


168

VIl Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegocio

RACHTANAPUN, P;LUANGKAMIN, S.; TANPRASERT, K.; SURIYATEM, R. Carboxymethyl
cellulose film from durian rind. Food Science Technology, Amsterdam, v. 48, n. 1, p. 52-58, 2012.

ANALISE TOXICOLOGICA EM RATOS WISTAR DE
REVESTIMENTOS COMESTIVEIS A BASE DE KAFIRINAS E
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA.

*Juliana Aparecida Scramin'?, Tassiane Regina Alves Corréa'?, Bruna Biffe', Charles Chenwei
Wang!, Keico Okino Nonaka!, Rubens Bernardes-Filho? José Avelino Santos Rodrigues 3,
Lucimara Aparecida Forato®.

'Universidade Federal de Sdo Carlos. *Embrapa Instrumentagdo. *Embrapa Milho e Sorgo
*ju.biotec08@gmail.com

Classificacdo: Filmes, revestimentos comestiveis ¢ embalagens funcionais para alimentos.

Resumo

Analises toxicologicas foram realizadas em ratos machos da linhagem Wistar. Os animais do grupo
experimental foram alimentados durante 30 dias com rago revestida com uma solugéo filmogénica con-
tendo 2% de kafirinas com 0,25% de dleo de canola e 0,1% de nanoparticulas de quitosana em etanol e
comparados com o grupo controle, alimentados com ragédo sem revestimento durante 0 mesmo periodo.
Os parametros analisados foram: ingestdo hidrica e consumo de ragéo, excregdo de fezes e urina, massa
corporal e massa dos drgéos, bem como parametros bioquimicos realizados pela analise do soro sangui-
neo e parametros biofisicos e biomecanicos realizados nos ossos coletados apos a eutanasia. De acordo
com os resultados, nio foi possivel identificar efeito nocivo pela ingestdo da racdo revestida, pois os
resultados obtidos para o grupo experimental foram semelhantes aos adquiridos para o grupo controle.
Palavras-chave: Revestimento Comestivel; kafirinas; Nanoparticulas de Quitosana; Toxicidade.

WISTAR RATS TOXICOLOGICAL ANALYSIS OF EDIBLE COATINGS BASED ON KAFI-
RINS AND CHITOSAN NANOPARTICLES.

Abstract

Toxicological tests were performed in Wistar male rats. The experimental group was feed during 30 days
with ration (mashed) coated with 2% kafirins with 0,25% canola oil and 0,1% chitosan nanoparticles and
compared with the control group feed with ration without coating during the same period. The analyzed
parameters were: water intake and feed intake, excretion of feces and urine, body weight, organ weights,
and biochemical parameters carried through the blood serum. According to the results, it was not possi-
ble to identify harmful effect when ingesting the coating, since the results obtained for the experimental
group was very similar to those obtained for the control group.
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1 INTRODUCAO

Para a comercializagdo e o consumo de alimentos “in natura” alguns fatores como aparéncia,
aroma, textura e sabor so cruciais no momento da escolha. Para manter esses fatores por maior tempo,
uma alternativa seria a aplicagdo de revestimentos comestiveis que agem como uma barreira em torno
do alimento reduzindo a entrada e saida de gases, agua, 6leos, atuando como uma membrana contra
a proliferacdo de agentes contaminantes como os fungos e bactérias (KROCTHA; MILLER, 1997).
Dentre os materiais estudados, as proteinas, principalmente as hidrofobicas como as Kafirinas (pro-
teinas de reserva do sorgo) vem sendo utilizadas como matéria-prima para o desenvolvimento desses
revestimentos comestiveis. Contudo, revestimentos a base dessas proteinas sdo geralmente quebradicos
sendo necessario adicionar outros materiais que lhes confira flexibilidade como a nanoparticulas. O uso
de nanoparticulas (NPs) na composi¢cdo dos revestimentos comestiveis ¢ uma forma de melhorar suas
propriedades de aumento de tempo de prateleira (FERREIRA, 2011). No caso das nanoparticulas de qui-
tosana (NPs de QS), polissacarideo oriundo de residuos da industria pesqueira, vem sendo estudado na
aplicagdo de filmes comestiveis, pois a utilizacdo destas NPs pode melhorar as propriedades mecanicas
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e de barreiras dos filmes (Moura et al., 2009). Além disso, estudos tem mostrado que NPs de QS e NPs
de trimetilquitosana (TMQ) sdo estaveis e apresentam agio antimicrobiana (BLANCO, 2011), podendo
evitar a proliferacdo de microrganismos na superficie dos alimentos. Como as NPs tem area superficial
aumentada se comparadas com os materiais de mesma origem em escala maior, o seu comportamento
provavelmente ndo sera o0 mesmo, uma vez que suas propriedades foram modificadas, podendo causar
algum efeito prejudicial ao organismo quando ingeridos (SOZER; KOKINI, 2009). Muitos trabalhos
realizados sobre nanotoxicologia estio voltados para testes realizados em células “in vitro ”, porém estes
resultados podem néo corresponder ou substituir os resultados obtidos em testes “in vivo ”, havendo, en-
tdo, a necessidade de se utilizar cobaias para a realizagdo dos testes toxicoldgicos, pois, dependendo da
forma na qual as NPs sdo administradas (via oral ou respiratoria), as NPs podem seguir rotas diferentes
no organismo (WANG, 2010).

2 MATERIAIS E METODOS

Para a realizagio do experimento toxicologico, inicialmente preparou-se uma solugio contendo
2% de Kafirinas + 0,25% 6leo de canola (OC) + 0,1% de NPs de quitosana diluidas em etanol absoluto
sob agitacdo magnética por 4 horas. A racdo comercial da marca Nuvilab ja triturada foi entéo revestida,
colocada em bandejas e seca em temperatura ambiente. As cobaias utilizadas foram ratos machos da va-
riedade Wistar com idade de 3 meses. O experimento foi dividido em grupos de 10 ratos controles (ali-
mentados com ra¢do sem revestimento) e 10 ratos experimentais (alimentados com ragéo revestida). Os
animais foram alojados individualmente em gaiolas metabolicas em um regime de luz (10 horas claro e
14 horas escuro) em temperatura controlada (25°C +2°C) para quantificar o consumo de ragdo, ingestio
hidrica bem como realizar a coleta das fezes e urina. As fezes foram pesadas € o volume de urina quan-
tificado. Os animais foram pesados 1 vez por semana, durante as 6 semanas de duragdo do experimento
pesados para a obtengdo dos valores referente a massa corporal. Apds os 30 dias de experimento, os
animais foram sacrificados. No dia do sacrificio, foram coletados os 6rgaos (rins, bago, figado, coragio,
testiculos, prostatas e vesicula seminal) e os mesmo foram pesados e armazenados a -80°C. A coleta do
sangue foi realizada assim que os ratos foram sacrificados, o0 mesmo foi centrifugado para a obtengéo
do soro. Os parametros bioquimicos foram obtidos pelo laudo elaborado pelo laboratério Maricondi da
cidade de Sao Carlos. Este protocolo experimental com cobaias foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Sao Carlos. Protocolo n° 078/2012. Todos
os resultados foram comparados entre o grupo controle e experimental pela analise da varidncia ANOVA
seguido do teste t de Student aplicados pelo software Oringin. O nivel de significancia adotado foi de p
<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesagem dos animais ¢ uma forma de verificar se os mesmos estdo perdendo ou ganhando
massa corporal (MC). Apds uma semana de experimento, o grupo controle ndo apresentou alteragao sig-
nificativa em sua MC enquanto que o grupo experimental apresentou diminui¢ao de aproximadamente
6,7% no valor médio, como mostra a figura 1.
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Figura 1. Graficos representativos da massa corporal dos grupos controle (azul) e experimental (vermelho).

As alteragdes na MC na primeira semana de experimento ja era esperado, devido as mudangas
de ambiente e da forma na qual os ratos eram alimentados, pois Segundo Neves et al. (2013) a mudanca
comportamental e principalmente a alteracdo na alimentacéo, sdo os principais paramentos que influen-
ciam diretamente no metabolismo dos ratos. Porém, o grupo controle nio sofreu perda de MC durante
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este mesmo periodo. Essa diferenga entre os grupos pode ser explicada com base nos dados obtidos na
quantificagdo do consumo de ra¢do. Na primeira semana o grupo experimental teve um consumo de
ragdo inferior (94,64 g — média do acumulo de cada semana) quando comparado com o grupo controle
(118,02). Sendo assim, essa perda de MC observada no grupo experimental durante a primeira semana
de experimento pode entdo ser atribuida ao odor da rag@o revestida e a até mesmo ao gosto, uma vez
que estes animais apresentam fatores sensoriais como olfato e paladar extremamente sensiveis, sendo
capazes de detectar no ar odores de determinadas substancias (ANDRADE et al., 2002). Entretanto,
uma semana ¢ considerada o tempo habil para a readaptacio destes animais. Nas semanas seguintes
foi possivel observar ganho de MC para ambos os grupos, como ja esperado, indicando adaptagio ao
novo ambiente e crescimento de ambos os grupos ¢ 0 mesmo foi observado no consumo de ragido. O
volume de agua consumido pelos animais de ambos os grupos manteve-se num padrao durante todo o
experimento para ambos os grupos ¢ ndo houve diferenga significativa de acordo com o teste Levene
(teste t). O mesmo pode-se observar nos resultados obtidos pela quantificagido das fezes e urina. Apods
os 30 dias de experimento, tanto o grupo controle quanto o grupo experimental foram eutanasiados, por
decapitacdo, e foram retirados os seguintes orgaos: rins, baco, figado, coragdo, testiculos, prdstata e as
vesiculas seminais onde os mesmo foram pesados para a obtengao de suas massas. As vesiculas seminais
foram esvaziadas para a pesagem. A analise mostrou que ndo houve diferenca de massa entre os 6rgaos
do grupo controle com os do grupo experimental.
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Figura 2. Massa dos 6rgéos coletados apos a eutandsia dos animais

Pela analise bioquimica sanguinea nio se observou qualquer diferenca significativa de acordo
com o calculo de Levene (teste t) e também ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle e
experimental para todas as concentra¢des séricas aqui estudadas pela avaliacdo dos resultados apresen-
tados na tabela 1.

Tabela 1. Concentragdes séricas dos pardmetros bioquimicos analisados dos animais do grupo controle e
experimental. Os dados estdo apresentados como MED =+ DP.

Triglicérides mg/dL 64,44 £27,08 78,89+27,57
Colesterol Total mg/dL 62,78 £6,61 69,44 £7,60
Glicose mg/dL 94 +8.46 95,89 £10,49
Acido Urico mg/dL 1,41 20,46 1,31 20,32
Creatinina mg/dL 0,58 0,07 0,51 0,03
AST U/L 296,33 £144,12 231,67 £53,24
ALT /L 67,56 £19,36 56,89 11,57
Fosfatase Alcalina U/L 136,67+30,12 139,11+43,00
Fosforo mg/dL 6,99 +0,78 8,68 £0,37
Calcio mg/dL 6,61+0,74 9,08 0,54
Bilirrubinas Totais mg/dL 0,2 0,2
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelos testes toxicoldgicos indicaram que nao houve diferenga significativa
nos parametros analisados entre os grupos controle e experimental. Isto indica que, neste pré diagnos-
tico, o revestimento contendo NPs de QS, nio € nocivo, porém outros tipos de teste, como analise dos
tecidos dos orgaos deverdo ser realizados.
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