular ou a cromossomos essenciais
as células. Tais eventos, segundo Nunes et al. (2016), causam reducdo
significativa da reposicdo celular e alteram a sintese proteica do tecido
ou orgdo onde ocorrem.
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Com base nos resultados da Tabela 2, verifica-se que todas as as-
sociacOes de aromatizantes avaliadas causaram nimero expressivo de
alteracGes de fuso mitdtico as células do organismo de prova utilizado.
As variacOes observadas foram metafases poliploides, metafases com
perda de cromossomos, metafases colchicinicas, pontes anafasicas,
pontes telofasicas, micronucleos e células binucleadas (Figura 1). Em
razao desse resultado, as associacdes de Biscoito e Tutti-frutti, nessas
condicdes de estudo, demonstraram relevante atividade genotoxica.

Tabela 2 — Numero e tipos de alteragdes celulares observadas em
células de tecido meristematico de raizes de Allium cepa tratados
com 4gua e com os aromatizantes alimentares sintéticos artificiais de
Biscoito e Tutti-frutti, nas doses de 0,3; 0,6 e 1,2 mL, associados entre
si, e avaliados nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas.

Doses associadas (mL) TE MP MPC PAT MCN CB TAC

CcO 00 00 00 00 01 01

BISO,3/TFO0,6 24h 17 24 31 32 09 113°

48h 13 39 37 31 07 127°

CcO 01 00 00 00 00 01°

BISO,6/TFO0,3 24h 11 17 19 34 04 85P

48h 09 19 17 39 07 91°

CcO 00 00 00 01 00 01°

BIS1,2/TFO0,3 24h 19 21 24 39 03 106°

48h 21 17 27 31 04 100°

CcO 00 00 01 00 00 01°

BISO,3/TF 1,2 24h 03 19 21 29 01 73°

48h 07 23 17 29 04 80P

CcO 00 01 00 00 00 01°

BIS1,2/TFO0,6 24h 13 11 13 34 09 80°

48h 13 17 19 32 10 91°

CcO 00 00 01 00 00 01°

BISO,6/TF1,2 24h 21 17 21 32 11 102°

48h 27 19 19 29 09 103°
BIS — Aromatizante de Biscoito; TF — Aromatizante de Tutti-frutti; TE — Tempo de
Exposicdo; MP: Metéfase Poliploide; MPC — Metéfase com Perda de Cromossomo;
PAT: Ponte Anafasica e Telofasica; MCN — Micronucleo; CB — Célula Binucleada; TCA:
Total de Células com AlteragGes. Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um
mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% pelo teste y°.
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-« Fia

A - Metafase Poliploide. B - Metafase com perda cromossomica.
C. Metéfase Colchicinica, D - Ponte Anafasica. E - Ponte Telofasica.
F - Micronucleo. G - Célula Binucleada

Figura 1 - AlteracGes de fuso mitotico decorrentes do tratamento
de tecido meristematico de raiz de Allium cepa expostos aos
aromatizantes alimentares sintéticos artificiais de Biscoito e Tutti-
frutti, nas doses de 0,3; 0,6 e 1,2 ml, associados entre si, e avaliado
nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas

Aissa et al. (2012) e Zilifdar et al. (2014) relatam que metafases
com alinhamento incorreto de cromossomos na placa equatorial, as
denominadas metafases colchicinicas, e as metafases com perda de
cromossomo podem desencadear a formacdo de células binucleadas e
também, apds sucessivas divisdes celulares, a formacdo de metafases
poliploides, do mesmo modo que outras alteracdes celulares, tal como
as pontes anafasicas e telofasicas dardo origem aos microntcleos ou
a células micronucleadas. Essas variagdes de fuso mitético, quando
recorrentes, ocasionam células com niimeros cromossémicos distin-
tos. Considerando que o principio do ciclo celular é a formacdo de
célulasidénticas, a producdo de células com alteragdo na estrutura e/
ou no nimero cromossdmico tornam o funcionamento celular invidvel
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e tendem a ser eliminadas de tecidos com desempenho normal. Por
conseguinte, as variagdes significativas de fuso mitdtico observadas
neste estudo corroboram aos resultados de reducdo da divisdao celular
descritos na Tabela 1.

Ainda, Zaineddin et al. (2012) e Queiroz et al. (2013) ressaltam
que micronucleos, quando em presenca expressiva, promovem ci-
totoxicidade sistémica por causarem elevadas taxas de mutacdo e,
consequentemente, instabilidade genética nas células. E importante
mencionar que, de acordo com esses pesquisadores, apesar da to-
xicidade genética ndo ser medida de carcinogenicidade, ela esta fre-
guentemente associada ao aparecimento de cancer, visto que hd uma
correlagdo positiva entre o aumento da frequéncia de microntcleos
e o0 aparecimento de tumores em mamiferos. Assim, os resultados
obtidos aqui com A. cepa indicam a urgente necessidade de se avaliar
as associagdes de Biscoito e Tutti-frutti aqui estudadas em sistemas
testes com animais e em cultura de células.

Ndo se encontrou na literatura nem nos rétulos dos aroma-
tizantes a composicdo quimica referente aos aditivos de Biscoito e
Tutti-frutti. No entanto, na literatura cientifica, foram encontrados
trabalhos que demonstram toxicidade em nivel celular de constituin-
tes quimicos com agles diluente e conservante presentes, segundo
a Resolugdo RDC n. 2 de 15 de janeiro de 2007 (BRASIL, 2007), na
formulacgdo basica dos aditivos de aroma e sabor, e que corroboram
os dados obtidos para os trés aromatizantes avaliados no presente
estudo. Entre esses compostos, estd o alcool benzoico, responsavel
por manter a uniformidade e facilitar a incorporacdo e dispersao
dos aromas nos produtos alimenticios. Em anadlise a agdo em nivel
celular desse diluente, Demir, Kocaoglu e Kaya (2010) verificaram
gue esse alcool promoveu danos significativos ao fuso mitdtico, e,
consequentemente, a divisdo celular de células de sangue periférico
humano.
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Outro diluente encontrado na formulacdao dos aromatizantes
¢ o diacetil (2,3-butadiona). Whittaker et al. (2008) citam que esse
composto em ensaio de mutacdo génica em linfoma de ratos causou
danos significativos ao loci do cromossomo 11 dessas células, cau-
sando perda de expressdao dos genes para enzima timidina-quinase.
Além disso, More, Raza e Vince (2012) verificaram que o diluente
diacetil teve o potencial de substituir bases de timina por guaninas
em regi®es de eucromatina e ocasionar o rompimento de pontes de
hidrogénio e de dissulfeto em estrutura terciaria de enzimas envolvidas
no processo de divisdo celular.

Ja entre os constituintes quimicos responsaveis em retardar a
acdo de microrganismos, enzimas e agentes fisicos nas solucdes de
aroma e sabor, estdo o benzoato de potdssio, benzoato de sédio e
nitrato de potdsio (BRASIL, 1999), agentes conservantes que, segundo
Zequin et al. (2011), foram citotdxicos e genotoxicos a células normais
de sangue periférico humano. Na composicdo dos aromatizantes
alimentares, também sdo encontrados os compostos conservantes
acido bdrico, acido citrico, citrato de potdssio e citrato de sédio
(BRASIL, 1999) que, de acordo Tukoglu (2007), acarretaram redugao
significativa ao indice de divisdo celular de células de meristemas de
raizes de A. cepa, mostrando-se citotoxicos.

Atualmente, na formulacdo dos aromatizantes alimentares, a
Unica classe de compostos que possui restricdo de uso normatizada
pelos 6rgdos de seguranca alimentar é a de solventes de extracdo,
em que o acido agdrico, aloina, beta-azorona, berberina, cumarina,
acido cianidrico, hipericina, pulegona, quassina, safrol e isosafrol,
santonina e tuyona alfa e beta possuem limites maximos toleraveis
discriminados em documento (BRASIL, 1999; 2007). Porém, segundo
Moura et al. (2016) e Konishi, Hayashi e Fukushima (2014), na com-
posicdo dos aromatizantes em geral, 11 sdo as classes de compostos
quimicos encontradas, nas quais cada uma é formada, em média, por

Multitemas, Campo Grande, MS, v. 22, n. 51, p. 253-267, jan./jun. 2017 263



lla Monize Sousa SALES; Fabelina Karollyne Silva dos SANTOS;
Jodo Marcelo de Castro e SOUSA; Ana Paula PERON

20 compostos quimicos, os quais ndo foram avaliados quanto aos seus
potenciais citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos.

Sobre a toxicidade dos aromatizantes em geral, a ANVISA,
apesar de ndo citar quais estudos, concentragdes e compostos, nem
quais aromatizantes determinaram tal conclusao, declaram que doses
elevadas de tais aditivos sintéticos provocam agdes irritantes e narco-
ticas ao organismo, podendo ocasionar toxicidade ao trato digestdério
quando utilizadas cronicamente e de maneira indiscriminada (BRASIL,
1999; 2007). Entretanto, outros estudos, como o de Polonio e Peres
(2009), declaram que a utilizacdo de aromatizantes alimentares em
baixas doses ndo promove risco a saude humana, porém, quando sdo
elevadas, podem provocar ac¢des irritantes, narcoticas e toxicidade
celular cronica em longo prazo, sempre que empregados em doses
superiores as recomendadas. Contudo essas pesquisas ndo especifi-
cam quais doses ou concentracdes de aromatizantes sdo consideradas
elevadas ou baixas.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Embora a utilizacdo dos aromatizantes alimentares seja per-
mitida pela EFSA, FEMA e ANVISA, ha urgente necessidade de escla-
recimentos, por meio de estudos mais detalhados, a médio e longo
prazo, em diferentes sistemas testes, dosagens e tempo de exposicdo,
guanto a toxicidade dessas substancias.

Os resultados obtidos aqui, mesmo que preliminares, aliados aos
resultados de avaliacdo da toxicidade em nivel celular de compostos
presentes na formulacdo dos aromatizantes alimentares ja realizadas,
indicam a necessidade em definir, como por cromatografia de alta
performance, a composi¢cdo quimica dos aromatizantes em geral, para
assim se determinar com propriedade a toxicidade desses aditivos e
garantir a segurancga daqueles que os consomem.
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