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RESUMO

BECARO, Aline Aparecida. Estudos de Atividade Antimicrobiana, de Migracio e de
Toxicidade de Nanoparticulas de Prata aplicadas em Filmes Poliméricos. SP. 2014.
187p Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal de Sao Carlos, Sao
Carlos, SP, 2014.

Avangos na area de nanotecnologia tém permitido o desenvolvimento de materiais que
podem desempenhar diversas fungdes tecnologicas. Dentre esses materiais, 0s
polimeros tém se destacado para a inovag¢do na area de embalagens para alimentos,
possibilitando protecao fisica combinada com atividade antimicrobiana, em especial no
caso de polimeros aditivados com nanoparticulas de prata, e que aumentam o tempo de
vida de prateleira de alimentos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de aplicacdo de filmes poliméricos aditivados com nanoparticulas de prata
(AgNPs) para uso em alimentos, analisando a toxicidade in vivo e in vitro de AgNPs em
organismos vivos, definindo os riscos e beneficios das particulas para o produto e
usuario, considerando a possibilidade de migracdo destas para o meio ambiente.
Nanoparticulas foram sintetizadas com tamanho e forma variadas e utilizadas para
aplicacdo em filmes. Diversas técnicas foram utilizadas para caracterizagao dos filmes e
das AgNPs. Todos os testes utilizando organismos seguiram protocolos
preestabelecidos. Os resultados demonstraram que os filmes estudados apresentaram
boa atividade microbiana em todas as concentragdes para ambos 0s microrganismos
S.aureus e E.coli. Estes também mostraram que podem ser utilizados como embalagens
de alimentos preservando qualidades fisico-quimicas desejaveis aos consumidores de
cenouras minimamente processadas. Nos testes de migracdo realizados nos filmes
estudados mesmo nao sendo observado a possibilidade de migragdo de AgNPs nas
concentragdes mais baixas (2,5) ha relatos na literatura de que estas podem migrar em
outras condi¢gdes em concentragdes relativamente baixas, ¢ como demonstrado nos
testes de toxicidade a organismos aquaticos e terrestres ha risco potencial de interferir
na sobrevivéncia e mobilidade de invertebrados aquaticos de dgua doce e salgada e em
algas, assim como podem também interferir no desenvolvimento de filhotes de ratos
quando ingeridas na forma oral, além de causar alteragdes cito e genotdxica em

organismos como Allium cepa.

Palavras-chave: Nanoparticula de prata, Toxicidade, Migragao.



ABSTRACT

BECARO, Aline Aparecida. Studies of Antimicrobial Activity, of Migration And
Toxicity of Silver Nanoparticles Applied In Polymeric Films. SP. 2014. 187p Thesis
(Doctorate in Biotechnology) - Federal University of Sdo Carlos, Sdo Carlos, SP, 2014.

Advances in nanotechnology have allowed the development of materials that can
perform various technological functions. Among these materials, polymers have been
noticed for innovation for food packaging, providing physical protection combined with
antimicrobial activity, especially in the case of polymer additives with silver
nanoparticles, which increase the time of shelf life of foods. In this context, the aim of
this study was to evaluate the potential application of polymeric additives films with
silver nanoparticles (AgNPs) for use in foods, analyzing toxicity in vivo and in vitro
AgNPs in living organisms, defining the risks and benefits of the particles and for the
product user, considering the possibility of migration of these to the environment.
Nanoparticles were synthesized with varying size and shape and used for application in
films. Several techniques were used to characterize the films and AgNPs. All tests using
organisms followed established protocols. The results showed that the studied films
showed good microbial activity at all concentrations for both microorganisms S. aureus
and E. coli. The films also showed that can be used as food packaging maintaining
desirable qualities chemical treasury consumers of minimally processed carrots. In the
migration tests performed on the films was not observed even studied the possibility of
migration of AgNPg at the lowest concentrations (2.5) have been reported in that they
may migrate to other conditions at relatively low concentrations literature and as
demonstrated in the tests toxicity to aquatic and terrestrial organisms there is potential
risk of interfering with the survival and mobility of aquatic invertebrates fresh and salt
water and algae, as well as can also interfere with the development of rat pups when
ingested orally and causes changes cyto and genotoxic in organisms such as Allium

cepa.

Keywords: Silver Nanoparticles, Toxicity, Migration.
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1. INTRODUCAO
1. 1 Nanotecnologia

O prefixo “nano” ¢ derivado do grego e significa “ando”. A palavra
“tecnologia”, também derivada do grego, significa arte, oficio, pratica (DURAN;
MATTOSO; MORAIS, 2006) O termo nanotecnologia refere-se a uma area que
envolve a manipulacdo, caracterizagdo e o uso de materiais, dispositivos, sistemas e
estruturas com tamanho que varia entre 1 ¢ 100 nm em ao menos uma dimensdo
(MUSANTE; WHITE, 2012). Desta maneira, nanotecnologia significa a habilidade de
manipular materiais na escala atdbmica e molecular para criar estruturas maiores com
uma nova organizagdo estrutural visando explorar suas propriedades fisicas e quimicas

(DUTTA; HOFMANN, 2003).

A nanotecnologia ¢ uma area recente e ampla, cujas ideias iniciais foram
propostas em 1959 por Richard Feynman, um dos mais renomados cientistas do século
XX e laureado com prémio Nobel (DREXLER, 1990). Avangos na nanotecnologia tém
facilitado o desenvolvimento de ferramentas e materiais que tém suprimido diversas
necessidades da sociedade. O campo dos nanomateriais ¢ uma area de crescimento
rapido e tem recebido grande atencdo por parte dos cientistas e engenheiros, devido a
sua multifuncionalidade e inumeras possibilidades de aplicagdoes (LI et al, 2010).
Permite & manipulacao dos mais variados tipos de materiais, incluindo metais, ceramica,
polimeros, biomateriais, entre outros (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006). Os
materiais podem ser utilizados para aplicagdes em medicina, na agricultura, na area
aeroespacial, ambiental (YAP et al, 2012) fisica, quimica, biologia, engenharia e

tecnologia (AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2009; THAKOR et al, 2011).

No ano de 2011, segundo inventarios de mercado foram registrados 1317
produtos contendo em sua composicdo ou formulagdo nanotecnologias, representando
um crescimento de 521% em rela¢do ao ano de 2006 no qual apenas 212 produtos foram

comercializados (LI et al, 2010; THAKOR et al, 2011).
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1. 2. Polimeros e Nanoparticulas de prata na area de embalagens

As empresas e industrias da area de materiais neste ambiente globalizado e
competitivo tem buscado desenvolver produtos com melhores propriedades e
caracteristicas que consigam atender a demanda dos consumidores e do mercado
(FOOK et al, 1995). Ao longo dos anos, tem-se intensificado o desenvolvimento de
materiais para embalagens que sdo mais resistentes (mecanica e termicamente), leves,
biodegradaveis, recicldveis e que tenham propriedades funcionais como a
permeabilidade seletiva de gases, permitindo o aumento de vida de prateleira de frutas e
hortalicas (SIMON; CHAUDHRY; BAKOS, 2008). Estudos relatados na literatura
mostram que as nanoparticulas, quando aplicado a polimeros usados para embalagens,
podem melhorar algumas de suas propriedades, tornando-os, por exemplo, mais
resistentes (CHAUDHRY et al, 2008; GIANNAKAS et al, 2009; LE CORRE; BRAS;
DUFRESNE, 2010).

O uso de embalagens ¢ um fator importante para garantir a qualidade dos
produtos. No mercado de embalagens, o plastico ¢ a primeira op¢do na area do setor
alimenticio, sendo que embalagens podem ser produzidas na forma de garrafas, sacolas,
filmes e caixas (SOARES et al, 2002). No entanto, os filmes e as embalagens plasticas
laminadas estdo cada vez mais presentes no mercado, pois atendem as necessidades de
acondicionamento e apresentacdo dos alimentos exigidos pelos consumidores
(SOARES et al, 2002). Materiais como Polietileno (PE), Polipropileno (PP),
Poliestireno (PS), Poli(cloreto de vinila) PVC, Poli(tereftalato de etileno) (PET),
destacam-se pela facilidade de processamento e baixo preco (MICHAELI, 1995;
RODRIGUEZ, 1996).

A nanotecnologia tem possibilitado a manipulagdo e o desenvolvimento de
nanoparticulas que podem ser adicionados em embalagens, fornecendo-lhes novas
funcionalidades. Os aditivos s@o componentes adicionados aos materiais poliméricos
que permitem melhorar ou aperfeicoar diversas propriedades de acordo com a aplicagdo
desejada’. A incorporagdo de aditivos como nanoparticulas é uma alternativa para

melhorar propriedades mecanicas, estabilidade térmica e barreiras de gases (PAUL;

"http://www.braskem.com.br/Portal/Principal/Arquivos/html/boletm_tecnico/Glossario_de termos_aplica
dos_a_polimeros.pdf
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ROBESON, 2008). O tipo e o teor da nanoparticula utilizada, assim como o grau de
dispersao, tipo de processamento e a interagdo entre a nanoparticula e o polimero podem

afetar a estrutura e as propriedades da embalagem (PAUL; ROBESON, 2008).

No contexto dos nanomateriais as nanoparticulas exibem propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas Unicas quando comparadas com particulas na escala micro e
macro (ABOU EL-NOUR et al, 2010). De acordo com a literatura (WIJNHOVEN et al,
2009; ABOU EL-NOUR et al, 2010) estas propriedades podem estar relacionadas a
caracteristicas como o aumento na razao da area superficial/volume, o que resulta em
uma alta reatividade. Materiais poliméricos contendo nanoparticulas inorgénicas sdo
exemplos para uso em embalagem na indistria alimenticia (EMAMIFAR et al, 2010).
Além de melhorar as propriedades fisicas e mecanicas de nanocompositos, alguns tipos
de nanoparticulas metalicas apresentam propriedades antimicrobianas (YANG et al,
2010; LLORENS et al, 2012), que podem aumentar o tempo de vida de prateleira de
alimentos (AZEREDO, 2009). Uma das substancias mais utilizadas em formulagdes sao

nanoparticulas de prata (AgNPs) (CHEN; SCHLUESENER, 2008).

Nanoparticulas podem ser produzidas por processos naturais como fogo e
atividade vulcanica, enquanto particulas sintéticas sdo produzidas pela quimica e
engenharia de nanomateriais, diferindo em muitos aspectos daquelas produzidas por
processos naturais (AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2009). Por exemplo, as
nanoparticulas metalicas podem ser obtidas por processos quimicos, biologicos e fisicos

(DURAN et al, 2010).

Diversas sdao as aplicacdes de AgNPs, incluindo seu uso em sensores Opticos,
eletronicos impressos, fotdnica, revestimentos antimicrobianos e entre outras aplicagdes
(THAKOR et al, 2011) como produtos de higiene pessoal, vestuario, industria de
alimentos, tintas, protetores solares, cosméticos e dispositivos médicos (ANKANNA et
al, 2010). Em 2009, 30% dos produtos nanoestruturados lancados no mercado tinham
em sua estrutura AgNPs (WIJNHOVEN et al, 2009). Em 2011, a prata foi o
nanomaterial mais citado nos inventarios de produtos de consumo como desodorantes,
camisetas, panelas, revestimento de vidro, tintas de parede o que corresponde a 55,40%
de todos os nanoprodutos, embora sua toxicidade ainda ndo tenha sido investigada
exaustivamente. No entanto, alguns estudos tém sido focados na avaliacdo do potencial

toxico de nanoparticulas (NPs) para a saide humana e o meio ambiente. O uso
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indiscriminado destes produtos pode gerar riscos para a saude devido a liberagao
acidental dessas nanoparticulas no meio ambiente, ao final do ciclo de vida do produto

(GAMBARDELLA et al, 2013).

Segundo (YANG et al, 2009), os compostos a base de ions de prata estao entre
os agentes antibacterianos inorganicos mais promissores, com alto efeito biocida para
diversas espécies de bactérias, sendo, portanto de grande interesse na aplicagdo na area
de embalagens para alimentos (BOSETTI et al, 2002; YANG et al, 2009). Entretanto, o
regulamento de seguranca da Unido Europeia (UE) que determina a quantidade de ions
de prata em matrizes alimentares limita o seu valor a 0,05 mg de Ag/kg (FERNANDEZ
et al, 2009).

O uso de nanoparticulas dentro de uma matriz polimérica tem provado ser eficaz
na preservacdo de alimentos, como no caso de embalagens contendo AgNPs. Em
particular, os efeitos antimicrobianos destes materiais os tornam plataformas versateis
para serem utilizados em aplicacdes na area de saide e ambiental (DALLAS;
SHARMA; ZBORIL, 2011). Alguns estudos sobre o desenvolvimento e utilizagdo de
embalagem de alimentos contendo AgNPs demonstraram uma boa distribuicdo de
AgNPs em polietileno de baixa densidade (PEBD) (ZAPATA et al, 2011) ¢ uma
diminuicao da taxa de crescimento microbiano (EMAMIFAR et al, 2011). Por exemplo,
(INCORONATO et al, 2011) avaliaram a eficacia da AgNPs sobre microrganismos que
podem causar a deterioracdo dos alimentos e obtiveram resultados muito promissores.
Outros estudos também relataram o aumento do tempo de vida de prateleira de
alimentos (HU et al, 2011), além do beneficio de um processamento simples e

viabilidade de se tornar um produto industrializado (YANG et al, 2010).
1. 3. Embalagens aplicadas a produtos minimamente processados.

No estado de Sao Paulo a Resolugao SAA-42, de 19/06/2009, estabelece que os
produtos minimamente processados sdo produtos horticolas higienizados e embalados,
que foram submetidos a processos técnicos, preservando suas caracteristicas sensoriais
naturais, tornando-os prontos para o consumo in natura ou para preparo culinario. As
operagdes de lavagem, descascamento e corte, promovem uma alteracao fisioldgica,
bioquimica e microbiologica que aceleram o processo de deterioracdo como

escurecimento, descoloracdo, producdo de odores e sabores desagradaveis que levam a
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perda de textura e valor nutricional diminuindo o tempo de prateleira deste produto
(EMMAMBUX; MINNAAR, 2003; RAGAERT; DEVLIEGHERE; DEBEVERE,
2007; MASTROMATTEO; CONTE; DEL NOBILE, 2012).

Os efeitos ocasionados pelos processos aos quais frutas e hortaligas
minimamente processadas sdo submetidas tornam este um produto perecivel com tempo
de vida util de dias em temperaturas quentes (AHVENAINEN, 1996). As modificacdes
sdo ocasionadas porque durante os processos de produgdo muitas células do tecido
vegetal sdo rompidas. Este rompimento libera enzimas oxidantes que induzem
atividades fisiologicas, reacdes bioquimicas e/ou infecgdes por patdogenos que resultam

na deterioracao do produto (AHVENAINEN, 1996; PORTE; MAIA, 2001).

Neste contexto, a nanotecnologia se destaca como uma area promissora na busca
por novos materiais e técnicas visando prolongar a vida de prateleira de alimentos (DE
AZEREDO, 2009), pois permite desenvolver embalagens de alimentos com sistemas
ativos, como os agentes antimicrobianos. Estas embalagens ativas, além de atuar como
um sistema de embalagem convencional que fornece uma barreira passiva e protecao do
alimento contra o ambiente externo, ainda pode aumentar o tempo de prateleira de

muitos produtos alimenticios (AHVENAINEN, 2003; DE AZEREDO, 2013).

O desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas a embalagens promete
minimizar os efeitos causados pelo processamento, buscando o aumento de vida util de
prateleira desses produtos. Por exemplo, o emprego de compdsitos a base de ions de
prata apresentam efeito biocida para diversas espécies de bactérias (YANG et al, 2009),
além de promoverem modificagdes atmosféricas no interior das embalagens (baixos
niveis de oxigénio e altas concentracdes de dioxido de carbono) (SIMOES et al, 2009).
As industrias alimenticias devem assegurar aos consumidores que seu produto € seguro
e livre de qualquer contaminagdo (quimica, fisica e microbioldgica), para isso, 0s
produtos precisam de embalagens apropriadas durante o transporte e armazenamento
que mantenham as condi¢des adequadas para que esse produto se mantenha adequado

até o consumo.
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1. 4. Ecotoxicidade

As nanoparticulas tém propriedades de interesse em aplica¢des tecnoldgicas e na
preservagdo da saude humana, tais como inibi¢do da atividade antimicrobiana, ¢ na
literatura varios sdo os estudos que demonstram as propriedades benéficas de

nanoparticulas metalicas (CHEN; SCHLUESENER, 2008; DURAN et al, 2010).

No entanto, estas particulas metalicas podem apresentar caracteristicas
indesejaveis quando liberadas acima de concentragcdes especificas em ambientes
aquaticos e terrestres, atingindo diversas espécies (JO et al, 2012; KWOK et al, 2012).
O aumento da producdo e consumo de produtos que contenham AgNP, podem levar a
liberagdo dessas nanoparticulas metalicas no ambiente, desde a etapa de sintese até no

uso final do produto por parte dos consumidores (RIBEIRO et al, 2014).

A prata em 4agua doce natural pode ser encontrado na forma de cloreto de prata
(AgCl), sulfeto de prata (Ag,S) e a forma i6nica (Ag"), sendo esta a forma mais toxica
(RIBEIRO et al, 2014). Segundo uma pesquisa recente (BATLEY; KIRBY;
MCLAUGHLIN, 2012) a concentragdo ambiental prevista de prata em agua doce ja
chega a valores em torno de 0.03- 0.32ug L', porém esse valor esta aumentando no
ambiente aquatico e pode vir a promover danos a biota (BATLEY; KIRBY;
MCLAUGHLIN, 2012). H4 muitas razdes que podem explicar a toxicidade das AgNPs
quando encontrada acima de niveis criticos no ambiente aquatico. Um dos motivos € a
elevada razao area superficial/volume das nanoparticulas, o que resulta em uma maior
taxa de dissolugdo, aumentando a toxicidade em ambiente aquatico (ANGEL et al,
2013; RIBEIRO et al, 2014). Materiais organicos, incluindo alguns polimeros, sao
utilizados para estabilizar o tamanho e facilitar a dispersdo das AgNP em solugdes
aquosas, o que pode influenciar na toxicidade ou na liberagdo de prata nestes

ecossistemas (KWOK et al, 2012; RIBEIRO et al, 2014).

Um fator importante para a absor¢do e toxicidade das nanoparticulas ¢ a
biodisponibilidade, a qual estd relacionada com o comportamento de agregacdo e
caracteristicas referentes a superficie do material, influenciando diretamente a absor¢ao

das nanoparticulas através da dgua e ingestao (FENT, 2010; ANGEL et al, 2013).
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Portanto entender a rota de langcamento das AgNPs sobre o meio ambiente e os
efeitos da sua exposi¢do para os organismos aquaticos se faz necessaria (GRIFFITT et
al, 2012). No entanto, o pouco conhecimento sobre o comportamento das AgNPs no
ambiente torna necessario estudos e avaliagdes da toxicidade de AgNPs de diferentes
tamanhos e concentragdes, para diferentes espécies aquaticas (RIBEIRO et al, 2014). A

bioacumulagdo ¢ um processo importante para avaliar os riscos e perigos de AgNPs.

Segundo Luoma, (2008), a forma i6nica da Ag pode ser considerada o elemento
mais bioacumulativo e toxico, pois além de ser persistente no meio ambiente se
acumula nos sedimentos, isso para pelo menos alguns invertebrados marinhos Segundo
um estudo realizado por Buffet et al, (2014) ao estudar os efeitos de Ag soluvel e
nanoparticulas em duas espécies animais sendo um anelideo (Hediste diversicolor) ¢ o
outro um molusco bivalve (Scrobicularia plana), observaram o efeito de bioacumulagao
significativa nas duas espécies para ambas as formas de Ag, ndo havendo portanto,
diferencas significativas dos valores encontrados nos niveis de bioacumulagdo.
Portanto, uma vez que introduzidas no compartimento aquatico as AgNPs podem sofrer
o processo de biomagnificacdo exercendo seus efeitos toxicos nos diferentes niveis
troficos. Sendo que a principal via de exposi¢do aos humanos seria através da ingestdo
de peixes contendo a presenga de AgNPs, entretanto, o risco pelo consumo de
crustaceos, moluscos, algas e outros organismos também deve ser considerado. Efeitos
toxicos de AgNPs podem acumular-se na cadeia alimentar (em ambientes aquaticos), o

que cria o risco de um efeito direto sobre os organismos vivos (Figura 1).
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Figura 1. Possiveis rotas da exposicio de organismos aquaticos a nanoparticulas.
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Fonte: Figurada adaptada de (BAUN et al, 2008).

1. 5. Toxicidade em mamiferos

A respeito da bioacumulagdo e biodisponibilidade a principal davida que se tem
quando relacionado a nanotecnologia ¢ a respeito se existe ou ndo a possibilidade de
nanoparticulas penetrarem nos organismos ou serem retidas nas superficies podendo ou
ndo causar danos. Algumas formas de vida (plantas, bactérias e fungos) sdo cercadas
por paredes celulares que sdo semipermeaveis, portanto, moléculas pequenas podem
passar através da parede da célula. Essa mesma membrana pode proteger algumas
formas de vida de animais superiores como, por exemplo, o cérion que envolve

embrides de vertebrados (FABREGA et al, 2011).

Atualmente ha evidéncias de que as AgNPs podem danificar diretamente a
membrana celular das bactérias, através da liberacdo de ions de prata seguido
(individualmente ou em combina¢do) pelo aumento da permeabilidade da membrana,
induzindo a ativacdo das células, o vazamento do contetido celular e ruptura dos
cromossomos durante a replicacdo do DNA. Impactos semelhantes poderiam acontecer
nas células eucaridticas como observado em um estudo realizado por Lee et al (2007)

que utilizando imagens de MET (Microscopia Eletronica de Transmissdo) foi possivel
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mostrar que AgNP passaram através dos poros do corion em embrides de Danio rerio
(peixe-zebra). E esta preocupacdo, dos possiveis efeitos da presenca de NP, tem
aumentado na comunidade cientifica, j& que alguns estudos ndo provaram
definitivamente quais seriam os impactos imediatos da AgNP para a saude humana ou o

ambiente (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010).

Alguns trabalhos na literatura abordam efeitos adversos ocasionados pelas
AgNPs em diferentes niveis de integracdo bioldgica, incluindo sistemas de teste in vitro
e in vivo. Os resultados de estudos in vitro indicam uma morte celular programada dose-
dependente induzida pelo estresse oxidativo como principal via possivel de toxicidade.
Além disso, as AgNPs podem afetar enzimas celulares por interferéncia com grupos tiol
livres ¢ mimetismo de ions endogenos. Mecanismos estes que se assemelham aos
efeitos antibacterianos ocasionados pelas AgNP (VOLKER; OETKEN; OEHLMANN,
2013). Segundo (STRUZYNSKI et al, 2013) a exposicdo a AgNPs conduziu a um
aumento dependente da concentragdo elevada na taxa de peroxidacgdo lipidica e uma
diminui¢ao dos grupos tiol (-SH) ligado a proteina, o que indica a oxidagao da proteina.
Estes marcadores de estresse oxidativo foram acompanhados por diminui¢cdo dos niveis
de tiois e atividade reduzida da glutationa redutase. Estes resultados indicam uma
deficiéncia de glutationa reduzida e sugerem que os organismos expostos t€ém menos
mecanismos eficientes antioxidantes disponiveis para combater estresse celular mediada
por espécies reativas de oxigénio (ROS). As AgNPs também podem provocar a necrose
de tecidos humanos além de distorcer a atividade dos componentes elementares em
células humanas (PULIT; BANACH; KOWALSKI, 2011). Muitos aspectos da
bioquimica das AgNPs sdo inexplorados como as interagdes com espécies de selénio, a
fotoquimica de Ag, biocomplexos na zona proxima pele ou ndo sdo completamente

compreendidos especialmente a dissolug@o no trato gastrointestinal (LIU et al, 2012).

A mobilidade e biodisponibilidade de AgNPs através da via da ingestdo ird
depender, em parte, de propriedades como o tamanho de particula e a quimica da
superficie, as quais irdo influenciar na sua reatividade fisica e quimica durante o
transito através do trato gastrointestinal. Geralmente, no fluido sintético do estdmago, as
menores AgNPs (<10 nm) apresentam maiores taxas de agregacdo e transformagdo
fisica do que as particulas maiores (75 nm) (MWILU et al, 2013). No entanto, este fato

ainda ndo ¢ baseado em estudos in vivo e, portanto, a relevancia clinica do estudo in
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vitro permanece incerta. Embora haja poucos estudos sobre os efeitos provocados pelas
AgNPs em mamiferos in vivo, resultados recentes mostram que estas nanoparticulas

tem potencial efeito toxico em modelos animais (YU; YIN; LIU, 2013).

Em um estudo realizado em fibroblastos e c€lulas cancerigenas por Asharani et
al, (2009) foi observado que as células quando tratadas com uma dose de 25 pg/mL de
AgNP mostraram um aumento de 10% de aberragdes identificadas pela presenca de
fragmentos cromossomicos acéntricos e céntricos nas células do fibroblasto e resultados
semelhantes foram observados nas células cancerigenas que apresentaram aumento de
aberracdes cromossdmicas quando comparadas ao controle (sem tratamento). Em outro
estudo realizado por Mei et al, (2012) sugerem que AgNP de 5nm nas doses entre 3 e
6pg/mL sdo mutagénicos em células de linfoma de rato e este fato ¢ ocasionado pela
indugdo do estresse oxidativo ocasionado pelas AgNP. Em contrapartida em um estudo
realizado por Zhou e Wang, (2012) em células epiteliais do pulmdo (carcinoma
alveolar) tratadas com AgNP nas concentra¢des de 5, 10 e 20 pg/mL for 48 h, foi
observado uma diminuicdo da viabilidade celular de 87,1%, 75,2% and 68,5%,

respectivamente, quando comparado ao grupo controle.

Sabe-se que a exposic¢ao prolongada a prata pode causar, entre outros efeitos, na
sua deposi¢dao e acumulacdo no organismo, resultando em descoloracdo irreversivel da
pele ou olhos, a doenga conhecida como argiria ou argyrosis. Aparentemente, elas
pareceram ocorrer apenas apos a ingestdo de grandes quantidades de particulas de prata
(normalmente coloidais). A toxicidade, portanto, pode ter consequéncias negativas para
o desenvolvimento, havendo necessidade de examinar especialmente a toxicidade

reprodutiva e de desenvolvimento em maiores detalhes (WIJINHOVEN et al, 2009).
1. 6. Citotoxicidade e Genotoxicidade em plantas

Muitos agentes mutagénicos estdo presentes em poluentes indevidamente
langados no meio ambiente, 0s quais geram um grave impacto negativo ao ecossistema,
demandando, portanto alguma investigacdo quanto aos seus efeitos (JUCHIMIUK;
MALUSZYNSKA, 2005). Testes de citotoxicidade e genotoxicidade sdo bem
conhecidos e tém sido utilizados desde 1920s para a avaliagdo de frequéncia de
aberragdes cromossdmicas, potencial mutagénico e quebras cromossdémicas (RANK;

NIELSEN, 1993; KANAYA et al, 1994). Orgﬁos ambientais nacionais e internacionais
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como a EPA (Agéncia de Prote¢do Ambiental dos EUA), a OMS (Organizagao Mundial
de Saude) e a PNUMA (Programa Ambiental das Nac¢des Unidas) recomendam o uso de
plantas como organismos de ensaio para testes genéticos (MA et al, 1995). Segundo a
literatura (RODRIGUES, 1998) a avaliagdo citogenética em A/lium cepa é validada pelo
Programa Internacional de Seguranca Quimica (ICPS, OMS). Entre as plantas
superiores, o Allium cepa, ¢ a espécie mais sensivel em estudos genotdxicos e
mutagénicos de ambientes contaminados com poluentes ambientais e/ou substancias
toxicas, além de apresentar alta correlagdo com outros bioensaios, caracteristica que
permite realizar extrapolagdes de resultados obtidos para outras espécies (MA et al,
1995; GRANT, 1999). Por exemplo, (GROVER; MALHI, 1988) observaram 75 a 91%
de semelhanca entre os testes vegetais e mamiferos, enquanto (RANK et al, 1993)

observaram uma correlagdo em 82% com testes de carcinogenicidade em roedores.

O uso do A. cepa, como organismo-teste, ¢ favorecido por apresentar um
crescimento rapido de suas raizes, tolerancia alta a condi¢des de cultivos diferenciadas,
ter um grande nimero de células em divisdo, nimero de cromossomos pequeno, porém
de grande tamanho, facil disponibilidade e manuseio (MATSUMOTO et al, 2006). Tem
sido muito utilizado em testes para avaliar a influéncia de contaminantes em recursos
hidricos (CHRISTOFOLETTI; BETIOLLI; MARIN-MORALES, 2007) e solo
(WHITE; CLAXTON, 2004) tais como cromo e corantes, derivados de petrdleo
(LEME; MARIN-MORALES, 2008) entre outros.

Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade sdo baseados em pardmetros de
padroes nucleares atipicos que consistem em um grande numero de células com
pareamento heteromorfico de nucléolos. Os resultados apresentados nestes testes podem
ser considerados como um indicativo de que a amostra representa um perigo biologico

também para outros organismos (FISKESJO, 1985).

A sua alta sensibilidade permite que nenhuma contaminagao passe despercebida,
mesmo em misturas complexas. Em um estudo realizado por PAKRASHI et al, (2014)
foi constatado que a exposicao a 12,5 ug/ml de NPs de TiO, células de Allium cepa
mostrou ocorréncia de varias anormalidades como: ruptura cromossomica, alteragdes na

anafase e formacao de micronucleos.
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1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

O objetivo principal desta tese de doutorado foi o de avaliar a toxicidade in vivo
e in vitro de AgNPs em organismos, fornecendo subsidios para defini¢des dos riscos e
beneficios das particulas para o produto e usudrio. Esta tese estd inserida no projeto
financiado pela CAPES 04/CII-2008 — Rede NANOBIOTEC-Brasil que tem como
titulo: Avaliagdo de Impactos de Aplicagoes da Nanotecnologia no Agronegocio. Este
trabalho visa contribuir no conhecimento da aplicacdo de AgNPs em embalagem para
alimentos e dos seus potenciais efeitos na satide humana e no meio ambiente,
ocasionada por alteracdes em suas propriedades fisico-quimicas e biologicas, as quais
diferem dos materiais bulk (macroescala), sendo que a probabilidade de consumo de

nanoparticulas depende da migracao destas para o alimento.
2. 1. Objetivos Especificos
Entre os objetivos especificos destacam-se:

1) Obtencdo e caracterizagdo de filmes poliméricos contendo AgNPs para

embalagem de alimentos;

i1) Processamento minimo de cenoura embaladas com filmes poliméricos

contendo AgNPs;

ii1) Avaliacdo dos efeitos fisico-quimico, microbiologicos e de permeabilidade a
gases das embalagens contendo AgNPs, assim como, analise da possivel migracao da

nanoparticulas para o alimento;

iv) Aplicacdo de teste de migracdo de nanoparticulas metélicas seguindo

normatizacdo aprovada pela ANVISA;

v) Sintese de AgNPs dispersas, com controle de forma, tamanho e estreita

distribuicdo de tamanho semelhante ao aplicado a embalagens;

vi) Realizacdo de ensaios biologicos para avaliagdo da ecotoxicidade e

toxicidade de AgNPs sintetizadas;
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vil) Avaliar o efeito citotéxico de AgNP no crescimento das raizes de cebola e
analisar a genotoxicidade sobre frequéncia de microntcleos e de anormalidades da

anafase-telofase.
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Neste capitulo serdo descritas a obtencdo, caracterizagdo estrutural e
morfoldgica de filmes de polietileno de baixa densidade (PEDB) contendo AgNPs (em
diferentes concentragdes) inseridas em duas matrizes distintas: diéxido de silicio (SiO)
e dioxido de titdnio (TiO,). Os mesmos foram caracterizados por meio das técnicas de
microscopia eletronica de varredura, difracdo de raios-X, espectroscopia de
infravermelho, andlises térmicas e propriedades antimicrobianas, visando a aplica¢do

em embalagens de alimentos.
3.1 MATERIAIS E METODOS
3. 1.1 Materiais

Foram utilizados dois masterbatches” comerciais a base de polietileno de baixa
densidade (PEBD), contendo em suas composi¢des AgNPs dispersas em carreadores
distintos. O primeiro master foi denominado de A e continha 5% de SiO, (carreador das
AgNPs) enquanto o segundo master foi denominado de B e continha 15% de TiO, como
carreador. Os masterbatches foram misturados a pellets de PEBD puro, obtidos da
empresa Quattor® (PB 608), e homogeneizados por mistura manual em sacos plasticos

durante 3 minutos, em porcentagem de massa conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 Nomenclatura e propor¢io composional entre a resina e os masterbatches empregados.

Masterbatch: PEBD
Nomenclatura

(%)
A2S5 2,5:97,5
A 50 50:50
A 100 100:0
B2, 2,5:97,5
B 50 50:50
B 100 100:0
PEDB 0:100

Fonte: elaborada pelo autor.

2 ~ . e ~ . .
Masterbatch: sdo concentrados de pigmentos, corantes ou aditivos que sdo dispersos em uma resina
denominada resina veiculo.

37



CAPITULO 3- OBTENGCAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES

3.1. 2 Preparacao dos Filmes

Todas as composicdes foram obtidas na forma de filmes planos de 5 + 0,8 pm
de espessura ¢ 18 cm de largura por meio de uma extrusora rosca simples de filmes
planos (fabricante: AX plastico). As misturas mostradas na Tabela 1 foram processadas
na extrusora utilizando os seguintes pardmetros: zonas de aquecimento com
temperaturas de 160 °C (zona 1), 145 °C (zona 2) e 130 °C (zona 3) e a velocidade do
parafuso de 35 rpm, para todas as formulagdes. O produto extrudado foi coletado
somente apoOs as trés zonas atingirem a temperatura de equilibrio. O material obtido

apresentava-se homogéneo (sem a presenga de bolhas e imperfei¢des na superficie).
3. 1. 3. Caracterizac¢ao dos filmes
3.1.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para identificar as
caracteristicas morfoldgicas do filme, bem como das AgNPs. As amostras foram
preparadas por fratura criogénica e as imagens foram obtidas no modo de
retroespalhamento, usando um microscopio FEI, modelo Inspecionar S50 com tensdo de
25kV. Espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDS) foi realizada para analisar

a composi¢do quimica das amostras.
3.1.3.2 Difracao de raios X (DRX)

Um difratdmetro Shimadzu modelo DRX-6000 foi utilizado para as coleta dos
difratogramas de raios X dos filmes. Amostras poliméricas foram colocados na camara
de raios X sob tensdo de aceleragdo de 30 kV, corrente de 30 mA ¢ velocidade de
1°min” . As amostras foram varridas com os valores 20 de 5 a 80°. Os difratogramas
foram ajustados usando uma curva de perfil gaussiano. O grau de cristalinidade (Xc %)
foi estimado com base na area sob os picos cristalinos e amorfos apds a correcdo da

linha de base apropriada e aplicagdo da técnica de deconvolugao.
3.1.3.3 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Os filmes foram analisados por espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR), utilizando um espectrofotometro Paragon 1000 da
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Perkin-Elmer. Todas as medi¢des foram obtidas utilizando 32 varreduras no intervalo
4000-400 cm”, com uma resolugio de 4 cm’. As amostras dos filmes foram
diretamente fixadas em um suporte, e os espectros de FTIR foram coletados no modo de

transmissao. O software utilizado foi spectrumv5 3.1.

3.1.3.4 Analise térmica: Termogravimetria (TG) e Calorimetria diferencial de

Varredura (DSC)

A andlise termogravimétrica (TGA) dos filmes extrudados foi realizada em um
analisador termogravimétrico TGA - Q500 (TA Instruments) no intervalo de
temperatura de 10 a 800 °C, utilizando uma taxa de aquecimento de 10 °C min '. O
fluxo do nitrogénio e ar sintético foi mantido a 40 mL min ' e 60 mL min ',

respectivamente.

As curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram obtidas no
equipamento modelo Q100 (TA-Instruments). O experimento foi conduzido em

1, sob

temperaturas de 10 a 200 °C, utilizando uma taxa de aquecimento de 10 °C min
fluxo de nitrogénio de 60 mL min . Em seguida, as amostras foram resfriados a uma

taxa de 10 °C min™ ' até 10 °C.
3.1.3.5 Analise microbioldgica

A atividade antimicrobiana dos filmes foi avaliada utilizando a norma japonesa
(JIS) Z 2801:2000 - "produtos antimicrobianos" - teste de atividade e eficacia
antimicrobiana (Figura 2). As cepas utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 8739) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Os microrganismos testados foram introduzidos
em uma cultura liquida e padronizados para dilui¢do em caldo nutritivo produzindo
1x10° células mL™ '. Uma amostra foi utilizada como controle para determinar a
capacidade de inibicdo do agente antimicrobiano presente nas amostras testadas. Os
filmes, em triplicata, foram cortadas em amostras de dimensodes de 5 x Scm e inoculados
com os microrganismos. Em seguida, todas as amostras foram incubadas a 37 °C para a
E. coli e a 35 °C para Staphylococcus aureus com 90 % de umidade relativa. Apds 24
horas de incubagdo foi realizada a contagem das coldonias. O valor de atividade foi

calculado a partir da diferenga entre o nimero de unidades formadoras de colonias

39



CAPITULO 3- OBTENGAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES

(UFC) sobre a superficie das amostras contendo AgNPs com o valor medido na amostra

controle, de acordo com JIS Z 2801:200015.

Figura 2. Representacio esquematica da Norma Jis Z (2801:2000).
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Fonte: Elaborada pelo autor

3. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 MEV

Microscopias eletronicas de varredura (MEV) dos filmes fraturados A ¢ B sao
mostradas na Figura 3a e b, respectivamente. Na Figura 3a observa-se pelo espectro de
EDS realizado na 4rea em destaque que o filme tem em sua estrutura aglomerados
formados por Ag, Si, O e C. Observa-se na Figura 3b, que o filme apresenta formagao
de aglomerados contendo em sua composi¢do Ag, Cl, Ti, Fe e C. Os circulos na Figura
3 a e b indicam as particulas de Ag contidas nos carreadores de SiO, (Figura 3a) e TiO,
(Figura 3b), respectivamente. As AgNPs estdo presentes em ambos os materiais,

contudo, incorporados em particulas de didxido de silica nas amostras de A e de 6xido

40



CAPITULO 3- OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES

de titanio nas amostras de B. Segundo a literatura, sabe-se que materiais mesoporosos,
tais como Si0, e TiO, sdo matrizes adequadas para o carreamento de AgNPs, devido a
sua elevada area de superficie e de poros bem distribuidos que podem ser ajustados

entre 2 ¢ 20 nm (BOIS et al, 2008).

Além disso, o elemento C estd presente no resultado de EDS (Figura 3 ab)
devido a presenca da matriz polimérica de polietileno. O CI observado na Figura 3a tem
sua origem do AgCl composto que foi detectada em analises de DRX (Figura 4a) das

amostras B.

Figura 3 Imagens de MEV (esquerda) e espectro EDS (direita) dos filmes contendo AgNPs: A
contendo SiO; (a) e B contendo TiO,(b) em suas composicao.

2.00 4.00 6€.00 8 .00 i10.00 iz .00 14

a.00 10.00 az.

Fonte: Figura Elaborada pelo autor.

3.2.2DRX
As Figuras 4a e b apresentam os resultados da analise de raios-X para os filmes
A e B, respectivamente. Os nanocompdsitos estudados mantiveram as caracteristicas da

estrutura cristalina ortorrombica de polietileno (XIA et al, 2006; USHAKOV et al,
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2008), que apresentam valores de pico de 2e em 21,5° (110) e 23,9° (200) (Olmos et al,
2012). Além disso, a estrutura do polietileno obtido estd de acordo com a fase
ortorrombica segundo ficha cristalografica JCPDS (Joint Committee on Powder

Diffraction Standards) nimero 053-1859 para todas as amostras (Figura 4a e b).

Na Figura 4a apenas os picos de difracdo de polietileno estdo presentes em todas
as amostras. Este fato indica que o elemento de Si identificado nestas amostras por
analise EDS (Figura 3a) pode estar em uma fase ndo cristalina, tais como, SiO, amorfo.
Ag (Figura 4a) nao foi observada na andlise de DRX, muito provavelmente devido a

baixa concentragdo deste elemento nas amostras.

A analise da Figura 4b mostra que amostras contendo maior teor de B (B50 e
B100) apresentam picos de TiO, mais pronunciados, sendo determinado pela ficha
JCPDS 021-1276 como a forma rutilo. De acordo com a literatura (Liu et al, 2009) o
pico de difra¢do do rutilo em 2e = 27,4° (110), como observado na Figura 4b, difere da
forma anatase, que apresenta picos em 2o = 25,2° (101). Picos de AgCl foram
observados nas amostras de B50 e B100 (Figura 4b), de acordo com o numero da ficha
JCPDS 031-1238. Picos de TiO, e AgCl nao foram encontrados para a amostra B 2,5,
provavelmente devido a baixa concentracdo destes compostos na amostra, se

encontrando portanto abaixo do limite de detec¢do do equipamento.

Figura 4. Difratogramas de raios-X dos compostos contendo: Ag/SiO, (a); Ag/TiO, (b).
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Fonte: Figura Elaborada pelo autor.
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3.23FTIR

As Figuras 5a e b mostram os espectros de FTIR das amostras contendo PEDB e
PEBD com AgNPs, dispersas em SiO; e TiO,, respectivamente, de acordo com a
nomenclatura apresentada Tabela 1. Os filmes nanocompodsitos apresentam bandas
caracteristicas de PEDB puro, como a banda em 719 cm ' que corresponde a
deformagio angular assimétrica CH, (RAJANDAS et al, 2012) e a banda de 1308 cm™
que corresponde ao balango CH, (MISHRA; LUYT, 2008). As vibra¢des em 1465 cm™
e 1377 cm™ ' correspondem a deformacdo angular de CH, (JEZIORSKA et al, 2012),
enquanto que os picos em 2852 cm™ e 2920 cm™ estdo atribuidos ao alongamento da

banda CH, simétrica e assimétrica, respectivamente (LIU et al, 2009).

Na Figura 5(a), observa-se que os espectros de FTIR dos nanocompdsitos sao
consistentes com o espectro de infravermelho do padrao de PEBD. Ainda na Figura 5(a)
sdo apresentados os espectros de FTIR dos filmes contendo particulas de SiO,. Observa-
se a presenca de uma banda de baixa defini¢do em 1080 cm™, o que pode ser atribuido
ao grupo Si-O-Si (GOWRI et al, 2012). As bandas correspondentes 1100-900 cm™ ¢
467 cm™ podem ser atribuidas ao grupo Si-O de particulas de oxido de silicio
(JEZIORSKA et al, 2012). O espectro de FTIR exibido na Figura 5(b) corresponde ao
filme contendo particulas de TiO,. De acordo com a literatura (LIU et al, 2009) duas
vibracdes situadas em 425-475 cm™ ' e 600-625 cm’ ' estdo relacionadas ao rutilo, que no
caso da Figura 5(b) corresponde aos picos localizados em 480 cm™ ¢ 645 cm™ para as
amostras B 100 e B 50. Bandas de rutilo ndo foram observadas na amostra B 2.5,
provavelmente devido a concentragdo elevada de PEDB que pode ter mascarado o baixo

teor do masterbatch B na amostra estudada.
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Figura 5 Os espectros de FTIR das amostras de PEBD contendo: Ag/SiO, (a) e Ag/TiO, (b).
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Fonte: Figura Elaborada pelo autor.

3.2.4 Analises térmicas: TGA e DSC

Os efeitos da presenga das AgNPs sobre as propriedades térmicas dos filmes
nanocompdsitos foram comparados com o PEBD puro, utilizado como matriz, sob as
mesmas condigdes. As Figuras 6 e 7 apresentam os graficos de TGA e as curvas da

derivada, DTG, para as diferentes composi¢des de masterbatches/matriz.

Observa-se, na Figura 6, que os compositos PEBD e A 2,5 apresentam vérias
fases de decomposicao enquanto o A 50 e A 100 se decompdem em apenas uma unica
fase como observado nas curvas de DTG. No A 2,5 apesar do componente principal ser
o PEDB observa-se uma mudanga no comportamento da decomposi¢ao com a adigdo de
nanoparticulas tendo, portanto um perfil de degradacao diferente do PEDB puro. Os
compositos de PEDB e A 2,5 apresentam nove etapas de degradacdo, como pode se
observado na Figura 6 representado pelos picos da DTG, em que os picos "a" e "b"
podem ter relagdo com a presenca de compostos volateis nas amostras estudadas. Uma
antecipacgdo no perfil de degradagdo do A 2,5 demonstrou que uma pequena quantidade
de AgNPs pode promover essa alteracdo no filme provavelmente porque a prata
metalica doa elétrons ao polimero, catalisando a degradacdo oxidativa (GORGHIU et al,
2004). No entanto, A 50 e A 100 t€m etapas de degradacdo semelhantes com pico de
temperatura de oxidacao perto de 455 °C.
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Figura 6 Analise termogravimétricas (TGA) e curvas DTG para A e atmosfera de ar sintético 10 a
800-C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O comportamento térmico da B 2,5 ¢ similar ao do PEDB com nove etapas de
degradacao, enquanto a B 50 e B 100 teve oito etapas, diferente das amostras A 50 ¢ A
100, que se degradaram em uma Unica etapa. A adi¢do de masterbatches B em PEBD
aumentou a temperatura de degradacdo das amostras, tal como pode ser visto na Figura
7, embora alguma atividade catalitica pudesse ser esperada nas amostras que contém
alto teor de TiO, (FARROKHPAY, 2009). No entanto, o atraso na degradacdo das
amostras de B 50 e B 100 pode ser devido ao aumento da presenca de TiO; na estrutura
de rutilo, como mostrado no espectro de FTIR, o qual exibe uma elevada estabilidade

térmica (ALLEN et al, 2004).
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De acordo com a Figura 6 ¢ 7, o PEBD apresenta temperatura de inicio da
decomposicao (Tonser) por volta de 430 °C, o que corrobora com resultados previamente
reportados na literatura (GUPTA; KUMAR; SHARMA, 2010; MISHRA, 2012). B2,5 ¢
A 2,5 mostram Topger proxima a 330 °C, enquanto Tonset do A 100 € B 100 amostras sao
417 °C e 451 °C, respectivamente. Estes resultados podem indicar que a variagdo da
estabilidade térmica para as amostras ¢ devido as caracteristicas distintas entre o PEDB
do master e o PEDB utilizado para o processamento dos filmes. Tais caracteristicas
distintas podem ser originadas, por exemplo, de diferentes processamentos do PEDB
(BOGDANOVIC; SRDANOVIC, 1986). Pela mesma razio, uma diferenca na
percentagem residual pode ser observada (Tabela 2). No entanto, a diferenga de
estabilidade térmica entre as amostras ndo comprometeu o processamento do filme, uma

vez que a temperatura de extrusdo ndo foi superior a 200 °C.

Figura 7 Analise termogravimétrica (TGA) e curvas de DTG para B em atmosfera de ar sintético
de 10 °C to 800 °C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em contraste, a adicdo do masterbatch B aumentou ligeiramente a estabilidade
térmica dos filmes, causada principalmente por dois fatores: i) um teor mais elevado de
nanoparticulas de TiO, proporciona uma maior difusdo de calor no interior do
compdsito (DEKA; MAIJI, 2011), o que atrasa a queima de material e ii) possibilidade
de ocorréncia de reacdo de intercruzamento entre os dois polimeros (PEBD) que
compdem a mistura base e o matriz (HUl; CHATTOPADHYAY; CHAKI, 2010). A
perda de massa (Am) das amostras variou entre 90,9% e 99,8% (Tabela 2). As
composi¢des intermédias (2,5 e 50) tinham valores intermédios para Am, sugerindo uma
homogeneizagdo adequada do sistema polimérico, também observado em analises de
DSC. Os residuos deixados ap6s a degradagao de filmes poliméricos (superior a 600 °C)
aumentou com a adicdo de ambos os masterbatches (A e B), que também pode ser

devido ao PEBD (GUPTA; KUMAR; SHARMA, 2010).

Tabela 2 Analise de termogravimetria (TGA) dos filmes estudados.

Residuo Perda de
Amostras Tonset (°C) Tpeaxk (°C) o massa (Am
(%) 0

Yo)
PEBD 428.14 463 3.69 96.3
A25 328.72 365 0.28 99.8
A 50 428.97 456 0.70 99.2
A 100 417.42 454 1.52 98.4
B2)5 335.63 369 0.72 99.3
B 50 442.04 462 6.65 934
B 100 451.88 466 9.89 90.9

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

A Figura 8 apresenta as curvas de DSC utilizadas para calcular a temperatura de
fusdo (Ty,) e entalpias de fusdo (AH,,), apresentada na Tabela 3. A temperatura de fusao
(Ty) de PEBD puro foi de 104 °C, similar a valores encontrados na literatura (ZAKY;
MOHAMED, 2010). O filme A 100 apresentou temperatura de fusdo de 105 °C. As
amostras A 50 e A 2,5 apresentou Ty, perto do apresentado pelo filme de PEBD puro.
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Figura 8 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) para os filmes: (a) A e (b) do B.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os filmes B 50 apresentaram reacdo endotérmica mais larga e com formacao de
trés picos (Figura 8). O primeiro pico de temperatura, a 102 °C, ¢ correspondente aos
picos endotérmicos dos filmes de PEBD (Tpico 104 °C). O segundo e terceiro pico a
118 e 122 °C, respectivamente, correspondem aos dois picos 121 e 123 °C, observado
nos filmes B 100. Os trés picos de fusdo de PEBD ja foram reportados na literatura
(GOFFIN et al, 2011), os quais possivelmente podem ser causados pela existéncia de
diversas estruturas cristalinas, devido a presenga de materiais com morfologias e
composigdes diferentes. Observa-se na Figura 8§ um deslocamento das curvas nas

composi¢des intermedidrias para ambos os materiais, o que ¢ mais evidente nas
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amostras de B, confirmando a homogeneizagao do sistema. Este fato esta de acordo com

os resultados de TGA (Figura 6 e 7) que sugerem essa homogeneizagao.

Tabela 3 Dados obtidos pela técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC) dos filmes
estudados.

T AH,, (J
Amostras (°C) g'l)

PEBD 104.6 105.4
A25 104.4 91.7
A 50 104.5 79.6
A 100 105.0 89.5
B2)5 105.5 72.3
B 50 109.85  97.72

B 100 122.61  106.8

Fonte: Elaborada pelo autor.

As entalpias de fusdo (AHm) dos filmes foram afetadas quando comparados com
filme de PEBD puro, o que também foi observado na literatura (SPIRIDON et al, 2012).
A diminui¢ao da entalpia de amostras de A ¢ B 2,5 ¢ B 50 quando comparado com o
PEBD puro, podem ser causadas por uma forte interacao entre o master e o polimero da
matriz que forma uma mistura homogénea (QUENTAL et al, 2010).

Na Tabela 4 esta representado o grau de cristalinidade (Xc%) de todas as
amostras que foram calculados a partir dos difratogramas de DRX. Em principio, a
adicdo de silica promoveu um aumento da cristalinidade do produto final para as
matrizes poliméricas de PEBD, uma vez que as particulas de silica podem atuar como
nicleos para o crescimento de cristais (GIANNAKAS et al, 2009). No entanto,
observou-se que a adicdo de masterbatch A para a matriz de PEDB nao causou
alteracOes significativas nas estruturas cristalinas de PEBD, tal como observado em
trabalhos anteriores (BRUNA et al, 2012). A amostra B 2,5 mostrou uma reducio de
cristalinidade 50,0-42,0% em comparagdo com puro PEDB. Este ¢ um efeito de inibi¢ao
da cristalizacao que ocorre durante o processamento de polimeros, devido a presenga de

baixo teor de nanoparticulas.
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Tabela 4. Cristalinidade dos filmes A (SiO,) e B (TiO,) obtida por meio da analise de DRX.

Amostras DRX
Xe(%0)
PEBD 50.0
A2)5 51.0
AS0 49.0
A100 44.0
B 2,5 42.0
B50 56.0
B 100 63.0

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2.5 Atividade antimicrobiana de filmes contendo AgNPs

Os ensaios antimicrobianos realizados de acordo com a norma JIS Z 2801:2000
mostraram que os nanocompdsitos de polietileno contendo AgNPs exibem intensas
propriedades antimicrobianas contra os microrganismos testados. As propriedades
antimicrobianas de AgNPs sdo conhecidas (AKHAVAN; GHADERI, 2010;
BHATTACHARYA et al, 2012) por sua alta relagdo area superficial/ volume. Na
literatura sdo reportados trés possiveis mecanismos para a atividade antimicrobiana das
AgNPs: i) O primeiro ¢ resultado da capacidade das nanoparticulas de Ag
(CHALOUPKA, MALAM, SEIFALIAN, 2010; LALUEZA ET AL, 2011) em produzir
buracos nas membranas celulares de bactéria, causando danos irrepardveis
(EMAMIFAR et al, 2010); i1)) O segundo ocorre quando as AgNPs metalica (ndo
oxidadas) se ligam ao oxigénio e em seguida, atuam como catalisador para a oxidagdo
(KUMAR et al, 2004). O oxigénio adsorvido na superficie da nanoparticula de prata ira
facilmente reagir com os grupos sulfidrilas (-S-H) que compde a superficie de bactérias,
fazendo com que os atomos de enxofre formem uma ligagdo R-S-S-R, e, por
conseguinte, impe¢am a respira¢do bacteriana ocasionando a sua morte; iii) E o terceiro
inibi¢do da produgdo de trifosfato de adenosina (ATP) e replicacdo do DNA (DALLAS,
SHARMA, ZBORIL, 2011). Os filmes nanocompositos apresentaram atividade

antimicrobiana maior contra o S. aureus do que E.Coli, para todos os nanocompositos
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estudados, conforme demonstrado na Tabela 5. Estes resultados estdo de acordo com
literatura (JOKAR et al, 2012), em que foi observado um melhor efeito inibitorio sobre
bactérias Gram-positivas S. aureus do que Gram-negativa E. coli. A acdo
antimicrobiana pode estar relacionada com as diferencas entre a as membranas das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas devido a espessura da camada de
peptidoglicano. Bactérias Gram-positivas tém camada de peptidoglicano de cerca de 30
nm, enquanto as bactérias Gram-negativas tem camada mais fina (2 a 3 nm), contudo
apresentam uma membrana externa ndo encontrada nas Gram-positivas (MORONES et

al, 2005).

Tabela 5 Comparacio das atividades antimicrobianas de nanocompéstios de prata.

S. aureus E. coli
Concentracio ~ Concentraca ~
Inoculo 24 h Re((i}lg):ao Indculo 024 h Re((?;g):ao
(CFU/mL) 0 (CFU/mL) °
PEBD | 1.9x 10* 1.9x 10* 0 1.4 x 107 1.4 x 107
A25 | 1.9x10* 3.7x 10* 0 1.4x 10’ 1.6 x 107
A50 |[19x10* <10 99.9 1.4x 107 1.1x10° 92
A100 | 1.9x 10 <10 99.9 1.4x 10’ 5.2 x 10* 99.6
B25 | 1.9x10* <10 99.9 1.4x 10’ 7.3 x 10* 99.4
B50 |1.9x10* <10 99.9 1.4x 107 42x10° 97
B100 | 1.9x10* <10 99.9 1.4x 10’ 3.7x 10° 99.97

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados da Tabela 5 mostram a eficacia da prata na reducdo de
microrganismos, tanto para as amostras A e B, exceto para A 2,5, provavelmente,
devido a baixa concentragdo de prata. Em geral, a amostras B apresentaram um
desempenho antimicrobiano ligeiramente superior as amostras de A, possivelmente
devido a presenca AgCl (ver. Figura 3), uma vez que este composto também apresenta
propriedade antimicrobiana (TOMSIC et al, 2009; NOCCHETTI et al, 2013). Além
disso, o TiO; utilizado como carreador de prata em amostras B ¢ altamente oxidativo
sendo capaz de degradar compostos organicos, tais como membranas bacterianas
(HUANG et al, 2000), e este efeito pode ser amplificado na presenga de AgNPs
(ZHANG; CHEN, 2009; AKHAVAN; GHADERI, 2010). Os resultados mostram que

ambos os masterbatches A ¢ B sdo bons candidatos para a producdo de embalagens
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antibacterianas de alimentos a base de nanoparticulas PEDB/Ag, com o objetivo de

aumentar o tempo de vida de prateleira do produto.
3. 3. CONCLUSAO

Filmes de PEBD contendo dois masterbatches distintos com AgNPs foram
produzidos e caracterizados por diferentes técnicas, incluindo MEV, DRX, FTIR, DSC,
TGA e atividade antimicrobiana. O grau de cristalinidade de acordo com a analise de
DRX mostrou a elevada dispersdao de AgNPs incorporados em carreadores de SiO; e
TiO,. Ambos compdsitos A e B apresentaram boas propriedades antimicrobianas contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, de acordo a norma aplicada.
Especificamente, em termos de propriedades antimicrobianas, B mostrou ser
ligeiramente mais eficiente devido a presenca de AgCl e TiO,. Os resultados
evidenciam a possibilidade do uso de nanocompositos a base de polietileno de baixa
densidade e AgNPs dispersos em distintas plataformas para produzir filmes para
embalagens de alimentos, uma vez que a atividade antimicrobiana ¢ uma caracteristica

desejada para aumentar o tempo de vida de prateleira de alimentos.
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Neste capitulo serdo descritos os efeitos do contato dos filmes PEBD contendo
dois masterbatches distintos com AgNPs reportados no Capitulo III, sendo filme A
utilizando como carreador SiO; e B com TiO; em suas composi¢des, em cenouras
minimamente processadas, visando avaliar riscos e beneficios potenciais da presenca de
nanoparticulas de prata em embalagens de alimentos para conservacdo do alimento.
Desta forma, as seguintes andlises foram realizadas: MEV, permeabilidade a O, e
analises fisico-quimica de qualidade: perda de massa, textura, pH, acidez titulavel, acido

ascorbico, sélido soluveis, ratio e atividade antimicrobiana.

A cenoura foi escolhida dentre as hortali¢as por ser uma das mais consumidas no
Brasil’, ¢ a mais utilizada na forma minimamente processada que, devido as operagdes
de lavagem, descascamento e corte, promovem alteragdes fisiologicas, bioquimicas e
microbiologicas, as quais aceleram o processo de deterioracdo. Entre os efeitos
negativos, destacam-se o escurecimento, descoloragdo, producdo de odores e sabores
desagradaveis que levam a perda de textura e valor nutricional, diminuindo o tempo de
prateleira deste produto (EMMAMBUX; MINNAAR, 2003; RAGAERT,
DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2007; MASTROMATTEO; CONTE; DEL NOBILE,
2012). A cenoura (Daucus carota L.) é uma hortalica da familia Apiaceae de alto valor
econdmico e nutritivo por ser uma das principais fontes de prd-vitamina A (beta-
caroteno) (FILGUEIRA, 2006; DA SILVA TEOFILO et al, 2008). Esta hortalica ¢
originada do Sudoeste Asiatico, mas com produgdo em diversos paises. No mundo, os
trés principais produtores de cenoura sao China, EUA e Russia (FAOSTAT, 2010). No
Brasil as principais regides produtoras sdo Sudeste, Nordeste e Sul do Brasil
(MORAES, 2006). No ano de 2001 o valor da producdo foi de U$$ 143 milhdes, o
equivalente a 5% do valor total de hortalicas (VIEIRA! et al, 2005). Em 2012, a regido
de Minas Gerais concentrou 85,7% da colheita de 415 mil toneladas (CARVALHO et
al, 2013).

* http://www.cnph.embrapa.br/paginas/produtos/cultivares/cenourete_catetinho.htm
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4. 1. MATERIAS E METODOS

4. 1.1 Processamento dos filmes

Os filmes obtidos pelo processamento descrito no Capitulo III foram nomeados
como: PEBD; A 2,5; A 50; A 100, B 2,5; B 50 ¢ B 100 (ver Tabela 1, item 3.1

Materiais) e utilizados como embalagem.
4.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi utilizada para identificar a
morfologia da superficie dos filmes utilizados. As amostras foram preparadas por corte

transversal e as imagens obtidas no equipamento FEI modelo Inspect S50 e 25kV.
4.1.3. Analise de permeabilidade de O,

O ensaio foi realizado pelo CETEA (Centro de Tecnologia de Embalagem) em
que as taxas de permeabilidade ao oxigénio foram determinadas por método
coulométrico, segundo procedimento descrito na norma D3985-05 (ASTM
INTERNATIONAL, 2005), em equipamento OXTRAN, modelo 220, da MOCON,
operando com oxigénio puro como gas permanente. As amostras foram submetidas a
uma temperatura de 23°C a seco (ambiente desumidificado com silica gel), durante 46-
49h e 30 minutos. A area efetiva de permeagio de cada corpo de prova foi de 100 cm’.
Os resultados obtidos foram corrigidos para 1 atm de gradiente de pressdo parcial de
oxigénio. Uma vez determinada a TPO,, calculou-se o coeficiente de permeabilidade ao

oxigénio (P) a partir da taxa de permeabilidade, como segue:

P=TOP,xep (2)
Onde:
P= coeficiente de permeabilidade ao oxigénio (mL(CNTP). um. m™. dia™. Atm™);
TPO,= taxa de permeabilidade ao oxigénio (mL(CNTP). m™. dia™);
e= espessura média do corpo de prova (um);

p= pressao parcial de oxigénio no lado do gas permeante na célula de difusdo (1 atm),

visto que a pressao parcial de O, no lado do gés de arraste (N,+H;) ¢ considerada nula.
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4.1.4. Processamento minimo de cenoura

Cenouras (Daucus Carota L) da cultivar Brasilia, provenientes de sistema
organico de um produtor rural do municipio de Rio Claro, estado de Sao Paulo, Brasil
foram utilizadas para processamento. Em laboratorio de pos-colheita, as raizes foram
selecionadas quanto a integridade fisica, tamanho e cor e em seguida lavadas em agua
corrente para retirada de sujidades e na sequéncia inseridas em um recipiente contendo
hipoclorito de sodio 200 mgL™ por 10 minutos. Apods este procedimento, as cenouras
foram descascadas manualmente, cortadas em rodelas (£3 mm didmetro médio)
utilizando um multiprocessador (Philco®, AllmOne PR2) e logo apos sanitizadas em
uma solugio de 20 mg L' de Sumaveg® (Dicloroisocianurato de Sédio Dihidratado e
coadjuvante) por 3 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas em uma centrifuga
de alimentos (Consul, Brazil) por 40 segundos e divididas em porgdes de 50g para
serem embaladas manualmente em filmes de Polietileno de Baixa Densidade (PEBD),
sem e com aditivos, nas seguintes concentragdes 2,5; 50 e 100 (A e B). Em seguida
foram armazenados em camara fria a 5 °C (2 °C) a +90% de umidade durante 10 dias.
Na Figura 9 encontra-se a representagao esquematica do fluxograma de processamento

minimo realizado para cenoura.
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Figura 9 Esquema representativo do processamento minimo de cenouras. a) Etapa de selecio,
sanitizacio, processamento e secagem; b) Etapa de embalagem e armazenamento.

Material H Embalagem
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”\_ —retirada da casca) +| meg L por 10 minutos PEBD
l A2,5B 2,5
AS0RBS50
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I

| (Pds-retirada da casca) i | por3 minutos

‘i‘ 2

!

Secagem Centrifugagao por 40s ' y;

a) b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4. 1.5. Analises fisico-quimicas

4.1.5.1 Perda de massa fresca

A porcentagem da perda de massa foi determinada de acordo com a seguinte

equacao:

1) %ML(t): MQM(L)_ X 1 00,
Mo

Onde: %ML(t) ¢ a porcentagem de perda de massa no tempo t; My € a massa
inicial e M) € a massa no tempo t. As amostras foram determinadas por uma balanca

digital de precisao (£0.1 g) Marte AS 2000C.
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4.1.5.2. Firmeza

Foi determinada com auxilio de um texturometro digital de bancada TA. XT.
Plus Texture Analyser” e com os seguintes parimetros: sonda de 2mm de didmetro,
velocidade 10mm/s e distdncia de penetracdo de 2mm. Trés regides no cortex das
rodelas de cenoura, conforme representado na Figura 10, foram selecionadas para a
perfuracdo e os resultados foram expressos em Newton (N) (COELHO, 1994). A

analise foi feita em triplicada para cada tratamento obtendo 9 resultados.

Figura 10 Imagem representativa das rodelas de cenoura e identificaciio de suas partes.

cortex

xilema

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.5.3. pH

Os valores foram determinados em potencidmetro de bancada Quimis Q400A a
partir do suco obtido de 50 g de cenoura batidas em liquidificador (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

4.1.5.4. Acidez titulavel (AT)

O teor de acidez titulavel (AT) foi determinado utilizando 10 mL do suco de
cenoura diluido em 50 mL de agua destilada por titulagio com NaOH O0,IN. Os
resultados foram expressos em gramas de acido citrico por 100 mL (AOAC, 1997-

método 942.15).
4.1.5.5. Acido ascorbico (AA)

O teor de 4cido ascorbico foi determinado por titulometria utilizando-se solugao
de 2,6 diclofenol-indofenol (DCFI) a 0,1% até obten¢cdo de coloragdo rdseo claro

permanente, utilizando-se 10 ml de suco de cenoura diluido em 50 mL de acido oxalico
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0,5 % a 5°C, de acordo com Rangana, (1977). Os resultados foram expressos em mg por

100 mL de suco.
4.1.5.6. Teor de solidos soluveis (SST)

A concentracdo de sodlidos soluveis totais (SST) foi determinado no suco
homogeneizado em refratometro digital de bancada Atago RX-5000cx. Os resultados

foram expressos em °Brix (AOAC, 1997 - método 932.12).
4.1.5.7. Ratio (SST/AT)

A Relagdo SST/AT: determinada pelo quociente entre as duas varidveis.
4.1.6. Analises microbioldgicas

A cada 2 dias aproximadamente 50g de cenoura foram removidas
assepticamente das embalagens e colocadas em sacos contendo dgua peptonada diluida
1% (w/v) de homogeneizado. Dilui¢des em série com solugdo de TSB (Triptona de
soja) foram realizadas e seguidas as condi¢des do teste. Placas Petrifilm™ (3M
Company, St. Paul, MN, EUA) para Aerébios, Psicotroficos, Fungos e Coliformes totais
e fecais foram inoculadas com aliquotas de 1,0 ml das diferentes dilui¢des. Em seguidas
as placas foram incubadas a 35°C por 24 h para mesofilos e 48 h para Coliformes e
E.coli, a 5°C por 24h para psicotréficos e 45°C para contagem de fungos. O resultado
foi obtido pela contagem das colonias e expresso em unidade formadora de colonias
(UFC/g). Cada tratamento foi realizado em triplicada e as andlises microbiologicas

foram realizadas a cada 2 dias (ABADIAS et al, 2012).
4.1.7. Analises estatisticas

A comparagdo dos tratamentos para os dados de percentual de perda de massa,
textura, pH, AT, AA, SS e ratio (SSYAT) foi realizada no programas SPSS versdo 19,
como medidas repetidas e o nivel de significancia adotado foi de 0,05. Os graficos

foram feitos no programa Statistica versao 8.0.
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4. 2. RESULTADOS

4.2.1. MEV

Na Figura 11, ¢ apresentada a morfologia da superficie, bem como a vista das
seccoes transversais dos filmes estudados. Os Filmes A (masterbatch A) apresentam
areas mais claras (retangulos azuis) que foram determinados por EDS como
correspondendo a Si, O e elementos de Ag (dados apresentados no capitulo III,
Caracterizagdo dos filmes). Desta forma, com o aumento da concentracdo do
masterbatch A hd um aumento das areas mais claras (retangulos azuis). Foi notada para
a amostra A100 a presenca de depressoes (circulos vermelhos) na superficie da amostra
A100 (Figura 11). Para o masterbatch B as amostras também apresentam areas mais
claras, que determinadas por EDS, correspondem aos elementos Ti, O e de Ag (dados
apresentados no capitulo III, Caracterizagdo dos filmes). Com o aumento da
concentragdo para o masterbatch B ocorre também um aumento das areas claras para
amostras B2.5, B50 a B100. Uma depressao nao regular na amostra B100 ¢ observada

(circulo vermelho), semelhante ao mostrado na amostra A100.
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Figura 11. Imagens de MEYV obtidas do masterbatch A e B em diferentes concentracdes. Os circulos

vermelhos indicam depressdes na superficie dos filmes e os retingulos azuis representam o aumento

da presenca de silica nas amostras A.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2. 2 Ensaios de Permeabilidade

De acordo com Siracusa, (2012), existem trés mecanismos envolvidos na
permeabilidade: (1) a adsor¢do do permeado que ¢ inicialmente dissolvido no material
(lado de maior concentracdo). (2) A difusdo do permeado em que a quantidade
difundida é dependente da forma, tamanho, polaridade, grau de reticulagdo e
cristalinidade do material utilizado como barreira. (3) E a dessor¢ao que acontece do

outro lado da superficie do material utilizado como barreira (Figura 12).
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Figura 12. Modelo representativo dos mecanismos envolvidos no processo de permeabilidade
gasosa.

P4 | > Filme

hd ®>  Moléculas: gases,

- B aditivos e outras

. — .
Adsorgio - J—— hDessorgao

Difusdo /

Os recipientes de polietileno podem diminuir a taxa de respiracdo dos vegetais,

Fonte: Elaborada pelo autor.

retardando assim o amadurecimento e a senescéncia (BRAR; SINGH; RAI, 2011). A
Figura 13 mostra o coeficiente de permeabilidade dos filmes estudados. Os fendmenos
de difusdo e adsorcdo ocorrem nas zonas amorfas do polimero. A taxa de
permeabilidade estd relacionada com a presenca de cristais, pois a parte cristalina
aumenta o caminho de difusdo de gas, ou seja, diminui a taxa de permeabilidade
(WEINKAUF; PAUL, 1990; OLKHOV et al, 2003; SIRACUSA, 2012). Como
demonstrado pelos resultados de cristalinidade obtidos pela anélise de DSC, na Tabela 4
(Capitulo III, item 3.2.4 Andlises térmicas), as amostras A sdo menos cristalinas do que
as amostras B, portanto, podem apresentar os maiores valores de coeficiente de
permeabilidade, como observado na Figura 13, em que as amostras A50 e A100
apresentaram os maiores coeficientes de permeabilidade sendo, respectivamente 263 e

294 mL mM m 2 dia ' atm™ .

Nota-se que ocorre um progressivo aumento da permeabilidade com o
incremento na concentragdo de adigdo do masterbatch A contendo didxido de silicio.

Contudo, na industria da embalagem, o uso de silicio amorfo (SiOx) ¢ de grande
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interesse para diminuir a permeagdo dos gases através do material, tal como o oxigénio,
didéxido de carbono ou vapor de dgua, apesar de ndo haver estudos especificos que
expliquem como o Si-O pode atuar como uma barreira (SIRACUSA, 2012). Todavia, o
que se observou foi que com o aumento do masterbatch A que contém SiO, em sua
composi¢do, houve um aumento do coeficiente de permeabilidade. Segundo
(SIRACUSA, 2012) quando SiOx ¢ usado para melhorar as propriedades de barreira a
gases, outros fatores podem influenciar na permeabilidade tais como defeitos, buracos e
microfissuras. Na amostra A 100 pode se observar por analise de MEV a presenca de
depressdes na superficie desse material. E importante relatar que essa amostra A100

apresentou o maior coeficiente de permeabilidade (294 mL mM de m ™ dia™ ' atm™").

Para as amostras "B" foram observados menores coeficientes de permeabilidade.
Uma das razdes para esta resposta pode estar relacionada com o grau de cristalinidade
como ja citado acima. A adi¢do de nanoparticulas de TiO, pode aumentar o grau de
cristalinidade de nanocompdsitos (ALI; NOORI, 2014), como observado nas amostras
(Tabela 4, capitulo III, item 3.2.4 Analises Térmicas). Este fato contribui para o
aumento da barreira ao oxigénio, entdo, com o aumento na concentragao de TiO; nas
amostras de 2,5, 50 até 100 houve uma diminui¢do no coeficiente de permeabilidade de
202, 188 ¢ 134 mL mM de m’ 2 dia” ' atm™ t respectivamente. (NASIRI; SHARIATY-
NIASAR; AKBARI, 2012) obtiveram resultados semelhantes ao comparar a
permeabilidade de gés de filmes PEBD contendo ou ndo TiO,. Segundo os autores, a
medida que a concentracdo de TiO (1,2,3 e 4 %) aumentou foi observado um aumento
da barreira de permeabilidade ao oxigénio. Recentemente (ALI; NOORI, 2014)
investigaram a adicdo de nanoparticulas de titdnio em dacido polilactico (PLA)
observando aumento da propriedade de barreira do PLA puro de 20 para 14
cm’mm/m?.dias.atm, diferente do resultado encontrado por (MOGHADAM et al, 2011)
que investigaram o efeito de nanoparticulas de TiO; no transporte de gds em membranas
feitas de Matrimid — 5218, sendo que os resultados obtidos pelos autores mostraram que
uma mistura de TiO, aumentou a permeabilidade das membranas de gés, possivelmente
devido a formagdao de espacos vazios, agrupamentos de nanoparticulas e a uma

interrup¢do da cadeia polimérica.
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Figura 13. Valores do coeficiente de permeabilidade ao O, e coeficiente de variacdo (em barra) dos
filmes estudados.

400

350

Coeficiente de Permeabilidade O,
(ML(CNTP) ym m? day™ atm™)

PEDB A25 A 50 A 100 B25 B 50 B 100
Filmes

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3. Analises fisico-quimicas

A perda de massa da raiz ¢ um das caracteristicas fisicas que refletem na
aceitabilidade do alimento pelo consumidor. Os valores médios da perda de massa
observada para cenouras organicas avaliadas neste trabalho estdo apresentados na
Tabela 6 (Anexo 1). Foram obtidos como resultados uma perda de massa fresca maxima
de 0,63 % e de 0,81 % para as amostras A2,5, A50 e A100, B2,5, respectivamente, para
um periodo de 10 dias (Figura 14). Este resultado ¢ esperado, pois foram os filmes que
apresentaram maior coeficiente de permeabilidade a O,. Uma das estratégias para
prolongar a vida de prateleira de alimentos ¢ a utilizagdo de embalagens com barreira
moderada a permeabilidade de gases (CO, e O;), pois o oxigénio estd envolvido em
varias reacdes (crescimento de organismos, escurecimento enzimadtico, formagdo de
gorduras, perda de vitaminas, etc), as quais aceleram a degradacdo dos alimentos.
Assim, ¢ desejavel, menores concentragdes de O, e altas de CO,, condigdes
consideradas ideais para manter a qualidade e prolongar a vida de prateleira de frutas e
legumes segundo (IQBAL et al, 2008). Esta maior perda de massa para a amostra A2,5,
A50 e A100, B2,5, portanto, pode ser explicada pela alta transpiracdo e permeagdo de
gases do interior da embalagem para o exterior (KADER, 2002). Na analise de perda de
massa das cenouras foi observado um aumento nos valores para todos os tratamentos ao

longo do periodo de armazenamento, como também relatado por (MASTROMATTEO;
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CONTE; DEL NOBILE, 2012), quando investigaram estratégias de embalagem para
prolongar a vida de prateleira de cenouras frescas. Em todos os casos, a perda maxima
foi alcangada no 10° dia de armazenamento (Figura 14). Pode-se verificar que ndo
houve influéncia significativa (p=0,457) da interacdo entre dias de armazenamento e
tipo de embalagem utilizada. Portanto, ndo houve influéncia significativa da adi¢do de

nanoparticulas nas embalagens empregadas para a andlise de perda de massa.

Figura 14. Perfil dos valores médios e desvio padrdo para a perda de massa nas cenouras
embaladas nos filmes A e B nas concentracées 2,5, 50 e 100 durante 10 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim como a perda de massa, a textura € uma qualidade muito apreciada pelos
consumidores (SPILIMBERGO et al, 2013). Os valores médios de textura obtidos para
as amostras de cenoura minimamente processada ao longo do periodo de
armazenamento estdo apresentados na Tabela 6 (Anexo 1). Foram obtidos como
resultados para a forca méaxima de perfuracdo no floema das cenouras valores que
variaram de 15,16N a 12,63 N para as amostras A e de 14,47 N a 11,34 N para as
amostras B (Figura 15). Por meio da analise estatistica pode-se verificar que ndo houve

efeito significativo (p=0,993) para a interagdo dias de armazenamento e tipos de
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tratamento. Houve influéncia significativa de variagdo de textura apenas para os dias de
armazenamento (p<0,001). Para todas as andlises ocorreu uma diminui¢do no segundo
dia de armazenamento (Anexo 1) fato que pode ser justificado pelo processamento
minimo (descascamento e corte). Segundo (GREVE et al, 1994) uma perda de firmeza
rapida pode ser decorrente da ruptura da membrana celular, reduzindo a pressdao de

turgescéncia celular.

Figura 15. Perfil dos valores médio para textura das cenouras embaladas nos filmes A e B nas
concentracoes 2,5, 50 e 100 durante 10 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a amostra PEBD, pode-se notar um ligeiro aumento da textura no décimo
dia de armazenamento (Figura 15). Resultado também observado por (LIMA et al,
2003), o qual atribuiu esse aumento de textura a um possivel aumento da area
superficial das frutas e hortalicas, podendo ser originado da desidratacdo e sintese
enzimdtica de lignina. As amostras A2,5, A50, A100 e B2,5 apesar de ocorrer um
aumento ao longo dos dias (4 eou 6) os valores de textura no décimo dia ficaram muito
proximos ao segundo dia de armazenamento (Figura 15). Para os mesmos dias as
amostras B50 e B100 apresentaram queda nos valores de textura, sendo que a amostra

B50 reestabeleceu os valores até o décimo dia de armazenamento, entretanto a amostra
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B100 foi a tnica que no décimo dia apresentou o menor valor de textura quando

comparado ao segundo dia de armazenamento (Figura 15).

Os valores médios do pH sdo apresentado na Tabela 6 (Anexo 1) e estdo de
acordo com os valores relatados na literatura, j& que a cenoura ¢ considerada um
alimento levemente 4cido (pH > 4,5) (STUMBO, 1965; LIMA et al, 2001). Nota-se que
os valores de pH foram afetados significativamente (p<0,001) pelo tempo de
armazenamento e os filmes empregados. Os filmes PEDB e A apresentaram perfil
semelhante passando de 5,90 e atingindo o valor maximo de pH proximo a 6,0. Os
filmes B50 e B100 foram os que conseguiram controlar melhor a variagdo do aumento
do pH até o oitavo dia de armazenamento. Observa-se que ha um aumento nos valores
de pH ao longo do periodo de armazenamento para todas as amostras avaliadas
atingindo no décimo dia de armazenamento valores que variaram de 6,00 a 6,10 (Figura

16).

Figura 16 Perfil dos valores médios obtidos para analise de pH nas cenouras embaladas nos filmes
A e B nas concentragoes 2,5, 50 e 100 durante 10 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Este comportamento esta de acordo com os resultados obtidos para acidez total
titulavel. Os valores de amostras de pH foram semelhantes ao encontrado por
(MASTROMATTEOQO; CONTE; DEL NOBILE, 2012) (cerca de pH 6,0) que relaciona o

fato a menores concentragdes de acidos organicos.

A Tabela 6 (Anexo 1) mostra os valores médios obtidos para a analise de AT.
Nao houve alteragdes significativas (p=0,783) para a interacdo dias de armazenamento e
tipo de embalagens. A varidavel AT foi afetada significativamente (p=0,009) apenas pelo
tempo de armazenamento. Dentre os &cidos organicos o que esta presente em maior
percentagem, em cenouras ¢ o acido citrico. Segundo os dados apresentados todas as
amostras apresentaram uma queda nos valores de AT no segundo dia de andlise, exceto
a amostra B100 (Figura 17). Brody, (1996) relatou que o teor de acidos organicos
diminui durante o processo de oxidagdao dos acidos em decorréncia do processo de
respira¢do, dado que poderia explicar os baixos valores encontrados no décimo dia de
armazenamento. Dentre os filmes estudados, o A2,5 foi o que apresentou maior teor de
acidos organicos no sexto dia de armazenamento, atingindo valor de 0,038 g de acido
citrico 100 mL™'. Resultados semelhantes para cenoura 'Brasilia' revestida com filme de

polietileno foram observados por (ALMEIDA, 2011).
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Figura 17. Perfil dos valores médios encontrados para a andlise AT nas cenouras embaladas noss
filmes A e B nas concentracées 2,5, 50, 100 durante 10 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores médios de acido ascorbico estdo apresentados na Tabela 6 (Anexo 1).
Para os dados de AA houve efeito significativo para a interacdo dia de armazenamento e
tipo de tratamento (p=0,024). Observa-se na Figura 18 que as amostras apresentaram
comportamento semelhante ao longo do tempo de armazenamento, ou seja, ascendéncia
seguida de queda e ascendéncia. Para todas as amostras os valores médios ficaram
abaixo de 3,0 mg AA mL™. Os resultados indicados na Figura 18 mostraram que, no
segundo dia de armazenamento, foi observada uma redugdo drastica do teor de AA em
todos os tratamentos, provavelmente, isto ocorre devido a resposta fisiologica ao
estresse sofrido pelas cenouras durante o processamento. Em hortalicas submetidas a
cortes, como os produtos minimamente processados, ocorre uma aceleracdo do processo
de senescéncia ap6s a colheita e armazenamento, liberando espécies reativas de
oxigénio (ROS) (RASEETHA et al, 2013). Observa-se que nos dias 4 eou 6 ocorre um
aumento dos teores, sendo estes maiores nos filmes B, pois em atmosferas de
armazenamento com baixos teores de O,, a quebra do 4cido ascérbico em 4acido

desidroascorbico ¢ inibida. Contudo, em altas concentracdes de O, esta quebra ¢
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acelerada o que poderia justificar a queda nos teores de acido ascorbico (PORTE;

MALIA, 2001) para as amostras A que sdo mais permeaveis ao O,

Figura 18 Perfil dos valores médios encontrados para a anilise AA nas cenouras embaladas noss
filmes A e B nas concentracées 2,5, 50, 100 durante 10 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para as andlises de so6lido soluveis (SS) pode-se observar, a partir dos resultados
obtidos, significativa interferéncia da interacdo dia de armazenamento e tipo de
embalagem utilizada (p=0,003). De acordo com (CHITARRA; CARVALHO, 1984) o
sabor das cenouras ¢ determinado pelo actcar livre com predominancia da sacarose.
Assim, um baixo °Brix pode interferir no sabor e, portanto, na aceitagdo do consumidor.
Os valores de solidos soluveis (SS) encontrados oscilaram entre 5,19 a 8,27 °Brix,
valores inferiores, quando comparados com o valor médio encontrado por (ALEGRIA
et al, 2009) (5,7 ° Brix) e (DE ARAUJO FERREIRA et al, 2011) (9,9 °Brix), em

cenoura 'Brasilia' (Tabela 6, Anexo 1).

Pode-se observar na Figura 19 que A 2.5 apresentou um comportamento
semelhante ao PEBD, valores proximos a 7,5 ° Brix no décimo dia de armazenamento.

Assim como as amostras A50 e A100 que apresentaram comportamento semelhante até
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o décimo dia de armazenamento, em que se observa uma queda nos valores de 7,51 para
6,89 e 6,58 ° Brix, respectivamente. Para as amostras B, comportamentos diferentes
foram observados dependendo da composicdo do filme. Enquanto a amostra B2,5
apresentou comportamento semelhante ao observado pelas amostras A50 e A100, em
que se observa uma quedas nos valores (7,51 para 5,82° Brix), as amostras B50 e B100
apresentaram uma queda nos primeiros dias de armazenamento e no oitavo dia de
armazenamento ocorre um aumento nos valores de solido soluveis de 5,61 para 6,77
°Brix e 6,25° para 6,62 Brix, respectivamente. Segundo (CHITARRA, 2001) um
aumento nos teores de solidos soluveis pode ocorrer devido a sintese de compostos

secundarios em resposta as etapas do processamento minimo.

Figura 19 Perfil dos valores médios obtidos para anilise de sélido soliuvel nas cenouras embaladas
nos filmes A e B nas concentracdes 2,5, 50 e 100 durante 10 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com (CHITARRA; CHITARRA, 1990) a relagdo SS/ATT nos
vegetais pode ser considerada como um critério de avaliagdo do "flavor" e um aumento
pode significar incremento de sabor, além de ser indicativo do nivel de
amadurecimento. Nao houve influéncia significativa da interagdo dia de armazenamento

e filmes utilizados (p=0,122). Porém, segundo os dados estatisticos houve influéncia
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significativa para os tipos de tratamento utilizados (p=0,004). Os filmes A foram os que
apresentaram os melhores resultados para a relagdo SS/AT quando comparados aos
filmes B, sendo o A50 o que apresentou o maior valor no ultimo dia de armazenamento

(Figura 20).

Figura 20. Perfil dos valores médios obtidos para a analise ratio das cenouras embaladas nos filmes
A e B nas concentracoes 2,5, 50 e 100 durante 10 dias de armazenamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.4 Analises microbiolégicas

Em produtos minimamente processados, devido ao manuseio e corte durante a
preparagdo, ha um aumento dos danos na superficie de células liberando certos
nutrientes que podem favorecer o crescimento microbiano. Portanto, a contaminacdo
pode ser influenciada pelo tempo de processamento, uma vez que € ponto de infiltracao
para microrganismos patogénicos (O'BEIRNE et al, 2014). Especialmente para as
cenouras frescas, que sdo consumidas cruas, uma boa higienizacdo, gestdo de
temperatura ¢ embalagem sdo fatores que podem controlar o crescimento microbiano

sobre estes produtos (KADER, 2002).
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A atividade antimicrobiana dos filmes “A e B” ¢ mostrada nas Figuras 21 e 22.
A variagdo na contagem de aerdbios mesofilos (AM) nas cenouras foi de 8,35 x 10° a
4,45 x 10° UFC mL™ . Este resultado estd de acordo com (ABADIAS et al, 2012) que
encontraram para AM valores entre 10 a 10° UFC mL™. Observou-se que A 2,5
mostrou menor concentracdo durante quase todos os dias de armazenamento para os
microrganismos AM (Figura 21). De maneira geral, os filmes B apresentaram atividade
antimicrobiana melhor quando comparado aos filmes A. O comportamento dos filmes B

foi semelhante, sendo que a amostra B 2.5 apresentou um efeito inibidor significativo

sobre o crescimento microbiano (Figura 21).

Figura 21 Efeitos dos filmes empregados no crescimento de microrganismos meséfilos aerébios.

Log (UFC) mL""
Log (UFC) mL""

Fonte: Elaborada pelo autor.

Até o oitavo dia, B 2,5 mostrou uma boa atividade antimicrobiana, embora no
ultimo dia de armazenamento esta capacidade foi diminuindo, provavelmente porque a
populagdo AM estava muito alta e o contato superficial das AgNP ndo foi suficiente
para controlar o crescimento bacteriano. A temperatura pode ter contribuido para esse
crescimento. Segundo (ABADIAS et al, 2012) a temperatura de crescimento ideal dos
AM ¢ em torno de 35 °C, porém estes microrganismos sao capazes de crescer a uma

temperatura baixa, embora a uma taxa de crescimento reduzida.

O comportamento da atividade antimicrobiana de filmes contra coliformes ¢
mostrado na Figura 22. Os valores de coliformes totais (CT) variaram de 1,33 x10° a

4,45 X 10 UFC mL". Este resultado estd dentro dos limites aceitaveis descritos na
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literatura (MOHACSI-FARKAS et al, 2014). Os filmes A 2.5 ¢ B 2,5 foram os que

exibiram a melhor atividade, quando comparado com as outras propor¢des de AgNP.

Figura 22 Efeito dos filmes empregados no crescimento de microrganismos E. coli e coliformes
totais.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para todos os filmes testados, ndo foi observado a presenca de E. coli. A amostra
A 100 mostrou um aumento no crescimento bacteriano tanto para AM como para CT ao
longo dos dias de armazenamento, atingindo 45%10° e 4,45%10° UFC mL !,
respectivamente. A principal fonte de energia para microrganismos crescerem ¢ a
presenga de aglcares, ou seja, uma diminuicdo nos niveis de SS durante o
armazenamento pode indicar microrganismos em desenvolvimento (LIMA et al, 2003).
Este resultado estd de acordo com os resultados obtidos para SS uma vez que o A 100
apresentaram valores mais baixos para SS que PEBD, A 2,5 e A50. Outra explicagao
para que A100 tenha apresentado maior populacdo bacteriana pode estar relacionada a
maior permeabilidade do A100, conforme evidenciado nos testes de permeabilidade,
resultado confirmado com os valores observados para perda de peso. Observou-se
também que as formulacdes 2,5 mostraram a melhor atividade antimicrobiana, o que
pode ser indicativo de que o uso de aditivos de baixa concentracdo em masterbatches
com AgNPs se mostram suficientes para inibir o crescimento microbiano, reduzindo o

custo para a fabricagdo de embalagens de alimentos.

78



CAPITULO 4 - PROCESSAMENTO MINIMO DE CENOURA

Nao houve contagem suficiente de leveduras nas condigdes apresentadas. E
comum em vegetais encontrar uma baixa contagem da populacdo de leveduras

(ABADIAS et al, 2012).

4.3. CONCLUSAO

De acordo com os resultados, a permeabilidade dos filmes empregados ¢ de
fundamental importancia para a manuten¢do da qualidade das cenouras, uma vez que
essa variavel influéncia diretamente em outras variaveis como a textura, acido ascorbico
e aspectos microbiologicos. Os filmes A foram os que apresentaram melhores
resultados para textura. Enquanto os filmes B apresentaram melhores resultados em
reduzir a taxa microbiana, principalmente o filme B 2,5. Apesar de algumas diferencas
peculiares nos resultados das analises descritas ambos os filmes aditivados com
nanoparticulas de prata apresentaram potencial de aplicagdo como embalagens para
preservar caracteristicas importantes para o consumo in natura de cenouras

minimamente processadas.
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ANEXO1

Tabela 6. Resultados das médias e desvio padriao para as analises fisico-quimicas
dos filmes estudados durante dez dias de armazenamento.

Analises fisico-quimica
Perda de massa (%) AA (mg/100mL) AT (g/100mL) pH °Brix Ratio  Textura (N)

Tratamentos
PEBD 0 5.343 0.043 5.910 7.510 182.289 36.602
A2,5 0 5.343 0.043 5.910 7.510 182.289 36.602
A50 0 5.343 0.043 5.910 7.510 182.289 36.602
?v A100 0 5.343 0.043 5.910 7.510 182.289 36.602
a B2,5 0 5.343 0.043 5.910 7.510 182.289 36.602
B50 0 5.343 0.043 5.910 7.510 182.289 36.602
B100 0 5.343 0.043 5.910 7.510 182.289 36.602
Média + DP 0 5,343£0,72 0,04310,009 5,910,036 7,5110,22 182,29%29,82 36,60+16,64
PEBD 0.056 3.064 0.035 6.010 8.273 241.812 12.895
A2,5 0.153 2.304 0.031 6.020 7.393 245.855 13.825
A50 0.089 2.206 0.033 6.047 7.453 230.127 12.713
': A100 0.080 1.863 0.035 6.033 6.860 198.690 13.530
a B2,5 3.502 1.642 0.031 5.997 6.280 205.413 11.372
B50 0.063 1.446 0.033 5.980 6.763 208.957 14.052
B100 -0.032 1.667 0.049 5.950 5.490 116.354 13.581
Média = DP 0,562.2 2,030,67 0,035£0,008  6,005+0,042 6,93%0,95 206,74+47,63 13,14+1,49
PEBD 0.136 2.083 0.030 5.967 6.993 237.839 12.382
A2,5 0.213 2.059 0.036 6.000 6.977 197.485 13.354
A50 0.143 1.593 0.036 6.040 6.967 193.611 15.161
: A100 0.187 2.525 0.032 6.020 6.963 217.604 14.516
a B2,5 0.157 2.475 0.034 6.010 6.633 195.191 14.475
B50 0.079 2.574 0.038 6.017 6.193 161.285 12.514
B100 0.083 2.500 0.043 6.053 5.190 122.817 12.729
Média * DP 0,1430,07 2,260,47 0,036%0,005  6,015+0,051 6,56%0,70 189,40%41,90 13,59+1,58
PEBD 0.068 2.745 0.023 6.157 7.543 232.924 13.921
A2,5 0.183 2.574 0.038 6.110 7.397 196.337 13.829
A50 0.122 2.598 0.034 6.143 7.423 225.825 13.208
ﬁ A100 0.206 2.672 0.036 6.127 6.930 192.014 13.224
a B2,5 0.195 2.279 0.026 6.060 6.183 156.120 14.120
B50 0.031 2.598 0.038 5.990 6.690 178.844 11.706
B100 0.013 2.598 0.026 5.947 5.990 158.464 10.671
Média * DP 0,117£0,13 2,58+0,38 0,03210,014  6,076+0,085 6,880%0,75 193,00%45,20 12,95+1,67
PEBD 0.068 1.544 0.032 6.010 7.423 238.924 13.173
A2,5 0.079 1.201 0.032 5.997 7.143 223.229 13.182
A50 0.094 1.838 0.036 5.960 7.280 201.753 13.587
ﬁ A100 0.129 1.520 0.036 6.030 6.567 186.845 12.628
a B2,5 0.068 1.814 0.041 6.043 5.497 137.314 11.727
B50 0.000 1.495 0.043 5.953 5.607 133.433 13.129
B100 0.039 1.789 0.043 5.957 5.677 133.333 12.371
Média * DP 0,068+0,07 1,60%0,31 0,037£0,006  5,993+0,056 6,456%0,96 179,26150,72 12,831,87
PEBD 0.193 1.520 0.036 6.043 7.607 216.834 14.013
A2,5 0.185 1.446 0.038 6.010 7.393 192.535 13.806
A50 0.195 2.181 0.034 6.053 6.890 203.229 13.199
S A100 0.214 2.157 0.036 6.087 6.577 182.326 13.785
';3“ B2,5 0.148 2.181 0.038 6.070 5.817 153.120 11.336
B50 0.105 2.647 0.036 6.097 6.770 196.019 13.594
B100 0.154 2.451 0.041 6.103 6.253 157.887 12.382
Média + DP 0,171£0,05 0,05+21 0,037£0,009  6,066+0,041 6,758%0,73 185,99+38,91 13,16%1,52
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CAPITULO 5. TESTES DE MIGRACAO DE
NANOPARTICULAS

Neste capitulo, serdo reportados os estudos de migracdo de AgNPs contidas em
embalagens para alimentos (cenoura) e simulantes estabelecidos por normas que
possibilitam a realizacdo de testes de migracdo para metais pesados, as quais seguem as
condigdes experimentais estabelecidas de armazenamento e ensaio. Estes ensaios visam
garantir a seguran¢a no consumo de alimentos armazenados em embalagens contendo

nanoparticulas.
5.1. MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Teste de migrag:ﬁo4 de metais pesados nos filmes poliméricos sem contato com
alimento

Para a avaliacdo de migracao de AgNPs de embalagens foi utilizado a RDC n°
105, de 19 de maio de 1999 da ANVISA, que estabelece limites de migracdo de metais
pesados. Foram utilizadas amostras dos filmes A 2,5 ¢ B 2,5, com superficie de contato
de 600 cm’, as quais foram lavadas inicialmente em 4gua corrente e em seguida com
agua destilada. Essas amostras foram secas em temperatura ambiente e colocadas em
contato com 300 mL dos seguintes simulantes’: A (4gua destilada), B (acido acético
3%) e C (etanol 15%) por 10 dias. Transcorrido o tempo dos ensaios de migragdo, as
amostras foram retiradas dos béqueres e lavadas no mesmo simulante. Em seguida, o
simulante foi evaporado em banho-maria at¢ um volume reduzido e transferido para
uma capsula de porcelana, previamente tarada, para terminar o processo de evaporacdo
em banho-maria e depois em estufa a 100 °C = 5 °C a fim de garantir total evaporacao.

As cépsulas foram entdo resfriadas a temperatura ambiente em dessecador e pesadas. O

4 . ~ , A . . .

Migragdo ¢é a transferéncia de componentes do material em contato com alimentos para estes produtos,
devido a fendmenos fisicos e quimicos;

Simulante ¢ o produto que imita o comportamento de um grupo de alimentos que tem caracteristicas
semelhantes;
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residuo foi resuspenso em agua deionizada e avaliado pela técnica de Espectrometria de
Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente ICP-OES (Perkin Elmer, modelo
Optima 7000DV).

5.1.2 Teste de migracao de metais pesados nos filmes poliméricos em contato com
alimento (cenoura)

Para o teste de contato dos filmes contendo nanoparticulas com alimentos, 50
gramas de rodelas de cenoura (devido a elevada superficie de contato), foram embaladas
nas amostras de filmes nas diferentes concentragdes (A 2,5; A 50; A 100 ¢ B 2,5; B 50;
B 100) em triplicata e deixadas em contato por 10 dias, a 10 °C (£2 °C) e UR proximo a
90%. Em seguida, 5-8 gramas de cada amostra foram retiradas e colocadas em tubo
digestor, n qual foi adicionado 5 mL da mistura de acido nitrico e 4acido perclorico na
proporcao de (2:1). As amostras foram levadas para o bloco digestor a temperatura de
150°C por aproximadamente 1 hora. A temperatura foi em seguida elevada para 220°C e
mantida por 2 horas. As amostras foram entdo retiradas da chapa, e dgua deionizada foi
adicionada no recipiente até completar o volume de 75 mL, o qual foi entdo tampado
com papel parafilme. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e transferidas
para frascos de 50 mL de armazenamento de extrato. Para quantificar/detectar a
presenca de nanoparticulas nas amostras, as mesmas foram analisadas pela técnica de

ICP-OES (Perkin Elmer, modelo Optima 7000DV).
5.2. RESULTADOS

5.2.1. Teste de migracio de metais pesados nos filmes poliméricos sem contato com

alimento

A migracdo de nanoparticulas para alimentos e bebidas é a principal rota de
entrada destas particulas no intestino (ECHEGOYEN; NERIN, 2013). O estudo
realizado por (WALCZAK et al, 2012) demonstrou a importancia de se avaliar a
possibilidade de migragdo de AgNPs de embalagens para alimentos pois a prata coloidal
pode permanecer intacta apds a digestdo. (SONG et al, 2011) relatou a migracao total de
AgNPs inseridas na matriz de polietileno usando simulantes como &acido acético 3%
(w/v) e etanol 95% (v/v). Segundo (ECHEGOYEN; NERIN, 2013) os ions de prata
(Ag") sdo a principal forma (quimica) encontrada em solugdes de migragdo induzidas

por um ataque oxidativo dos reagentes. Essas taxas de liberagdo podem aumentar com a
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influéncia da temperatura 0-37 °C (SIMON; CHAUDHRY; BAKOS, 2008) ¢ do pH
(LIU; HURT, 2010).

Através da andlise de ICP-OES nao foi possivel encontrar prata nas amostras em
contato com os simulantes A, B e C, nas condigoes estudadas. As amostras A2,5 ¢ B2,5,
portanto se enquadram dentro do regulamento da UE (EFSA, 2006) no qual o limite
permitido de migracdo ¢ de 0,05 mg Ag/kg para o alimento, mesmo ndo existindo uma
legislacdo especifica que limita valores de migracdo para nanoparticulas.

Os resultado diferem do encontrado por (ECHEGOYEN; NERIN, 2013) ¢
realizaram testes de migracao em embalagens de poliolefinas comercializadas nos EUA,
na forma rigida e em forma de sacos plasticos de PEBD, contendo AgNP. Para os testes
de migragdo, os autores utilizaram dois tipos de simulantes: etanol 50% v/v e acido
acético 3% v/v, e encontraram maiores concentragdes de migracdo de prata para as

amostras colocadas em contato com acido acético na forma de embalagens rigidas.

5.2.2. Teste de migracdo de metais pesados nos filmes poliméricos em contato com

alimento (cenoura)

Em maio de 2011 a EFSA (Associagdo Europeia de Seguranca Alimentar)
publicou um guia de orientacdo para avaliar os riscos potenciais do uso da
nanotecnologia em relagdo a questdo dos alimentos seguros. Esta publicagdo ocorreu
devido as questdes e incertezas sobre os possiveis efeitos toxicologicos destes
nanomateriais com propriedades quimicas, fisioldgicas, farmacologicas e toxicoldgicas
de natureza distinta (ECHEGOYEN; NERIN, 2013). As investiga¢des mais atualizadas
sobre nanomateriais (COCKBURN et al, 2012) tratam de aplicacdes em que o
nanomaterial mantém contato direto com alimentos, como o caso da nanosilica
(melhorando as propriedades de barreira) e nanoprata (antimicrobiano).

(§IMON; CHAUDHRY; BAKOS, 2008) realizaram um estudo tedrico sobre o
risco potencial de migra¢do de nanoparticulas de embalagens para alimentos. O estudo
relata que esse risco ¢ possivel no caso de nanoparticulas extremamente pequenas (cerca
de 1 nm) em matrizes poliméricas de baixa viscosidade, como por exemplo: polietileno
de baixa densidade (PEBD), polietileno de alta densidade (PEAD) e polipropileno (PP).
O estudo foi baseado em trés temperaturas: 25 °C (ambiente), 4 °C (refrigerador) e -18
°C (freezer), em dois periodos (1 més e 1 ano) de contato. Os valores de migragao para

amostras de PEBD durante um ano de contato a 25 °C foi 0,26 mg.
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Nas condic¢oOes analisadas neste trabalho, em nenhuma das amostras de cenoura
mantidas em contato com os filmes nanoparticulados foi detectada prata, o que ¢
bastante desejavel. Alguns fatores podem ter contribuido para a ndo migracdo destas
particulas para o alimento, como: temperatura, tempo de contato entre o alimento e a
embalagem. Segundo (SONG et al, 2011) o tempo ¢ um fator muito importante, pois
como relatado pelos autores, logo no primeiro dia de contato com o alimento pode
ocorrer uma redu¢do na taxa de migracdo devido a um processo de estabilizagdo ao
longo do tempo de contato. Fato comprovado em um estudo recente, realizado por
(CUSHEN et al, 2014) ao fazerem uma simulag¢do para avaliar o risco potencial de
migracao de nanoparticulas de prata e cobre (contidos em filmes de polietileno) para
alimentos. Neste estudo os autores relataram ndo haver um efeito significativo para o
tempo e temperatura nas amostras analisadas (p > 0,1), pois pode ter ocorrido uma
estabilizacdo dos niveis de migragdo durante o periodo de estudo, ndo sendo, portanto
significativas estas variaveis.

Outro fator que podem ter contribuido para a ndo detec¢do de prata foi o limite
de resolucdo da técnica empregada de 10 ppb. Ou mesmo ndo podemos desconsiderar o
fato de simplesmente ndo ter ocorrido migragdo de particulas para o alimento nas
condi¢gdes empregadas, contudo, este fato ndo exclui a possibilidade de que particulas
possam migrar em outras condi¢des de teste, como demonstrado por (CUSHEN et al,
2014) que encontrou valores médios de prata de 0,0041 mg/dm® em amostras que
tiverem contato com o composito de polietileno (PE) e nanoprata, valor este
significantemente diferente das amostras controle.

Segundo estudo recente, a concentracdo de particulas presente nos compdsitos ¢é
considerada o pardmetro mais importante na influéncia da migracdo de particulas
quando comparado aos pardmetros de tempo, temperatura e tamanho de particulas
(CUSHEN et al, 2013). Portanto, outra hipotese que deve ser levado em consideragao
para a ndo deteccdo de prata nas amostras estudadas pode ser devido a baixa

concentragdo de nanoparticulas empregadas nas amostras de filmes aqui estudadas.
5.3. CONCLUSAO

Nos testes de migracdo dos filmes ndo foi detectada prata em nenhuma das
amostras analisadas nas condi¢des estudadas, porém, ¢ importante relatar que pode ter

ocorrido migracao de particulas, mas em concentragdes abaixo do limite de deteccao da
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técnica utilizada. Estudos de migragdo de nanoparticulas para alimentos sao
demasiadamente importantes, especialmente no que se refere aos estabelecimentos de
valores limites seguros, ja& que atualmente ndo existe uma legislagdo especifica que

limita valores de nanoparticulas de prata.
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Neste capitulo serao descritos os testes de ecotoxicidade, realizados em parceria
com a Embrapa Meio Ambiente, utilizando como organismos de estudo a alga da
espécie Pseudokirchneriella subcapitata e os microcrustaceos de agua doce Daphnia
similis ¢ agua salgada Artemia salina. Estes testes visam ampliar os conhecimentos a
respeitos dos niveis de toxicidade causados por AgNPs obtidas seguindo a sintese
descrita neste capitulo. Foram avaliadas 5 concentracdes diferentes visando obter a
concentragdo de inibicdo de crescimento algaceo e a imobilidade dos invertebrados
aquaticos em 50% da populagdo (CEsp), nas condigdes de ensaio e periodo de

exposicao estabelecidos pelas normas.
6. MATERIAIS E METODOS
6.1 Preparacio das AgNPs

Para se obter dispersdes estaveis e concentradas de AgNPs foi empregada a
técnica de redugdo quimica a partir do nitrato de prata em meio aquoso. Agua
deionizada foi utilizada para preparar as solugdes de alcool polivinilico (PVA - agente
estabilizador) e nitrato de prata (AgNOs), utilizando borohidreto de sodio (NaBHy)
como agente redutor (BERNI NETO et al, 2008). A reacdo de reducdo da prata esta

demonstrada a seguir:
Aq. PVA
(1)AgNO5; + NaBH, &= Ag + 1/2H,+ 1/2 B, Hg + NaNO;,

Aliquotas desta solu¢do foram retiradas e diluidas em agua deionizada obtendo-
se as concentragdes mostradas na Tabela 7. Os reagentes utilizados foram obtidos da
Aldrich® e usados sem purificacdo adicional. A sintese pode ser resumida da seguinte
maneira: 60 mM de PVA foi adicionado em 10 ml de uma solucao de 5 mM de nitrato
de prata, cuja mistura foi mantida em agitacdo durante 5 min. Em seguida, foi
adicionado 5 ml de uma solu¢ao de NaBHy4, e deixada sob agitacdo magnética durante
15 min. No final da sintese, obteve-se uma solucdo de cor amarela, a qual ¢ um
indicativo da formagdo de nanoparticulas. As solugdes de concentragdes variadas
mostradas na Tabela 7 foram na sequéncia colocadas em contato com 0s organismos
aquaticos. As mesmas concentracdes de uma solu¢do de NaBH,4 foram utilizadas como

controle.
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Tabela 7 Concentracio e respectivas porcentagens das solucoes de AgNPs empregadas nos ensaios
de toxicidade para os organismos estudados.

Concentracio das solucoes de AgNP

(%) (mgL")
0,0 0,0

0,001 1,5x 10

0,01 1,5x 107
0,1 1,5x 107
1,0 1,5x 10"
10 1,5

Fonte: Elaborada pelo autor.
6.2. Caracterizacao das nanoparticulas obtidas na sintese
6.2.1 Espectroscopia UV-vis

As propriedades Oticas de AgNPs em solucdo foram monitorizadas por
espectroscopia de absor¢do UV-Vis utilizando um equipamento Perkin-Elmer UV-Vis
Lambda 6. As amostras diluidas em agua deionizada foram colocadas numa célula de

quartzo de 2 cm’ para a obtengdo de espectros de absorgdo na regido de 200 a 800nm.
6.2.2 Analise de distribuicio do tamanho da particula e potencial zeta

O tamanho das particulas foi avaliado usando o equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Inc., USA) que usa dispersdo dindmica da luz para medir o
tamanho de particula e espalhamento de luz eletroforético para determinar o potencial

zeta. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
6.2.3 Medicao do tamanho das particulas

As AgNPs também foram analisadas por um Microscopio Eletronico de
Transmissao (MET) - (FEI Tecnai G2 F20), utilizando tensao de aceleragdo de 200 kV.
Uma gota de solucdo AgNP foi adicionado em uma grade de cobre revestida de carbono
e o excesso de solugdo foi removido com papel de filtro. A grade permaneceu protegida

da luz com o auxilio de uma folha de papel de aluminio e mantido em condigdes de
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temperatura ambiente. O programa /mage J foi utilizado para determinar o tamanho e a

polidispersdao de AgNP.
6.3 Organismos testes expostos as diferentes concentracoes de AgNP
6.3.1. Pseudokirchneriella subcapitata

A alga unicelular Pseudokirchneriella subcapitata (antigamente chamada de
Selenastrum capricornutum) foi utilizada como organismo teste. As algas foram
cultivadas em conformidade com a metodologia recomendada pela Organizacdo para a
Cooperacdo Econdomica e Desenvolvimento (OECD), de 1984, em camaras climaticas
com temperatura controlada de 20 + 2 °C e luminosidade de ~ 1.300 lux. A suspensdo
de algas foi distribuida em placas de Petri (volume final de 15 mL), obtendo-se uma
concentragdo de aproximadamente 10° células ml™. As algas foram expostas durante 7
dias nas concentragdes da solucdo AgNP (Tabela 7), sendo também avaliadas solugdes
isentas de AgNP, como controle. Periodicamente, aliquotas foram retiradas das
suspensoes de algas para medidas de absorbancia em 750 nm utilizando um
espectrofotometro UV-Vis1650 PC Shimadzu, uma vez que a absorbancia ¢
proporcional a concentracdo de células. O célculo da concentragdo que inibe o
crescimento de algas em 50% ao longo de 7 dias (CEsp-7d ) baseou-se na inibi¢ao
relativa da taxa de crescimento em funcdo da concentracio (mgL ') de AgNPs. Foi
montada a curva de acordo com o modelo de regressao linear do tipo y = 0,0867-0,0411
v x. A CEs é a concentragdo efetiva do composto toxico que resulta em 50% de reducio
da taxa de crescimento da populacdo algéacea testados em relagdo ao controle em um

determinado periodo de tempo (CHUNG et al, 2007).
6.3.1.1. Analise Estatistica

Para o célculo das taxas de crescimento especifico foram utilizados os valores da
inclinagdo linear das respectivas curvas de aumento da absorbancia em fun¢ao do tempo
(log Abs vs dias, OECD, 1984). Os dados foram tratados pelo modulo de regressao
simples utilizando o software Statgraphics Plus (MANUGISTICS, 2001), o que
permitiu o calculo de CEsy-7d e intervalo de confianca de 95%, determinando o modelo

de regressdo que melhor representa os resultados. Os valores ECsp-7d foram
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comparados e considerados significativamente diferentes um do outro quando os seus

intervalos de confianga ndo mostraram sobreposi¢dao (YANG et al, 2002).
6.3.2. Artemia salina

Individuos jovens de A. salina foram utilizados no ensaio de toxicidade.
Aproximadamente 24 horas antes do ensaio, 900 ml de 4gua de mar sintética foram
colocados em um Erlenmeyer de 1L, a qual foi preparada por adi¢do de 30 g de sal
"Sera Premium™" (Sera GmbH, Heinsberg) em 1000 mL de agua (pH = 7.2;
conductivity = 110 uS.cm™). Neste recipiente foi adicionado cerca de 50 mg de cistos
de Artemia (INVE Aquicultura Inc, Ogden). A suspensdo de cistos foi mantida sob
intensa aeracdo por meio de uma pedra porosa, a uma temperatura de 25 £ 1 °C e
luminosidade de ~ 6300 lux. Os nauplios obtidos foram expostos a concentragdes
apresentadas na Tabela 1 durante 48 horas a 20 + 2 °C. Por meio da utilizacdo de uma
micropipeta, 10 organismos foram transferidos para béqueres contendo as solugdes de
ensaio (volume final de 30 ml) em duplicata. Apds 48 horas, foram registrados o
niimero de organismos e a concentragdo que afetou a mobilidade em 50 % da populagdo

(CEsp - 48h), juntamente com o seu intervalo de confianca de 95 % (USEPA, 1991).
6.3.3. Daphnia similis

Teste de toxicidade aguda de imobilizacdo foi realizado em conformidade com
OECD Guideline Parte I (OECD 1984). Culturas de Daphnia similis foram mantidas em
aquarios de vidro (40 x 25 x 15 cm) contendo 4gua de um pogo artesiano, como descrito
no protocolo. Os organismos foram colocados em uma sala climatizada com
temperatura controlada de 20 + 2 °C e luminosidade de aproximadamente 1.000 lux.
Eles foram alimentados diariamente com microalgas (Chlorella pyrenoidosa e

Pseudokirchneriella subcapitata) (PRESTES et al, 2012).

Testes de toxicidade aguda foram realizados em neonatos (menos de 24h de
vida) de D. similis, usando as concentracdes de solucdo AgNP mostrados na Tabela 7.
Seis ou sete recém-nascidos foram colocados em um béquer (unidade experimental),
contendo 30 ml de solucdo de teste preparada com a dgua, como descrito acima. Um
total de 20 organismos foi testado para cada concentragdo de teste, divididos em trés

repeticdes. A imobilizagdo foi determinada visualmente e registrada apds 24h e 48h
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para cada concentragdo, e os respectivos valores de CEsy foram determinados
juntamente com o intervalo de confianca de 95%. As Daphnias foram examinadas e
fotografadas, a fim de avaliar o seu contetido interno usando um estereoscOpico

(Modelo SMZ 2 LED, Optika).
6.3.2.1 Analises Estatisticas para Artemia e Daphnia

A CEsy 24h e 48h foram calculadas pelo software Probit Analysis do
Statgraphics Plus 5.1 (MANUGISTICS, 2001). Por meio dos mesmos procedimentos,
também foi avaliada a toxicidade da solugdo de borohidreto, de modo a compreender a

contribuicdo de toxicidade deste composto, ja que esta presente nas solugdes testes de

AgNPs.

6.2. RESULTADOS
6.2.1. UV-vis

O espectro de absor¢cao de UV-Vis da solucdo de nitrato de prata e de AgNPs ¢
mostrada na Figura 23. Segundo (WHELAN et al, 2004) ¢ (KRKLIJES et al, 2007)
AgNPs apresentam espectro de absorc¢do entre 400-410 nm. O espectro apresentado na
Figura 23 mostra um pico unico ¢ bem definido com absor¢ao maxima em 400 nm. A
posicao do pico de absorcao de solucdes de nanoparticulas metalicas depende de varios
fatores, tais como tamanho, forma e polidispersdo das particulas (MOCK et al, 2002).
A banda relativamente estreita indica que a sintese obtida de AgNP apresenta uma
distribui¢ao uniforme do tamanho, como confirmado pela analise de MET. O pico bem
definido combinado com a coloragdo amarela da solugdo coloidal ¢ uma evidéncia da
ndo-oxidacdo de AgNP (VARKEY; FORT, 1993). O sal de prata também analisado

pela técnica ndo mostrou absor¢ao nesta faixa espectral.
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Figura 23 Espectro de absor¢ao das AgNPs obtidas pela sintese detalhada na secio experimental.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

6.2.2 Analise do tamanho das particulas e potencial zeta

A distribuicdo de tamanho de particula de AgNP ¢ mostrado na Figura 24. Como
pode ser visto, os diametros de exibi¢ao da AgNP sdo de 1,5 a 4 nm, com dimensao
média de 2,5 nm. O potencial zeta das nanoparticulas sintetizadas estava em torno de -
ImV em pH de 6,2. Um valor baixo de potencial zeta para AgNP também foi relatado
por (LOESCHNER et al, 2011), que utilizou PVP como um estabilizador.

Figura 24 Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de prata obtidas pela sintese detalhada na
secao experimental.
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De acordo com os autores, a estabilidade da suspensdo de AgNPs, neste caso,
baseia-se unicamente na estabilizacdo estérica promovido pelas grandes moléculas do

polimero, sem contribuicao da estabilizagdo eletrostatica.
6.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A imagem de MET das AgNP ¢ mostrada na Figura 25a, revelando que a
morfologia primaria das nanoparticulas ¢ esférica. Pode ser observado que as
nanoparticulas estdo bem dispersas, sem agregacao e possuem tamanho de particula
entre 2 e 18 nm (Figura 25b). A maioria das nanoparticulas de diferentes tamanhos ndo

¢ agregada devido a estabilizacdo fornecida pelo polimero PVA.

Figura 25 a) Imagem de MET das nanoparticulas de Ag e (b) histograma de tamanho das AgNP.
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O histograma de distribuicao de tamanho de particula de AgNP correspondentes
sdo dadas na Figura 25b. A linha sélida ¢ o ajuste log normal de dados, o que resultou

em didmetros de 8,62 e desvio de 0,52.
6.2.4 Ensaios de Toxicidade
6.2.4.1 Pseudokirchneriella subcapitata

A Figura 26 apresenta a absorbancia em 750 nm da suspensdo de algas em
funcao do tempo de exposicdo (7 dias) para as diferentes concentragdes de AgNP. Na
comparagio das curvas ¢ sugerido que a solugdo de concentragdo 1,5 x 10" mg L™ foi a
que mais afetou P. subcapitata, inibindo o crescimento da alga substancialmente
quando comparado com as outras concentracdes. Os dados mostram que em dois dias de
exposicdo ha um decréscimo no valor de absorbancia e nos dias que se seguem ha um
aumento destes valores de absorbancia (e consequentemente do crescimento de P.
subcapitata), mas nao excedendo 0,05. No entanto, quando foi calculada a taxa de
crescimento especifico, obtida pela inclinagdo da curva de log Abs versus tempo
(OECD, 1984), a menor taxa de crescimento especifico foi observado para a
concentracdo de 1,5 mg L™ comparativamente com 1,5x10" mg L™, Assim, as taxas de
crescimento especificas calculados foram 0,039 e 0,054 log Abs7sonm d'l,
respectivamente. As concentragdes de 1,5 x 102 mgl” L 1,5%x107 mg L'e1,510*
mg L ! mostraram comportamento semelhante ao controle, ndo interferindo na taxa de

crescimento especifica da alga, apresentando taxas na ordem de 0,08-0,09 log Abs7sonm

d-l
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Figura 26 Curvas de crescimento de P. subcapitata exposta a diferentes concentracdes (mg L) de
AgNPs. Os valores foram realizados em triplicata.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Como proposto, foi feito o calculo de CEsp-7d em relacdo a taxa de crescimento
especifico em funcdo da concentragdo, mesmo esta ndo seguindo rigorosamente uma
curva de dose resposta. No caso do presente estudo a CEsy-7d para a solugdo de AgNP

foi de 1,09 mg L! (0,59-3,15 mg L no intervalo de confianga de 95%).

Similarmente, foi calculada a CEs, para a solugdo de borohidreto de sodio livre
de AgNP, em termos de % de solugdo. A CEsy-7d foi de 61,56%, sendo muito menos
toxica do que a solucdo contendo AgNP (CEsp-7d = 7,29%) quando avaliado a
toxicidade deste material em termos de % de solucdo. Portanto, a contribui¢do da

solugdo de borohidreto para a toxicidade foi de apenas 11,8%.

A AgNP utilizado neste trabalho mostrou baixa toxicidade em comparagdo com
(RIBEIRO et al, 2014), que obteve CEsq 3,24 x 10> mg L™' de AgNP com 7,5 nm para
P. subcapitata. ANGEL e colaboradores (ANGEL et al, 2013) obtiveram CEsy de 1,95

10” mg L™ ao se usar AgNP revestidas com PVP e dimensdes entre 9,9 ¢ 20 nm. Neste
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\ ~ e + o~ . J
estudo, os autores chegaram a conclusao de que ions de Ag sdao mais toéxicos do que
AgNP, e indicam como possivel causa a presenca da matéria organica no meio, a qual
pode ter aumentado a reatividade na superficie de AgNP, diminuindo assim a

biodisponibilidade no sistema.

A toxicidade encontrada para P. subcapitata pode ter sido influenciada pelo
revestimento da AgNP. A AgNP utilizada foi revestida por poli (dlcool vinilico) (PVA),
sendo que estes 2 componentes apresentam elevada compatibilidade interfacial, devido
a formacao de ligagdes nao-covalentes na superficie de AgNP (LIN et al, 2012). Os
grupos hidroxilas (OH") do PVA interagem fortemente com as moléculas de 4gua e OH’
vizinhos do meio ambiente, aumentando deste modo a mobilidade molecular
(GONZALEZ-CAMPOS et al, 2012). Estes resultados podem permitir uma maior
mobilidade das AgNP expondo-as ao meio ambiente, uma vez que o polimero PVA ¢

considerado seguro (DE MERLIS; SCHONEKER, 2003).

Segundo Kwok et al (2012) AgNPs com revestimento de diferentes materiais
organicos, utilizados para melhorar a sua dispersao em agua, tiveram diferentes graus de
toxicidade para uma espécie de peixe. Por exemplo, (ANGEL et al, 2013) investigaram
AgNP revestidas por camadas de polimeros, e observaram que estes podem aumentar a
repulsdo eletrostatica e a estabilidade em suspensdo. Os mesmos autores atribuiram a
toxicidade AgNP revestidas com PVP a uma carga de superficie positiva encontrada na
superficie do polimero, resultando em uma maior interacdo com a agua doce das P.
subcapitata. Além disso, as interacdes quimicas entre a cobertura da superficie do

polimero com o ambiente aquatico pode influenciar na liberagao de AgNP.
6.2.4.2 Artemia Salina

Os resultados sobre a exposi¢do de A. salina em diferentes concentragcdes da

solugdo de teste podem ser observados na Figura 27.
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Figura 27 Dose-resposta (azul) e intervalo de confianca 95% (vermelho) para A. salina para
diferentes concentracdes de AgNP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O valor de CEso-48h foi de 5,5 x 102 mgL™" (2,2x102-11,2x10 mgL™" e 95%
de intervalo de confianca). Este valor parece ser maior do que o encontrado por
(FALUGI et al, 2013) para avaliar a toxicidade de AgNP de 1-10 nm usando dilui¢des
em série (de 1,0x10™! mg L' até 100 mg L'l) em Artemia, o qual resultou numa CLso-
48h (concentragdo letal) com valor de 7,3 x 10° mg L. Na literatura existem poucos
estudos sobre a ecotoxicidade de AgNPs para 4. salina. (KUMAR et al, 2012) obteve o
valor de CLs5o de 10 nM mL" ! para avaliar a toxicidade de AgNPs com tamanho médio
de 33-44 nm para 4. salina. (KOWALSKA - GORALSKA et al , 2011) relataram que
as Artemias expostas por seis horas em nitrato de prata apresentam capacidade de

sobrevivéncia média aproximadamente de 50%.

Ates et al, (2013) descobriram que nanoparticulas de TiO,, quando ingeridas,
ficam impregnadas no intestino de A. salina adultos e de nauplios (larvas de crustaceos).
Os autores notaram a formacao de aglomerados de nanoparticulas no intestino, e quando
o lavaram com acido determinaram reducdo no teor de TiO, de 3-12%. Estes fatos
sugerem que nanoparticulas de compostos inorganicos podem aglomerar no intestino de
organismos aquaticos e impedir a absor¢do de nutrientes por interferir na captura de
alimentos uma vez que estes organismos sao filtradores, devido a este fendmeno, a
bioacumulagdo destas particulas em microcrustdceas se torna evidente. No presente
trabalho, solucdes contendo borohidreto, livre de AgNPs, ndo mostrou nenhuma
toxicidade a mobilidade dos organismos, pois foi semelhante a encontrado no grupo

controle.
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6.2.4.3. Daphnia similis

Em testes de ecotoxicologia, crustdceos de agua doce do género Daphnia sao
considerados bons indicadores, antecipando resultados de toxicidade em mamiferos
(MARTINS et al, 2007). Por ser um organismo muito sensivel a toxicos quimicos, tais
como ions metélicos, pode ser usado como organismo-teste utilizando um protocolo
padrao da OCDE segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA), e da
International Standards Organization (ISO) (BAUN et al ., 2008; LI et al, 2010; OECD,
2004).

Foi observado que a solucdo AgNP interferiu na sobrevivéncia de Daphnia. O
calculo para CEsp-24 h para solugio AgNP foi 3.42 x10* mg L' (4.86x10* a
2.52x10” mg L e intervalo de confianga de 95%). Para 48 h de exposicdo, o calculo
de CEs foi 2.62x10™ mg L! (1.80 — 4.03%10™ mg L' e intervalo de confianga de
95%). Além disso, determinou-se a toxicidade da solug¢do de borohidreto livre AgNP
usada como controle e concluiu-se que ela contribuiu em apenas 0,92% da toxicidade

global da solugdo contendo AgNP.

O valor baixo de CEso 48h de 2.62x10™ mg Lt para D. similis ¢ de certa
maneira consistente com os valores encontrados na literatura, em que os valores de
CEs)48h para nanoparticulas metalicas sdo inferiores a 1 x10" mg L. Por exemplo,
Li et al (2010) encontraram o valor de 2x10” mg L™, e indicaram que pode ocorrer a
liberagdo de ions de Ag nas condigdes experimentais utilizadas para D. magna. Asghari
et al (2012) obtiveram o mesmo valor de CEsy para D. magna utilizando AgNP esféricas

e tamanho médio de 16.6 nm.

O valor inferior de CEsy encontrado neste trabalho para D. similis quando
comparado aos valores de CEsg para D. magna relatados na literatura pode ser explicado
pela maior sensibilidade da D. similis a substancia toxica, a qual pode variar por uma
fator de 10 vezes (VILA et al, 2008; ROMANHOLO FERREIRA et al, 2011). De
acordo com o sistema de classificagdo e rotulagem de produtos quimicos (ONU, 2009)
para os organismos aquaticos do género Daphnia, substancias com CE/CLsy menor que

Img/L podem ser classificados na categoria aguda 1 (muito toxica).
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Trabalhos anteriores mostram que a Ag' inibe o fluxo de fons de sédio (Na"), ao
bloquear o funcionamento das enzimas de Na', K" e ATPase, causando um distarbio na
regulacdo de ions destes organismos aquaticos (ALLEN et al, 2010; BIANCHINI;
WOOD, 2003; ZHAO; WANG, 2010). As AgNPs quando expostas ao meio aquatico
sofrem oxidacdo, liberando a prata i6nica (Ag’) na agua, a qual apresenta maior
toxicidade (ALLEN et al, 2010; ANGEL et al, 2013; LEE et al, 2005). ANGEL et al,
(2013) mostraram em seu trabalho com P. subcapitata que a prata em forma idnica
liberada das nanoparticulas foi trés vezes mais toxica, em compara¢do com a prata na
escala micro (JO et al, 2012) que também gerou alta toxicidade com algumas das suas
formulacdes (24h-CEsy 9,0-14,3 x 10° mg L™ ") para Daphnia atribuindo o efeito toxico
dos ions Ag" liberados a partir da superficie de AgNPs.

Além da sensibilidade aos contaminantes, a Daphnia compoe os niveis inferiores
da cadeia alimentar em ecossistemas de dgua doce aquaticos. Uma mudancga sutil na
qualidade e quantidade da populagdo de microcrustidceos afeta outras populagdes de
organismos aquaticos, resultando em grandes impactos ambientais (MARTINS et al ,

2007).

A Figura 28 mostra as mudancas sofridas por adultos Daphnia e neonatos
expostos por 24 horas a solugdo com AgNPs. A coloragdo escura observada nas linhas
do intestino indica que estes organismos ingeriram a solucdo de AgNPs. Pode-se
observar que, para adultos e recém-nascidos, a solucdo AgNP modificou a morfologia
dos olhos. Observa-se também que existem aglomerados de AgNP impregnados na
carapaga, anténulas e outras partes do corpo. Além disto, o acimulo de AgNP nos
apéndices toracicos pode prejudicar a mobilidade de Daphnia, bem como podem
interferir na disponibilidade de alimento e influenciar a dificuldade de excrecdo de
residuos pelo intestino. (ZHAO; WANG, 2011) também reportaram coloragdo marrom
no intestino dos organismos expostos a concentragdes elevadas (200 e 500 mg L™ ') de
nanoparticulas. Asghari et al, (2012) observaram em seus resultados o acumulo de
AgNPs em intestino de D. magna e com isso os autores sugeriram que essa exposi¢ao
poderia representar um risco de bioacumulagdo para organismos aquaticos
especialmente para copépodes que sdo filtradores como as D. magna. Resultados

semelhantes foram encontrados (ATES et al, 2013) para outras nanoparticulas,
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mostrando também que Daphnias apresentaram essa disfuncao intestinal depois da

ingestdo de nanoparticulas de TiO,.

Figura 28 Alteracdes observadas em Daphnia adultos e neonatos depois de 24 h de exposicio a
AgNPs.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com os valores CEsps obtidos neste trabalho para AgNP, a ordem de
toxicidade para os organismos-teste € D. similis > A. salina > P. subcapitata. Esta
diferenca na sensibilidade ¢ estatisticamente significativa (p < 0,05) uma vez que os
intervalos de confianca de 95 % dos CEsps ndo se sobrepdem uns aos outros (YANG et
al, 2002). Geralmente, a toxicidade dos sais de Ag ¢ superior em comparagdo com
AgNP, no entanto AgNP pode ter efeitos toxicos mais elevados do que o esperado de
acordo com a concentragdo de prata idnica dissolvida, provavelmente devido aos efeitos

adicionais destas particulas e aglomeracdes sobre as membranas das células. Este fato
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depende de varios fatores como os meios utilizados, moléculas organicas, condi¢des de
luz e tamanho de particula ou revestimento utilizado na sintese das NP (BOENIGK et
al, 2014). Neste contexto, Vannini et al (2013) compararam os efeitos de AgNO; e
AgNPs sobre Eruca sativa (rucula) e observou-se que a exposi¢ao a AgNP provoca a
alteragdo de algumas proteinas relacionadas com o reticulo endoplasmatico e vacuolo,
indicando estas duas organelas como alvos da acdo das AgNPs. De acordo com os
autores, esses dados adicionais oferecem mais evidéncias de que os efeitos da AgNPs

ndo sdo simplesmente devido a liberagdo de ions Ag.

No Brasil, o limite de concentracdo de Ag no compartimento aquatico estd
definido pelo decreto CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) que estabelece 0,01 mg L™
para aguas doces e 0,005 mgL™" para as aguas salinas. De acordo com nossos resultados,
a concentragdo efetiva (CEsp-48h) para o organismo mais sensivel ¢ cerca de 20 a 40
vezes menor do que o descrito pelo decreto CONAMA. Considerando-se a toxicidade
aguda (CEsg) para o organismo mais sensivel e um fator de aplicagdo de 100, a fim de
evitar os efeitos adversos cronicos em tais espécies e proteger outras espécies
(GHERARDI-GOLDSTEIN, 1990), uma concentragao de 2,62><10'6 mgL'1 foi
considerada (2,62x10* mg L~ '/100) para essa finalidade. Para alcancar esta
concentragdo, como relatado por Zagatto (2006) e Crane et al (2003), no intuito de
avaliar e estabelecer parametros seguros, seria necessaria uma aplicacdo direta
equivalente a 7,86 mg de AgNP sobre uma area equivalente a 1 ha, com coluna de agua
30 cm de profundidade. Assim, segundo as consideracdes acima, os limites de
concentragdo de AgNP devem ser revistos para um adequado manuseio ¢ descarte de

AgNP, evitando contaminacao e efeitos toxicos em ambientes aquaticos.
6.3. CONCLUSAO

Os efeitos toxicos de AgNPs estabilizadas com PVA, para algas P. subcapitata,
e para os invertebrados aquaticos Artemia salina € Daphna similis foram investigados,
representando esses organismos diferentes niveis troficos da cadeia alimentar. As
AgNPs obtidas mostraram-se dispersas sem agregagdo e com tamanho entre 2 ¢ 18 nm.
Entre os organismos estudados, a AgNP mostrou menor toxicidade para Artemia salina
e P. subcapitata comparando com os dados da literatura. A AgNPs apresentaram alta
toxicidade para Daphnia similis,estas nanoparticulas ficaram impregnadas no intestino e

na carapaga, bem como nos apéndices, incluindo morfologia alterada no olho. E
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interessante notar que as condi¢des fisicas e bioldgicas de sistemas aquaticos sao
complexas e compostas de muitas varidveis e, portanto, sdo impossiveis de se
reproduzir todas as condi¢des in vitro. A toxicidade dos metais, em especial das
nanoparticulas metalicas, ¢ largamente afetado por parametros de qualidade de agua,
tais como pH, temperatura e composicdo organica. Considerando as aplicagdes
tecnologicas de AgNP, as investigagdes sobre os seus efeitos para organismos aquaticos
sdo importantes para estabelecer protocolos para o uso e descarte adequado de AgNP

sobre 0 meio ambiente, minimizando assim possiveis efeitos toxicos.
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CAPITULO 7 — AVALIACAO DA REPRODUCAO E DESENVOLVIMENTO
ANIMAL

Neste capitulo sera discutido o efeito da exposi¢ao de AgNP na reproducdo e no
desenvolvimento animal de rata. A exposicdo de AgNPs se deu em trés diferentes
concentragdes de (1, 3 e Sug/ml por kgdia), cujas nanoparticulas foram sintetizadas e
caracterizadas conforme descri¢ao no capitulo VI Ecotoxicidade. Os testes nos animais
foram realizados em colaboracdo com a Embrapa Meio Ambiente (cidade de
Jaguariuna). As andlises histopatologicas foram realizadas na Embrapa Suinos e Aves
enquanto a determinacao de prata foi realizada em colaboragdo com a Embrapa Gado de
Leite. Todas as analises estatisticas empregadas nos resultados foram realizadas pela

estatistica Luzia Pedroso de Oliveira (USP-Piracicaba).
7.1. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de

Animais - CEUA da Embrapa Meio Ambiente (protocolo 006/2012).
7.1.1 Animais

Foram utilizadas 10 ratas fémeas nuliparas por grupo de estudo, da linhagem
Wistar com idade de 120 + 29 dias com pesos de 245 + 31g, do biotério da Embrapa
Meio Ambiente, Sao Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (22 + 2 °C) a 70 % de umidade e ciclo de luz claro/escuro de 12
horas. As matrizes foram obtidas do Biotério Central (Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratorio - CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, o qual ¢ representante do ICLAS
(International Council for Laboratory Animal Science - Conselho Internacional para
Laboratério de Ciéncia Animal) na América Latina. Os dados do estado de saude gerais
para a colonia foram controlados por procedimentos operacionais padrao (ISO
9001:2000) no biotério do Laboratério de Ecotoxicologia e Biosseguranga da Embrapa

Meio Ambiente.
7.1.2. Delineamento experimental

Esfregacos vaginais foram obtidos e analisados por 12 dias consecutivos antes
do acasalamento e exposi¢do as nanoparticulas. Os esfregacos foram preparados para

avaliar a frequéncia e a duracao do ciclo estral. Fémeas com anomalias no ciclo estral
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foram excluidas do experimento. Machos previamente determinados como férteis foram
colocados em contato durante a noite com as fémeas. Apds o acasalamento as fémeas
foram alojadas individualmente em gaiolas de policarbonato contendo maravalha® e
tiveram acesso livre ao alimento (Nuvital Lab Chow) e a 4gua. Foi considerado o dia 0

da gestacdo aquele no qual foi encontrado espermatozoides no esfregaco vaginal.

As fémeas prenhes (n=10) foram divididas aleatoriamente em grupos para
ingestao oral de AgNP por via oral nas concentracdes de 1, 3 e Sug/mL por kgdia
durante a prenhez, valores que se encontram dentro do limite de migragdo especifico
0,05mgkg/dia permitido pela Unido Européia (EU). Os animais do grupo controle
receberam solugdo salina. A partir do 21° dia da prenhez a fémea foi examinada duas
vezes ao dia (9:00 e as 17:00h) a fim de identificar o dia do nascimento dos filhotes. O
dia do parto foi definido como dia pds-natal (PND) 1. Para as ninhadas nascidas apés as
17:00h, o dia seguinte foi considerado PND 1. Apo6s o acasalamento e durante a
gestagdo, todas as ratas prenhes foram pesadas e examinadas quanto a sinais de
toxicidade diariamente. Algumas das ratas que foram acompanhadas, ainda que
ganhando peso, mas identificadas como ndo prenhas, foram substituidas por outras, até

completar 10 ratas por dose.
7.1.2.1 Caracteristicas observadas nas ratas
7.1.2.1.1 Influéncia da dose no peso das ratas

O ganho de peso durante a gestagcdo corresponde a diferenca entre os pesos no
20° e no 1° dia de gestagdo. Considerou-se o 20° dia de gestagdo uma vez que o tempo
minimo padrdo de gestacdo foi de 21 dias e assim garantiu-se que todas as ratas
tivessem o seu peso medido ao 20° dia. Foi realizada uma analise de variancia

considerando a variavel transformada (logaritmo na base 10).

7.1.2.1.2 Avaliacao da influéncia das concentracoes de AgNP durante o nimero de

dias de gestacio

®*Maravalha sdo raspagens ou aparas de madeiras utilizadas principalmente em centros de criagdes, para
fins de evitar o contato direto com o solo e fornecer uma maior higienizagdo do local. Serve também
como substrato para absor¢ao da agua, incorporagdo das fezes e contribui para a redugdo das oscilagdes
de temperatura no local de abrigo.
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Para a variavel, nimero de dias de gestacao, as ratas foram acompanhadas até o
dia do nascimento dos filhotes e o nimero de dias de gestacdo foi relacionado com a

dose utilizada no grupo.

7.1.2.1.3 Histopatologia e determinacio da concentracio de Ag tecidos das fémeas

adultas

Todas as fémeas adultas do estudo foram submetidas a necropsia. A superficie
externa do corpo, as cavidades toracica e abdominal e seus contetidos foram
examinados. No final do estudo, para cada um dos animais eutanasiados, amostras dos
seguintes o0rgdos foram retirados e pesados individualmente: cérebro, figado, intestino e

utero.

Para anélise histopatoldgica, uma metade do figado e intestino foram fixados em
+ 2 ml usando uma solu¢do tampao neutra a 10%, embebidos em parafina e cortado em
seccoes de 5 um de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina,

analisados sob um microscopio de luz, e microfotografias foram obtidas.

Para a quantificagdo de prata, foram usadas metade do figado e do intestino, bem
como de todo o cérebro e utero. As amostras foram congeladas e enviadas para analise.
Cada uma das amostras apos descongelamento foi cortado em pedagos utilizando um
bisturi, até cerca de 1 grama. A amostra foi entdo seca num forno a 105 °C durante 12
horas e, em seguida, colocado em um dissecador, durante 1 hora. Préximo passo foi
colocar as amostras em um tubo digestor submetido a uma temperatura de 150 °C
durante 1 hora: para 5 ml de digestdo da amostra foi usado uma mistura de acido citrico
e de acido perclorico na proporcdo (1: 2). Em seguida, a amostra foi deixada a 220 °C
durante 2 horas. O volume foi, em seguida, preenchido até 75 ml com &4gua dea
ionizada. Foi preparada uma curva de calibracdo e medi¢do foi realizada no
comprimento de onda de 328,06nm por Espectrometria de Emissdo Optica por plasma

indutivamente acoplado ICP-OES (Perkin Elmer Optima 7000DV).
7.1.3 Caracteristicas observadas nas ninhadas

Os filhotes foram contados, examinados com relagdo a malformagdes graves e
pesados individualmente. Do primeiro até o 23° dia, os filhotes tiveram seus pesos

corporais registrados diariamente durante a lactagdo. A ninhada foi considerada a
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unidade experimental. Cada ninhada foi examinada diariamente para verificacdo de
qualquer alteragdo na aparéncia ou no comportamento. A sobrevivéncia também foi

observada e as mortes foram registradas.
7.1.3.1 Caracteristicas fisicas dos filhotes

Cada filhote foi acompanhado diariamente para a observagdo do
desenvolvimento das seguintes caracteristicas fisicas: aparecimento de penugens;
descolamento das orelhas; aparecimento de pelos, aparecimento de dentes incisivos;

abertura dos ouvidos; abertura dos olhos, descida dos testiculos; abertura da vagina.

7.1.4. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no pacote SAS/STAT, versao 9.3 para
windows. Quando apropriado, utilizou-se a andlise de variancia usual (ANOVA) para
comparar os valores médios das caracteristicas estudadas nas diferentes doses. A
ANOVA foi realizada usando o procedimento Generalized Linear Models (GLM). As
suposi¢des dos modelos de ANOVA foram checadas e em alguns casos, foi necessario
transformar a variavel resposta para que as suposi¢des do modelo fossem satisfeitas. A
transformagao apropriada foi encontrada pelo método de Box-Cox (BOX; COX, 1964),
sendo obtidas pelo procedimento TRANSREG (DRAPER; SMITH, 1998). Nos casos
em que a hipotese de igualdade das médias nas diferentes doses foi rejeitada foram
feitas as comparagdes duas a duas, usando o teste de comparagdes multiplas de Tukey-
Kramer (MONTGOMERY, 2008; ANDERSEN; SKOVGAARD; GRAVERSEN,
2010).

No caso das variaveis discretas, o efeito da dose foi avaliado usando modelo
linear generalizado, o que possibilitou representar de forma mais apropriada a
distribuicao dos dados de contagem e de propor¢des. Dessa forma, ajustou-se dois
modelos encaixados, um contendo e o outro ndo contendo o efeito da dose e usando o
teste da razdo de verossimilhancas verificou-se a igualdade entre os dois modelos,
considerando a distribuigdo %* com 3 graus de liberdade (niveis de dose -1). O efeito da
dose foi considerado significativo quando houve diferenga entre os modelos
(LINDSEY, 1997; ANDERSEN; SKOVGAARD; RAVERSEN, 2010). Os testes foram
realizados usando o procedimento GENMOD do SAS (DEMETRIO, 2001). As
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variaveis relacionadas as ninhadas: nimero de filhotes nascidos vivos, natimortos e
mortos durante a lactagdo foram analisados usando modelo linear generalizado,
assumindo, respectivamente, distribui¢do de Poisson com funcdo de ligagdo log e

distribuicao binomial com funcao de ligacao Logit.

No caso das varidveis ‘“dias até o aparecimento de uma determinada
caracteristica” os efeitos das doses foram avaliados utilizando o teste log-rank que ¢
uma técnica ndo paramétrica usual para comparar duas ou mais distribui¢des dos tempos
de ocorréncia de um evento (VITTINGHOFF; SHIBOSKI; MCCULLOCH, 2005;
KLEINBAUM; KLEIN, 2012). A ANOVA usual ndo foi apropriada nesses casos, uma
vez que essas variaveis sdo do tipo discreto, apresentando residuos que ndo seguem a
distribuicdo normal e algumas delas apresentando ainda variancias diferentes com
relagdo as doses. Uma vez que essas varidveis sao relacionadas com o tempo até a falha,
o uso de técnicas de andlise de sobrevivéncia foi o mais adequado. As distribuicdes
acumuladas dos tempos até as ocorréncias foram estimadas a partir das somas das
probabilidades observadas em cada tempo, uma vez que nao houve censura. Nos casos
em que a hipotese de igualdade das distribuigdes nas diferentes doses foi rejeitada,
foram feitas as comparacdes duas a duas, também usando log-rank, mas incluindo a
corre¢do de Sidak para obter o nivel de significancia conjunto de 5% para as

comparagdes multiplas. Os testes foram realizados usando o procedimento LIFETEST.
7.2. RESULTADOS

Segundo Lansdown, 2010 baixas concentragdes de prata podem ser encontradas
no corpo humano, devido a contaminacao de alimentos e dgua. A prata ¢ considerada
inerte em contato com tecidos humanos, porém na presenga de fluidos e secrecdes
corporais pode liberar Ag” e se ligar a grupos pelos quais apresenta grande afinidade
como grupos sulfidrilos, amina e carboxilatos normalmente presentes nos alimentos
(BURRELL, 2003). Por exemplo, em um estudo realizado por (MWILU et al, 2013), ao
simularem o fluido estomacal observaram que a elevada acidez do estdmago resulta em

transformagoes significativas em AgNPs como a liberag¢ao de ions e agregacao.
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7.2.1 Influéncia da dose no niumero de dias de gestacio e no peso corporal das ratas

Nao houve evidéncias para rejeitar a hipotese de igualdade entre as distribui¢des
acumuladas dos tempos de gestacao nas diferentes doses (p=0,1397), ou seja, ndo houve
efeito de dose nos tempos de gestagdo. Para a analise da influéncia das doses nos pesos
da rata também nao foi observado diferencas significativas entre os ganhos de pesos

médios nas diferentes doses da AgNP (p=0,6102) (Figura 29).

Segundo (BEYER et al, 2011) o peso corporal materno deve ser considerado
como um dos pardmetros mais importantes na avaliacdo da toxicidade no
desenvolvimento materno, pois para um animal em desenvolvimento, se a perda de peso
for o unico efeito adverso, o agente utilizado como teste pode ser considerado toxico. A
toxicidade neste animal pode ser apresentada através da reducdo de ingestdo dos

alimentos, reduzindo, portanto, o ganho de peso materno.

Figura 29 Influéncia das doses no ganho de peso das ratas durante a gestacdo. Os pontos
representam os valores de ganho de peso até 20 dias de gestacdo de cada modelo animal estudado. E

a linha central a média desses pesos.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Resultados semelhantes foram obtidos pelos seguintes autores em doses
diferentes da empregada neste estudo. (KIM et al, 2008) relatou que ndo ocorreu morte

e nenhuma mudanga no peso corporal em ratos que receberam doses orais de AgNP
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1000 mg/kg durante 28 dias. O mesmo foi observado por (PHILBROOK et al, 2011)
que estudaram AgNPs administradas oralmente em camundongos gravidas no nono dia
de gestacdo em uma tnica dose de 10, 100 ou 1000 mg/kg. O tratamento com qualquer
uma das trés doses nao conferiu toxicidade materna, incluindo mudancas de

comportamento ou a perda de peso durante os 10 dias apds a exposi¢ao.

Porém (ZHANG et al, 2013) observaram em seu estudo que o peso corporal foi
bastante sensivel ao tratamento intravenoso de AgNPs. Em todos os grupos de
tratamento (5 e 10 mg/kg, e 45 mg/ kg/ dia) foi observado perda de peso apos a primeira
injecdo. Relataram também que um unico tratamento com 10 mg/kg ou 3 dias
consecutivos com 45 mg/kg de AgNPs foi suficiente para diminuir o peso corporal
acentuadamente no dia 3. Resultados semelhantes foram obtidos por (SHAHARE;
YASHPAL, 2013), os quais utilizaram nanoparticulas de 3-20nm e doses de 5, 10, 15 ¢
20mgkg durante 21 dias em ratos machos e observaram perda de peso em todos os

grupos de tratamento, sendo a maior perda para a dose de 10 mg/kg.
7.2.2 Necropsia

Todos os animais sobreviveram até¢ a data da necropsia agendada apods o periodo
de ingestdao. Observagodes didrias quanto ao aparecimento de sinais durante a exposi¢ao
ndo mostraram nenhuma toxicidade externa evidente relacionada ao tratamento em

animais de ambos os sexos em todos os grupos avaliados.
7.2.3. Peso dos orgaos

Na literatura ¢ relatado que AgNPs quando absorvidas na circulagdo sanguinea
podem se acumular em diversos tecidos que incluem o figado, intestino, bago e outros

orgaos (KIM et al, 2008; TANG et al, 2009; PARK; BAE, et al, 2010).

A relagdo entre o peso dos oOrgdos das ratas fémeas tratadas com AgNP sdo
mostrados na Tabela 8. Nao houve diferengas significativas a 5% entre os pesos médios
dos figados (p=0,0679), cérebros (p=0,3973) e uteros (p=0,6146) nas diferentes doses
de AgNPs. Com relagdo ao intestino, a hipotese de igualdade de médias foi rejeitada a
5% (p=0,0419), entretanto, ao comparar as médias duas a duas por meio do teste de
Tukey-Kramer nao se detectou diferengas significativas entre os pares. Essa

controvérsia pode ocorrer em algumas situagdes, uma vez que o teste de comparagoes
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multiplas corrigido para um nivel de significancia conjunto tende a ser mais
conservativo. Mesmo resultado foi obtido por (EBABE ELLE et al, 2013) que também
ndo observou diferengas significativas nos pesos médios dos 6rgaos analisados (figado,

rim, bago e coragdo) para uma ingestao de AgNP de 20nm durante 81 dias.

Os pesos dos orgdos relativos aos pesos das ratas no inicio da gestacdo e no final
da lactagdo, também foram comparados usando ANOVA usual. Em ambos os casos os
pesos relativos dos figados e dos uteros foram transformados usando logaritmo na base

10 e dessa forma as suposi¢des dos modelos de ANOVA foram satisfeitas.

Com relacdo aos pesos dos orgdos relativos aos pesos das ratas no inicio da
gestacdo, ndo houve diferengas significativas a 5% entre os pesos médios relativos dos
figados (p=0,1148), dos cérebros (p=0,9129) e dos tuteros (p=0,4554) nas diferentes
doses da AgNP (Tabela 8). Assim como no caso do peso do intestino, a hipotese de
igualdade de médias dos pesos relativos dos intestinos foi rejeitada a 5% (p=0,0483), e
ao comparar as médias duas a duas por meio do teste de Tukey-Kramer nao se detectou
diferencas significativas entre os pares. Resultados esses que diferem do encontrado por
(HONG et al, 2014) que estudaram o efeito toxico das nanoparticulas de prata no
desenvolvimento e reproducdo em ratos machos e fémeas em dosagens de 62,5, 125 e
250 mg/kg e verificaram que ocorreu um aumento estatisticamente significativo nos
pesos absoluto e relativo do figado nos machos, enquanto nas fémeas um aumento nos

pesos absoluto de rins e glandula adrenal foi observado.

Com relagdo aos pesos dos orgdos relativos aos pesos das ratas no final da
lactacdo, também ndo houve diferencgas significativas a 5% entre os pesos médios
relativos dos figados (p=0,0683), dos cérebros (p=0,6788) e dos uteros (p=0,6363) nas
diferentes doses da AgNP (Tabela 8). Nesse caso, a hipotese de igualdade de médias dos
pesos relativos dos intestinos também foi rejeitada a 5% (p=0,0410) e ao comparar as
médias duas a duas por meio do teste de Tukey-Kramer nao se detectou diferencas

significativas entre os pares.
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Tabela 8 Pesos dos 6rgaos (g) e pesos dos orgaos relativos aos pesos no inicio da gestaciio e no final
da lactacido em (%).

doses (ng/ml)
Informacgoes ratas Média + desvio padrao
0 1 3 5 p
peso orgdo (g)
figado 11,77 +£3,15 13,51 +£2,10 16,43+5,10 13,34+ 3,38 0,0679
intestino 17,86 +5,59 25,13+598 2546+7,86 21,49 +6,29 0,0419
cérebro 1,54+0,18 152+044 1,67+030  1,81+0,60 0,3973
Gtero 0,82+0,39 1,04+0,39  088+0,66 093+0,55 0,6146
peso 6rgio
peso inicio gestacao
%100
ﬁgado 5,29+ 1,59 5,74+ 0,84 6,57 +2,02 4,99 + 1,20 0,1148
intestino 8,05+2,77 10,73+2,69 10,12+2,79  8,02+2,14 0,0483
cérebro 0,70+0,16  0,64+0,18  0,67+0,12 0,68 +021 0,9129
atero 036+0,17 045+0,19  035+024  0,34+0,19 0,4554
pes: (feislloa;);—ag::agéo x100
figado 436+1,16 4,74+0,62 581+193  4,44+0,88 0,0683
intestino 6,63+2,10  883+1,98  895+269  7,12+1,65 0,0410
cérebro 0,58+0,12  053+0,15  0,59+0,08  0,61+0,18 0,6788
atero 030+0,14 037+0,15 030+020 031+0,17 0,6363

Fonte: Elaborada pelo autor.
7.2.4. Analises histopatologicas e de determinacio de prata por ICP-OES

E descrito na literatura que nanoparticulas sio capazes de serem transportadas
por todo o corpo e de se depositarem em Orgdos especificos. Entdo elas penetram
através das membranas celulares e se alojam nas mitocondrias, desencadeando respostas
prejudiciais ao organismo (GURR et al, 2005; NEL et al, 2006). Segundo (PARK; Y1,

et al, 2010) relatam apoptose em células do figado na concentracao de 1pug/ml.

Nossos resultados evidenciam que as alteragdes microscOpicas observadas nas
amostras de figado e intestino ndo sugeriram efeitos de hepato ou enterotoxicidade,
respectivamente (Figura 30). O tnico tipo de lesdo observada, e mesmo assim
considerada minima, foram multiplos infiltrados de linfocitos nos espagos periportais do

figado. Resultado semelhante foi encontrado por (CHA et al, 2008) que encontraram
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evidéncias de inflamag¢do no figado com influxo de linfocitos apos 3 dias da ingestao de
2,5mg de nanoparticulas de prata (15nm). Os autores ainda relatam que este fato pode
ser ocasionado devido ao acimulo de particulas no 6rgdo ou a um mecanismo indireto
mediado pela acdo de mediadores humorais ou neurais. (ESPINOSA-CRISTOBAL et
al, 2013) também nao observaram alteracdes histopatoldgicas tanto no controle quanto
nos tecidos das ratas que receberam por ingestdo oral doses de 535ug/mL de
nanoparticulas de prata durante 55 dias, com didmetros de 14 e 36nm. Foi observado

apenas um infiltracao de células no intestino delgado para AgNP de 36nm.

Figura 30. Fotomicrografias da analise histopatologica das células normais do a) figado e b)
duodeno.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tanto no figado quanto no intestino ndo foram observadas alteracdes
degenerativas ou de morte celular (necrose ou apoptose) que pudessem corroborar o
efeito toxico. Em nenhum dos orgdos analisados pela técnica de ICP-OES foi
encontrada a presenca de prata. (ESPINOSA-CRISTOBAL et al, 2013) observaram
através da técnica de Espectrometria de massa com fonte de plasma induzido (ICP-MS)
a presenca de AgNP, onde as mais altas concentracdes foram obtidas no intestino
seguido do rim, figado e cérebro. (KIM et al, 2010) ja havia relatado distribui¢do de
nanoparticulas de prata em altas concentragdes em rins, seguidos do figado, pulmao e
cérebro, para ingestdo oral 125 mg/kg durante 28 dias. (LOESCHNER et al, 2011)
observaram alta concentracdo de Ag no intestino, estdbmago, rim e figado a partir da
ingestdo oral de 450pg/mL durante 28 dias, dose essa quase 100 vezes maior do que a

maior dose oferecida neste estudo (Spg/mL).
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7.2.5 Influéncia das doses no peso médio dos filhotes

Nao houve diferengas significativas entre os ganhos de pesos médios dos filhotes
nas diferentes doses do nanocomposto (p=0,8833) (Figura 31). Em um estudo realizado
por Park et al, 2010 verificaram que a ingestdo oral de nanoparticulas de platinum nas
doses de 0.25 mg/kg, 0.5 mg/kg, and 1 mg/kg em fémeas de ratas durante a gestacdo e
lactacdo promoveram diminui¢cdo no ganho de peso de filhotes apos 4 dias depois do

parto.

Figura 31 Influéncia da dose no ganho de peso médio (g) dos filhotes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

7.2.6 Nimero de filhotes nascidos, natimortos e mortos durante a lactacao

Estudos anteriores demonstram que nanomateriais como nanotubos de carbono,
Si0; e TiO,, podem ultrapassar a barreira placentaria e se acumular no feto, causando
toxicidade no desenvolvimento a partir do estresse oxidativo ocasionado pela liberagao
de ions metalicos (WANG et al, 2013). O mesmo foi observado com AgNP quando
administrada em animais prenhes por (KULVIETIS et al, 2011) que relataram que estas

particulas podem ser transferidas para os fetos.
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Resultado confirmado por (LEE et al, 2012) trataram ratos com 250 mg/kg de
AgNPs por 14 dias antes do acasalamento e as fémeas foram tratadas durante a gestagao
e 4 dias depois do parto. Os filhotes foram sacrificados 4 dias depois do nascimento e os
orgaos (figado, intestino, pulmao e cérebro) foram retirados. Em todos os 6rgados foram
encontrados niveis de prata sendo o intestino o 6rgdo que apresentou o mais alto valor
de acumulo de prata. Estes resultados sugerem que AgNP pode ultrapassar a barreira

placentaria em ratas prenhes ou em menor quantidade através da amamentagao.

(WANG et al, 2013) tratou ratos com AgNP e ions de Ag por via intraperitoneal
trés vezes por semana durante 30 dias. Apos a Ultima dose ocorreu o acasalamento e
com 14 dias de gestagdo os embrides foram retirados do ttero. Nao houve alteragdes
histologicas evidentes nas placentas das ratas tratadas com AgNP, porém houve uma
profunda redug¢do na concentragdo de hemoglobina o que ocasionou anemia nos

embrides.

Em um estudo realizado por (MELNIK et al, 2013) relataram que houve um
acumulo de nanoparticulas de prata em fetos de 0,85-0,147% da dose administrada
(aproximadamente de 2mgkg) comparavel a acumulagdo no figado, sangue e carcaca do
musculo de animais adultos. Os dados confirmam a viabilidade de transferéncia de
AgNP passar do trato gastrointestinal da mae para os filhotes durante a gravidez e a

lactacao.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a administracdo oral de
AgNP em ratas fémeas durante o periodo de gestacdo nas concentragdes de 1, 3 e
Sug/mL nao provocou nenhum sinal de toxicidade que pudesse afetar a viabilidade do
nascimento dos filhotes ou o processo durante o aleitamento (Figura 32). Resultados
semelhantes foram observados por (HONG et al, 2014). Nao houve evidéncias para
rejeitar as hipoteses de igualdade de médias dos ntimeros de filhotes nascidos nas
diferentes doses e de igualdade das propor¢des de filhotes nascidos vivos. A variavel
proporcao de filhotes natimortos equivale a variavel proporcdo de filhotes nascidos
vivos. Com relagdo a variavel propor¢cdo de filhotes desmamados (que equivale a
proporgao de filhotes mortos durante a lactagdo), devido ao fato de seu valor ser igual a
zero para todas as ninhadas do grupo controle e do grupo que recebeu a dose 5, nao foi

possivel ajustar um modelo para testar a hipotese de igualdade entre as proporcdes nas
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diferentes doses, entretanto, de acordo com a analise grafica houve indicativos para nao

rejeitar essa igualdade.

Figura 32 Freqiiéncias observadas de caracteristicas das ratas e ninhadas por dose.

dose = 0 ugiml

8,1+2,85

dose =1 pgiml

10,5+2,5

-

[T1 [

dose = 3 pgiml

10,9+2,18

[T [

dose = 5 pgiml

10,0+2,87

numero de ratas
o = M W s O = kM W e O = N W & O = kW &

2 4 5 g 10

nimera de ratas

Fonte: Elaborada pelo autor.

_H_‘

1 ] [T1 1]

12
numero filhotes nascidos

[ T U5 A 1 I = 1] [ S R S = 1] [ S S a7 = 1)

[ S T S« =]

cose =

0 pgiml

dose =

0,3+0,67

1 pgifml

coge =

ndmero de ratas

0,3+0,95

]

3 pafml

dose =

0,2+0,42

I

5 pgfml

DM R DO D DR E®DODOoO OREDDO O ®OD

14 16 -1 a
numero filhotes

0,1+0,32

dose = 0 pgiml
0,0
1T 1
dose =1 ugiml
0,2+0,42
1
dose = 3 pgiml
0,2+0,42
dose = 5 pgimil
0,0
1
-1 [u] 1 2 3 4

nimero filhotes natimortos

1
mortos lactagdo

128



CAPITULO 7 — AVALIACAO DA REPRODUCAO E DESENVOLVIMENTO
ANIMAL

7.2.7. Desenvolvimento Fisico dos filhotes

Quanto as caracteristicas fisicas avaliadas em dias para o aparecimento da
caracteristica em todos os filhotes da ninhada, os seguintes dados foram significativos:
aparecimento de penugem; aparecimento de pelos, descida dos testiculos e abertura da
vagina. Observa-se na Tabela 9 que para a caracteristica dias até o aparecimento de
penugens houve evidéncias para rejeitar a hipdtese de igualdade entre as distribui¢cdes
(p=0,0377), sendo detectadas diferengas entre as distribui¢des do grupo controle e do
grupo que recebeu a dose 1 (p=0,0345), sendo o valor médio igual a 3,9 e 3,2
respectivamente. Para a caracteristica de aparecimento de pelos, houve evidéncias para
rejeitar a hipdtese de igualdade entre as distribuigdes (p=0,0043), sendo detectadas
diferencgas entre as distribui¢des dos grupos que receberam as doses 1 e 3 (p=0,0021),

sendo o valor médio igual a 5,3 e 6,1 dias, respectivamente

Em relacdo a caracteristica do descolamento das orelhas houve uma pequena
evidéncia para rejeitar a hipotese de igualdade das distribui¢des (p=0,0559), sendo que
nos testes de comparacdes multiplas foi detectada uma diferenca significativa entre o
grupo controle e o que recebeu a dose 5 (p=0,0424), com valores médio igual a 4 dias e
3,3, respectivamente. Nao foi observada diferenca significativa entre as seguintes
caracteristicas dos filhotes: aparecimento de dentes incisivos (p=0,3916), abertura dos

ouvidos (p=0,6042), abertura dos olhos (p=0,1375).

Tabela 9 Caracteristicas fisicas dos filhotes em relacio a dose

Caracteristicas fisicas Doses (ng/ml)
filhotes 0(Médiae 1 (Médiae 3 (Médiae 5 (Médiae

(dias até) desvio) desvio) desvio) desvio)
aparecimento penugens 3,9 + 0,74* 3,2+0,42* 3,7+0,48 3,7+0,48
descolamento orelhas 4,0+ 0,67* 3,5+0,53 3,6£0,52 3,3+0,48*
aparecimento pelos 5,7+0,48 5,3 +0,48* 6,1 £0,32* 5,8+0,42
aparccimento dentes g, 000 800,00 81032 800,00
incisivos
abertura ouvidos 12,0 £ 1,05 12,3 +0,82 12,5 +0,85 12,1 +£0,57
abertura olhos 15,2 +1,55 155+0,71 15,8 +0,79 16,2+ 0,92
descida testiculos 22,7+0,82*  23,5+1,35 23,0 £0,00 24,5 +£1,65*
abertura vagina 37,1 £1,10*  38,9+1,45% 393+0,82* 39,0+1,25%

*dados significativos
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para a caracteristica descida dos testiculos houve evidéncias para rejeitar a
hipotese de igualdade entre as distribui¢des (p=0,0089), sendo o controle diferente da
dose 5 (p=0,0068). Os filhotes machos do grupo que receberam a dose 5 tiveram em
média um retardo de aproximadamente dois dias na descida dos testiculos comparado
com o grupo controle. Para a abertura da vagina houve evidéncias para rejeitar a
hipotese de igualdade entre as distribui¢des (p<0,0001), sendo o controle diferente das
doses: 1 (p=0,0155), 3 (p=0,0033) e 5 (p=0,0113). As filhotes fémeas das ratas que
receberam as doses apresentaram um atraso médio de aproximadamente 2 dias na
abertura da vagina comparado com o grupo controle. Segundo (Rockett et al, 2006) a
maturacao sexual ¢ um evento dependente do estrogeno e marcado com a abertura da
vaginal. Portanto, o resultado indica um atraso no desenvolvimento sexual, ou seja, a
presenca de AgNP pode estar afetando o sistema enddcrino, interferindo na produgao ou
acdo dos hormodnios, comprometendo a identidade sexual, fertilidade, ou o
comportamento dos animais aqui estudados. Porém héa necessidade de que estudos

sejam mais aprofundados para descobrir os possiveis mecanismos deste efeito.

7.3. CONCLUSAO

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
varidveis avaliadas nas progénies de ratos Wistar tratados com nanoparticulas de prata
nas concentragdes de 1, 3 e Sug/imlL. Assim, podemos concluir que os tratamentos
empregados nao interferiram na reprodu¢do (tempo de gestagdo, peso, numero de
filhotes nascidos, natimortos ¢ mortos durante a lactacdo) das ratas nas condigdes
testadas. Entretanto, foram observadas alteracdes em algumas caracteristicas do
desenvolvimento fisico (dias até o aparecimento de penugens; aparecimento de pelos,
descida dos testiculos e abertura da vagina) que podem afetar o desenvolvimento dos

filhotes.
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Neste capitulo sdo descritos os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade
utilizando como organismo teste Allium cepa. Raizes de cebola foram colocadas em
contato com AgNPs obtidas pela sintese descrita no Capitulo V. Duas concentragdes
diferentes foram utilizadas como parametro de estudo com o objetivo de determinar os

potenciais efeitos toxicoldgicos destas particulas no DNA do organismo teste.
8. 1. METODOLOGIA

Sementes de Allium cepa L. (2n = 16), foram selecionadas e germinadas em
agua ultrapura em temperatura ambiente (25°C). Depois de atingirem de 1,5 a 2 cm de
comprimento, as raizes foram removidas da caixa de germinagdo e dez raizes foram
selecionadas e colocadas em contato com uma solug¢do coloidal de nanoparticula de
prata com concentragdes de 1,5 ppm (A) e 15 ppm (B) durante 24 horas. Agua ultrapura
foi utilizada como controle negativo e trifluralina (0,075gL), como controle positivo.
Depois de 24 horas de contato com as solugdes, as raizes foram fixadas com reagente de
Carnoy (alcool etilico e acido acético, em uma propor¢ao de 3:1, em volume) por 6
horas em temperatura ambiente. Decorrido o tempo de fixagdo, um novo fixador
preparado no mesmo dia, foi adicionado e as radiculas foram mantidas em geladeira.
Apos a fixagdo, as raizes foram removidas do reagente, lavadas com agua e submetidas
a hidrdlise acida com uma solugdo de 1 mol/L de HCI a 60 °C durante 9 minutos. Em
seguida, as amostras foram lavadas em agua destilada e colocadas em contato com o
reagente de Schiff durante 2 horas em um frasco de vidro ambar e em local sem luz. O
corante em excesso foi removido com o uso de dgua destilada. A regido meristematica
(Figura 33) das raizes foi cortada com auxilio de uma lamina de ago inoxidavel,
colocada sobre uma lamina de vidro, e apds adicdo de duas gotas de 2% de acido
carmim acético, a amostra foi coberta com uma laminula, utilizada para pressionar e
espalhar as células. Para as anélises, 10 laminas foram preparadas, sendo selecionadas 5
nas quais uma média de 1000 células foram contadas, totalizando 5000 células,
examinadas ao microscépio Optico (Olympus, modelo BX 50 DP2BSW). Os resultados

foram utilizados para calcular o Indice Mitotico’ (IM, Equacdo 1), o Indice Mitético

7 1 . ey 2 7 7 .
Indice mitdtico é o percentual de células que se encontram em uma das quatro fases da mitose.
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Relativo® (IMR, Equacdo 2), Indice de Aberracio Cromossdmica (IAC, Equacio 3) e o
ndice de Aberragio Cromossomica Relativo ( IACR, equagio 4) (Parida, Bindhani e

Nayak, 2011).

IM — Numero total de células em divisdo) X 100 (Equagﬁo 1)

Total de células observadas

IMR = M (Equagio 2).
( )

IM controle negativo

IAC = (Nzimero total de células alteradas) x 100 (Equac;ﬁo 3)

Total de células observadas

IACR = 1ac (Equacio 4).

IAC controle negativo

Figura 33 Corte longitudinal do apice da raiz de cebola em que a setas apresentam as células
meristematicas’.

Células
meristematicas
iniciais

50pm
Fonte: http://www.icb.furg.br/botanica/index_arquivos/Page977.htm

8.1.2. Analise Estatistica dos dados

Os resultados do ensaio de citotoxicidade e genotoxicidade foram analisados
utilizando o programa BioEstat 3.0 e o teste ndo paramétrico Mann-Withney. A anélise

de significancia estatistica foi definida como p<0.05 (AMBROSIO, 2012).

¥ ndice mitdtico relativo indica as alteragOes observadas no crescimento da raiz, induzidas pela
substancia (ou material) teste, em relagdo ao controle negativo.
® http://www.icb.furg.br/botanica/index_arquivos/Page977.htm
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8.2. RESULTADOS

Apoés os tratamentos, foram realizadas contagens do numero de células nas
diferentes fases do ciclo de divisdo celular: profase, metafase, anafase e telofase (Figura
34), assim como o numero de células portadoras de aberragdes cromossomicas (Figura
37). Os resultados dos testes foram utilizados para calcular o IM (Equacdo 1), o IMR
(Equagao 2 ) (Tabela 10), o IAC (Equagao 3) e o IACR ( Equagdo 4) (Tabela 11).

Figura 34 Células meristematicas de Allium cepa. A) Interfase (seta); B-C) profase (seta); D)
metafase (seta); E) anafase (seta); F) telofase (seta). Aumento: 400 vezes. A barra corresponde a
100pm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A tabela 10 e a Figura 35 trazem os resultados das anélises de IM e IMR, obtidos
em células de A. cepa, apés exposicdo de 24 horas nas solucdes contendo AgNP.
Observa-se que, apds exposi¢do as nanoparticulas, houve inducdo de efeito citotoxico
para ambas as concentragdes (1,5ug/mL e 15ug/mL), pois as células apresentaram uma
diminuig¢ao significativa nos seus IM em relagdo ao controle negativo (p=0,01 e p=0,04,
respectivamente) (Figura 35). O indice mitdtico foi mais baixo para a concentragdo A,

apresentando valor de 5,0.

Com o aumento da concentragdo das nanoparticulas, foi notado um aumento
independente no  indice  mitdtico. Todavia, (KUMARI; MUKHERJEE;
CHANDRASEKARAN, 2009),
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ao estudar a citotoxicidade de diferentes concentragdes de AgNPs (25, 50, 75 e

100 ppm), relataram que o efeito citotoxico ¢ dependente do aumento da concentragao,

ou seja, com o aumento da concentracdo hd uma diminui¢do no numero de divisdes

celulares. Alguns autores demonstraram que alteragdes no numero de divisdes celulares

ocorrem devido as mudancgas provocadas no tempo de duracao do ciclo mitotico, como

o aumento na fase S da divisao celular (Macleod, 1969); (Webster e Davidson, 1969).

Tabela 10 Indice Mitético (IM) e Indice Mitético Relativo (IMR) de células meristematicas de A.
cepa para as duas concentracdes da substincia teste, Controle Negativo e Controle Positivo.

Numero de células Mefha ¢ DP de IM
Amostras . células em IMR
analisadas . .o~ (%)
divisao
Controle Negativo 5235 194+£52 14,1 1.1
Controle Positivo 5182 148+20 13,3 1.0
A (1,5ppm) 5058 43+16 5,07 0.4
B (15ppm) 5572 59+22 6,4 0.5

* estatisticamente significativo (p < 0,05) em relagdo ao controle negativo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 35 Efeito dos diferentes tratamentos no indice Mitético Relativo (IMR) em células de A.
cepa. Em que C" (trifluralina 0,075g/L); C™ (dgua ultrapura); A (nanoparticula de prata 1,Sppm) e

B (nanoparticula de prata 15ppm).

1,2 1

[EnN
1

o
(o]
1

o
D
1

Indice Mitotico Relativo
o o
N (o))

’

o
I

C+

C-

Tratamentos

Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim como ocorreram efeitos citotoxicos, também foram observados danos

significativos no DNA, como mostrados pelos valores de IAC e IACR (Tabela 11 e
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Figura 36) em relagdo ao controle negativo, caracterizando efeito genotoxico. Porém
esse efeito sO foi estatisticamente significativo para a concentragdo A (p=0.006), ndo
sendo observado na concentragdo B (p=0.06). Observa-se que o valor de IAC da
concentragdo B (2,0) é maior que o IAC do controle positivo (1,61), indicando que
houve grande indug¢do de AC para a concentracdo B, porém a nao significancia dos
resultados pode estar relacionado ao desvio padrdo encontrado na média, fugindo do
intervalo de varia¢do do controle negativo. Para a concentracdo A (26,8), a média do
nimero de AC (alteracdes cromossdmicas) encontrada foi quase duas vezes maior do
que para a concentracdo B (17,2). Os tipos ¢ as quantidades de AC encontradas apos a
exposicao estdo indicados na Figura 37. Segundo (Barbério, 2013) contaminantes
podem causar dois tipos de alteracdes: a clastogénica que se caracteriza pela quebra do
material genético (pontes, por exemplo) e a aneugénica caracterizadas por comprometer
a segregacdao dos cromossomos durante a divisdo celular (C-metafase e aderéncia, por
exemplo). Como mostrado na Figura 37, foram encontradas AC do tipo clastogénica
(pontes) e do tipo aneugénica (perdas cromossOmicas, C-metafase e aderéncia

cromossomica).

Tabela 11 Indice de Alteracio Cromossémico (IAC) e indice de Alteracio Cromossdémico Relativo
(IACR) de células meristematicas de A. cepa para as duas concentracdes da substiancia teste,
Controle Negativo e Controle Positivo.

Média e DP
Amostras Numero .de células de células IAC % IACR
analisadas com
alteracoes

Controle Negativo 5235 8,4+3,9 0,85 1,0
Controle Positivo 5182 16,8+4,1 1,61%* 2,0*

A (1,5 ppm) 5058 26,8+13,9 3,2% 3,9%

B (15 ppm) 5572 17,2+11,7 2,0 2.4

* estatisticamente significativo (p < 0,05) em relag@o ao controle negativo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 36 Efeito dos diferentes tratamentos no Indice de Alteracdes Cromossdmicas Relativo
(IACR) em células de 4. cepa. Em que: C (trifluralina 0,075g/L); C  (4gua ultrapura); A
(nanoparticula de prata 1,Sppm) e B (nanoparticula de prata 15ppm).

4,5 1
4 -
3,5 1

2,5 1
2 -
1,5 A
1 -
< .
0 T T T )
C+ C- A B

Tratamentos

Indice de Alteracoes
Cromossomicas Relativo

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 37 apresenta as principais alteragdes cromossdmicas observadas para
as duas concentragdes estudadas. A alteracdo denominada C-metafase (Figura 37E),
segundo (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007), ¢ resultante da acdo
de agentes aneugénicos que promovem uma inativacdo completa do fuso mitdtico,
sendo que essa alteracdo pode gerar alteracdes tipo células poliploides, multinucleadas e
células com micronucleos (KIRSCH-VOLDERS et al, 2002). Segundo (KURIYAMA;
SAKAI 1974) o comprometimento do fuso mitdtico ¢ ocasionado pela interagdo das

AgNPs com o grupo tubulina-SH.
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Figura 37 Aberracdes cromossomicas encontradas em células meristematicas de Allium cepa apoés
exposicoes as concentracdes de AgNPs. A) célula poliploide (seta); B) anafase com ponte e
fragmento cromossdomico (seta); C) célula com microntcleo; D) anifase com atraso e quebra
cromossomica; E) C- metafase; F) célula binucleada; G) teléfase com broto (seta); H) célula com
aderéncia cromossdomica (seta); I) telofase com quebra de cromossomo (seta). Aumento: 400 vezes.
A barra corresponde a 100pm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pontes cromossomicas (Figura 37B) podem ser resultantes de aderéncias
cromossomicas (Figura 37H), as quais em alguns casos podem ser multiplas e persistir
at¢ a telofase (Marcano et al, 2004). Segundo (KUMARI; MUKHERIJEE;
CHANDRASEKARAN, 2009), a aderéncia cromossdmica pode ser relacionada ao
efeito causado pelo entrelagamento intercromossomal das fibras de cromatina e a
presenca deste tipo de alteragdo ¢ claramente um sinal comum de influéncia toxica,

além de ser considerado um efeito irreversivel.

Os fragmentos cromossdmicos (Figura 37B) podem ser resultado de interrupgdes
de pontes cromossomicas (FISKESJO, 1993), sendo que as quebras cromossdmicas
(Figura 37D e I) e os micronucleos (MN) (Figura 37C) sdo excelentes endpoints de
mutagenicidade, uma vez que sdo alteragcdes do material genético que ndo podem ser

reparadas pelas células, podendo, portanto, serem transmitidas as novas geracdes de
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células (DE CAMPOS VENTURA; DE ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).
Portanto, os MN sdo raramente reincorporados ao conjunto cromossdmico apos a
divisdio ou pela inativacdo do fuso mitotico (evento aneugénico — perda de
cromossomos inteiros) ou quebras cromossdmicas (evento clastogénico perda de
fragmentos acéntricos)'’® (FENECH, 2000). A indugdo de quebras cromossdémicas por
AgNP indica o seu potencial clastogénico podendo gerar uma perda de material

genético (CUICAIL; YUAN; JINLING, 1992).

(PULATE; GHURDE; DESHMUKH, 2011) ao estudarem os efeitos de AgNPs
em A. cepa encontraram uma frequéncia elevada de alteragdes como C-metafase e
distarbios nas fases mitoticas metafase e anafase, ocasionadas pelo contato com AgNPs
na concentracdo de Sppm. Assim como os resultados obtidos neste trabalho, as AgNP
foram consideradas potencialmente citotoxica e genotoxica devido a diminuigdao no IM

e aumento no [AC.

Segundo (KUMARI; MUKHERJEE;CHANDRASEKARAN, 2009) e (NAIR et
al, 2010) ha a necessidade de que avaliagdes sobre os potenciais efeitos citotéxicos ou
genotoxicos das AgNPs sejam realizados, considerando as propriedades das
nanoparticulas (absorcdo, distribuicdo e transloca¢do) nos tecidos celulares de plantas.
Por exemplo, em determinadas plantas, poucos efeitos negativos sdo observados, como
diminuicdo da biomassa vegetal e da transpiragdo, conforme observado por
(STAMPOULIS; SINHA; WHITE, 2009) ao estudar a germinacdo e crescimento de
sementes de abobrinha em uma solugdo hidroponica alterada com AgNPs. Em
contrapartida, efeitos relacionados a necrose, senescéncia e morte celular também sdo
observados em plantas devido ao efeito ocasionado pela presenca de Ag'

(NAVABPOUR et al, 2003).

Em 2011, (PARK et al, 2011) verificaram que os efeitos citotoxicos e
genotoxicos ocasionados por AgNPs tém correlagdo com os tamanhos apresentados por
estas particulas, resultado esse que corrobora o apresentando por (LIMA et al, 2013)
que relataram que AgNPs de 20nm mostraram efeitos mais toxicos do que AgNPs com

tamanhos de 80 ¢ 113nm. No caso do presente trabalho, as nanoparticulas estudadas

10 A . N
Fragmentos cromossémicos sem centrOmero
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foram menores, com tamanhos variando entre 2-18nm, e se mostraram potencialmente

cito e genotoxicas para o organismo A. cepa.
8.3. CONCLUSAO

AgNPs, nas condicdes estudadas, apresentam potencial citotoxico para ambas as
concentragdes (1,5 ppm e 15 ppm) e genotoxico (1,5 ppm) mesmo em baixas
concentragdes. Esta toxicidade pode interferir nos componentes intracelulares causando
diversos problemas durante a divisao celular, sendo indutoras tanto de alteragdes
clastogénicas quanto aneugénicas. Devido a possibilidade de inducdo de efeitos
prejudiciais ao material genético do organismo em estudo, nossos estudos indicam que
ha necessidade de um controle intenso no uso de AgNPs, tanto nas etapas de produgdo
de materiais e embalagens aditivadas com nanoparticulas, como no descarte destes

materiais.
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Conclusao Geral

CONCLUSAO

- Os filmes aditivados com AgNPs obtidos e caracterizados apresentaram boas

propriedades e caracteristicas antimicrobianas;

- Quando utilizados como embalagens em cenouras minimamente processadas

conseguiram manter caracteristicas desejaveis ao consumidor;

- Os filmes nas condic¢des estudadas ndo promoveram migragdo de nanoparticulas de

prata condi¢do muito desejada para a industria de alimentos;

- AgNPs em baixas concentra¢des apresentaram alta toxicidade:

- 4 organismos aquaticos como a Daphnia similis;

- quando administrada por ingestdo oral pode causar alteracdes no desenvolvimento

de filhotes de ratas;

- potencial cito e genotdxico com alteragdes cromossomicas irreversiveis em Allium

cepa;

O progresso da nanotecnologia ¢ um evento necessario e inevitavel. Através
deste estudo pode-se perceber que existe um grande risco potencial de contaminacao de
diferentes ambientes através da migracdo de nanoparticulas de prata mesmo em baixas
concentragdes, podendo causar toxicidade em diferentes espécies tanto animais quanto
vegetais € em muitos casos com efeitos irreversiveis. Esse fato mostra a importancia de
se instaurar leis que determinam valores para migragdo e utilizagdo de nanoparticulas

em contato com alimentos e outras tecnologias.

Como demonstrado neste estudo as AgNPs sdo capazes de induzir diferente
niveis de toxicidade (cito, geno e ecotoxicidade), porém apesar dos iniimeros estudos ja
realizados, os mecanismos de como essas particulas se tornam toxicas para as células

sdo pouco definidos. Por esta razdo novos estudos ainda se fazem necessarios para se
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desvendar, por exemplo, os mecanismos de agdo, em relacao a toxicidade, de AgNPs e

’ +
seus ions Ag'.

Como também relatado, os eventos toxicos dependem muito do tamanho e forma
das nanoparticulas, o que dificulta a defini¢do de limites especificos para apenas um
tipo geral de classe de nanoparticulas. E necessario, portanto, que se sejam estabelecidas
rotas de sintese que produzam AgNP de forma, tamanho e outras caracteristicas
especificas, mas com menor nivel de toxicidade, e que ainda preservem as propriedades

benéficas das nanoparticulas, como a propriedades bactericidas.

Seria de grande importancia também definir o meio de recuperagdo de materiais
que tem em sua composi¢do o emprego da nanotecnologia. O descarte de maneira nao
regular facilita a contaminagdo de outros ambientes. E verificar se existe a possibilidade
de uma acdo conjunta das AgNPs e outras moléculas ou metais de modo a verificar se

ha sinergismo ou seja potencializacdo dos efeitos toxicos.
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