534

VIl Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegocio

EFEITOS DE NANOFIBRAS DE CELULOSE E NANOTUBOS DE
CARBONO NO METABOLISMO ENERGETICO DA MICROALGA
KLEBSORMIDIUM FLACCIDUM

*Michele Munk Pereira!, Juliana Carine Gern?, Claude Yéprémian®, Alain Couté’, Ludovic
Mouton*, José Manoel Marconcini®, Luiz Orlando Ladeira®, Nadia Rezende Barbosa Raposo!,
Roberta Brayner*

'"Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG. *Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora,
MG. 3Muséum National d’Histoire Naturelle, Paris, France. ‘Interfaces, Traitements, Organisation
et Dynamique des Systémes, Université de Paris Diderot, Paris, France . SEmbrapa Instrumentagio

Agropecuaria, Sdo Carlos, SP. *Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Belo Horizonte, MG.
*mimunkbio@gmail.com

Classificacdo: Estudo dos aspectos de seguranga em nanotecnologia.

Resumo

O estudo avaliou o impacto de nanofibras de celulose (NFC) de algoddo e nanotubos de carbono multi-
camadas (MWCNT) na microalga Klebsormidium flaccidum em funcdo da concentracgdo (1, 50 e 100ug
ml?) e tempo de exposigdo (24, 48, 72 ¢ 96h). A atividade fotossintética e os niveis de ATP de K.
flaccidum apds a adigdo das nanoparticulas (NPs) foram mensurados utilizando o fluorimetro PAM. A
morfologia celular foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV) apds 48h de contato
com as NPs (100 ug ml!). Os dados foram avaliados por ANOVA. A adi¢do das NFCs na cultura celular
alterou a fotossintese apos 24h de exposi¢do (P < 0,05). Entretanto, a atividade fotossintética perma-
neceu constante na presenga de NFC apds 48, 72 e 96h (P > 0,05). No caso dos MWCNT, nao foram
observadas alteragdes na atividade fotossintética (P > 0,05). Ambas NPs diminuiram o conteudo de ATP
dependendo da concentragio e tempo de exposi¢do (P < 0,05) e alteraram a morfologia das microalgas.
Em conclusio, os dados demonstraram que a exposi¢do de NFCs e MWCNTs afetam o metabolismo
celular e a morfologia de K. flaccidum.
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EFFECTS OF CELLULOSE NANOFIBER AND CARBON NANOTUBE ON ENERGY ME-
TABOLISM OF MICROALGAE

Abstract

The impacts of cotton cellulose nanofibers (CNF) and Multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) on
microalgae Klebsormidium flaccidum were measured as function of concentration (1, 50 and 100ug ml!)
and time (24, 48, 72 and 96hr). The photosynthetic activity and ATP levels of K. flaccidum after addition
of NPs were measured using a PAM fluorimeter. In order to evaluate morphological, cellular ultrastructure
changes and interaction between NPs and K. flaccidum, we analyzed microalgae cells by Scanning elec-
tron microscopy (SEM) after 48hr of contact with NPs (100ug ml!). Data were analyzed by ANOVA. The
addition of cotton CNF to cell suspension, leads to a fall in the photosynthetic rate after 24hr (P < 0.05).
However, the photosynthetic activity remains constant in the presence of cotton CNFs after 48, 72 or 96hr
of culture (P> 0.05). In the case of MWCNT no photosynthetic activity variation was observed (P > 0.05).
NPs significantly decreased content ATP, depending on concentration and time (P < 0.05). The cell shrink-
age was noted on the cells treated with both cotton CNFs and MWCNTs. In conclusion, we have demon-
strated that exposure to cotton CNFs and MWCNTs to affects cell metabolism and algal cell morphology.
Keywords: Photosynthesis; ATP levels; Cell morphology; Ecotoxicology
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia tem um grande potencial de melhorar a qualidade de vida, especialmente por
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beneficiar as areas da agricultura e industria alimenticia. Algumas das nanoparticulas (NPs) existentes
incluem as nanofibras de celulose (NFCs) aplicadas em filmes nanocompdsitos comestiveis (AZERE-
DO et al., 2010) e os nanotubos de carbono (NTC) usados na analise de pesticidas e incremento no
crescimento de vegetais (FANG et al., 2009). Contudo a liberacdo de NPs em diferentes compartimen-
tos ambientais (agua, solo e ar) pode resultar na sua maior biodisponibilidade e acumulo ao longo das
cadeias alimentares causando impactos no ecossistema. Neste contexto, as microalgas Klebsormidium
flaccidum sdo representantes tipicos dos produtores primarios (BRAYNER et al., 2010) e possuem am-
pla distribuic@o no planeta habitando ambientes aquaticos e terrestres.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis efeitos de NFC e NTC multicamadas
(MWCNT) no metabolismo energético da microalga K. flaccidum.

2 MATERIAIS E METODOS

As microalgas K. flaccidum foram obtidas na algoteca do Museu Nacional de Historia Natural
da Franca. As microalgas (5 x 10° células ml!) foram crescidas em meio Bold’s basal (BB), em 20° C,
iluminagdo de 50-80 umol m? s7! (14h luz e 10h escuro) e aera¢do constante. As microalgas foram man-
tidas em contato as NFC (didmetro: 6-18 nm; comprimento: 85-225 um) ou MWCNT (didmetro: 20nm;
comprimento: 40-100um,) nas concentragdes de 0 (controle); 1; 50 e 100ug ml! por 24, 48, 72 e 96h.

A eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Fv/Fm) foi avaliada utilizando-se o fluoréme-
tro de amplitude de pulso modulado (PAM, Hansatech Instruments). Para a microscopia de varredura
(MEV), as microalgas (100ug ml'1 em 48h de exposicdo), foram fixadas em solugdo contendo 2,5% de
glutaraldeido e 1,0% de é4cido picrico em PBS por 2 h Em seguida as células foram tratadas com tetro-
xido de Osmio 1% por 2h a 4° C e desidratadas a temperatura ambiente em etanol (50%, 70%, 90% e
100%), uma vez por 10 min em cada concentrac¢do. Os niveis intracelulares de ATP foram quantificados
com o kit ATP bioluminescent assay (FL-AA) de acordo com as instrugdes do fabricante. A luminescén-
cia foi lida em equipamento Envision Multilabel Plate Reader (Perkin-Elmer, USA).

Os resultados foram avaliados por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de SNK. Os va-
lores de P menores que 0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram apresentados como
médias + EP da média.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito das nanoparticulas na eficiéncia fotossintética das microalgas

A adicdo de MWCNT néo causou efeitos adversos (P>0,05) na fotossintese de K. flaccidum
(Figura 1A). Porém, a exposi¢@o as NFCs promoveu uma reducéio na taxa fotossintética em todas as
concentracdes (P<0,05), nas primeiras 24h de exposi¢ao, normalizando as taxas apds este periodo. Se-
melhantemente ao presente estudo, Schwab e colaboradores (2011) demonstraram que a atividade fotos-
sintética da microalga C. vulgaris permaneceu inalterada apds exposicdo a 40mg de NTCs.
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Figura 1. Efeitos de NFCs e MWCNTs (1, 50 e 100 ug ml ") no metabolismo energético de K. flaccidum apos
por 24, 48, 72 e 96 horas de exposicdo. A: Eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Fv/Fm). B: Conteudo
de ATP intracelular. Diferengas significativas entre os grupos testes (NFC ou MWCNT) e o controle sdo
indicados por *P<0,05.
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Por outro lado, outras NPs podem alterar a taxa Fv/Fm de algas, como as NPs de ZnO (BRAYNER
et al., 2010). Gao e colaboradores (2013) demonstraram que um dos efeitos téxico das NPs sobre or-
ganismos fotossintéticos é a redugdo da eficiéncia fotoquimica do fotossistema II. Em K. flaccidum,
este efeito nocivo parece estar relacionado ao tipo de NP (maior efeito das NFC quando comparado aos
MWCNTs). Possivelmente, o acimulo de NFCs na superficie das microalgas inibiu a atividade fotossin-
tética, devido a diminui¢ao de trocas gasosas e entrada de nutrientes nas células. Apesar de ter ocorrido
a adsor¢do de ambas as NPs (MWCNT ou NFC) a parede celular das células (Figura 2B,C), provavel-
mente, aquelas expostas as NFCs foram envoltas por uma estrutura semelhante a um gel intensificando
os efeitos adversos da adsor¢do de NPs as células.

Figura 2. Micrografia eletronica de varredura de células de K. flaccidum expostas a 100ug ml"' de MWCNT ou
NFC por 48 horas. Controle de K. flaccidum (A), K. flaccidum expostas a MWCNTs (B) ou as NFCs (C).

Esse fenomeno pode ser explicado pela fisiologia das microalgas e/ou pelas caracteristicas das
NPs utilizados neste trabalho. A interacdo entre as NPs e o fitoplancton produz substancias poliméri-
cas extracelulares conhecidas como exopolissacrideos (EPS) (BRAYNER et al., 2010) como resposta
adaptativa ao estresse ambiental. Em células expostas as NFCs, uma maior formagdo de substancia
gelatinosa pode ter ocorrido devido a constituicdo dessa NP. A celulose ¢ composta de longas cadeias
poliméricas de glicose, e € possivel sugerir que as cadeias poliméricas das NFCs tenham sido reticuladas
pelos EPS produzidos pelas microalgas, formando assim uma substancia gelatinosa. Adicionalmente,
as imagens de MEV demonstraram danos causados na parede celular das microalgas expostas as NPs
(Figura 3B,C) pode ter implicagdes citotdxicas. De fato analises posteriores da produgdo de ATP celular
evidenciaram que ambas as NPs estudadas prejudicaram a produgio de energia pelas microalgas e serdo
discutidas abaixo.

3.2 Efeitos das nanoparticulas nos niveis intracelulares de ATP

A produgdo de ATP pode ser um alvo de toxicidade relacionado a exposigdo celular as NPs.
Para verificar esse efeito, foram avaliados os niveis intracelulares de ATP apos exposicdo as NFCs e aos
MWCNTs (Figura 1B). De maneira geral, as NPs causaram diminuigido nos niveis de ATP (P<0,05) de
acordo com concentracdes e tempos especificos (Figura 1B).

Pouco se conhece sobre os efeitos potenciais de NPs nas mitocondrias. Phenrat e colaboradores
(2009) demonstraram que as NP de ferro valéncia zero induziram a diminui¢io nos niveis de ATP celu-
lar. O ATP ¢ a molécula de energia mais utilizada pelas células vivas, e seu declinio ¢ indicativo de perda
de fun¢@o mitocondrial. Assim, os niveis de ATP representam o estado metabolico de células ativas. No
presente estudo, a mudanga nos niveis de ATP nas microalgas tratadas com NPs comparada com as do
grupo controle sugere que tanto as NFCs quanto os MWCNTs prejudicam o metabolismo energético de
K. flaccidum.

4 CONCLUSAO

Nas condi¢des experimentais avaliadas, as NFCs influenciaram as taxas fotossintética e tanto as
NFCs quanto os MWCNTs prejudicaram o metabolismo energético das microalgas.
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Resumo

As nanofibras de celulose (NFC) sdo promissores nanomateriais (NMs) que se destacam devido a im-
portantes caracteristicas mecanicas ¢ devido ao seu carater renovavel e abundante. Entretanto, materiais
na escala nanométrica podem ser mais ecotdxicos que os mesmos materiais na escala natural, devido ao
aumento da area de superficie e consequente maior exposi¢do de grupos reativos na interface. O impacto
das NFC na microalga K. flaccidum foi avaliado em fung¢fo de diferentes concentragdes (1, 50 ¢ 100ug
mL ') e tempos de exposigdo (24, 48, 72 e 96h). Foram estudadas a carga de superficie, a agregagao, a
interagdo das NFC com as células e a viabilidade das microalgas expostas a esta nanofibras. Os resulta-
dos demonstraram que as células expostas as NFCs produziram exopolissacarideos. Nao foram encon-
tradas NFC dentro das células apds avaliagdo por microscopia eletronica de transmissdo (MET), porém,
de forma geral as NFCs diminuiram a viabilidade celular das microalgas em todas as concentragdes (1;
50 e 100ug ml') e tempos avaliados (24, 48, 72 ¢ 96h).
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