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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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AGGREGATION AND SURFACE CHARGE: IMPLICATIONS FOR CYTOTOXICITY OF
CELLULOSE NANOFIBERS

Abstract

Cellulose nanofibers (CNF) has attracted a lot of attention recently as a natural, abundant polymer with
excellent mechanical properties and biodegrable. However, materials in nanoscale can be more ecotoxic
than bulk materials with the same composition, mostly because of their increased specific surface area
and consequent increased exposure of reactive groups. The impacts of CNF on K. flaccidum were mea-
sured as function of concentration (1, 50 and 100ug mL ') and time (24, 48, 72 and 96h). Responses
such as surface charge, aggregation, cell uptake and cell viability were evaluated. It was observed that
exposed cells to CNFs produced of exopolysaccharide (EPS). No particles were found inside the cells
by transmission electron microscopy (TEM), however generally, CNF decreased cell viability at all
concentrations (1, 50 and 100ug ml-1) and times (24, 48, 72 and 96h).
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos observa-se um grande aumento na produgdo dos mais diversos tipos de nano-
materiais (NMs) pela industria nanotecnoldgica, em especial as fibras de celulose destacam-se devido ao
seu carater renovavel e abundante. Apesar da seu elevado carater higroscopico e a tendéncia de formar
agregados as nanofibras de celulose (NFCs) podem ser empregadas no reforgo de matrizes poliméricas,
na industria alimenticia, na medicina humana e veterinaria e no agronegdcio (TEXEIRA et al., 2011).
Todavia, para garantir o seguro uso das NFCs sdo necessarios estudos toxicologicos, uma vez que a
toxicidade dos NMs pode estar diretamente relacionada ao seu tamanho (KAGAN, BAYIR ¢ SHEVE-
DOVA, 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possivel ecotoxicidade das NFCs em microalgas da espé-
cie Klebsormidium flaccidum e estudar o tamanho das NFCs ao longo do tempo, bem como a carga de
superficie em diferentes valores pH.

2 MATERIAIS E METODOS

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

O estado de dispersdo e as forgas de carga da superficie/interparticulas (Potencial Zeta, PZ) das
NFCs nos meios de cultura (100ug ml™!) foram caracterizados usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Reino Unido). Apos 48 h de exposi¢do as NFCs (100ug ml), as microalgas foram coradas
com tinta tipo nanquim para avaliacdo da producio exopolissacarideos (EPS) e observadas com o au-
xilio de microscopia de luz (Zeiss Primo Star). Para a microscopia de varredura (MEV), as microalgas
(100ug ml" em 48h de exposi¢do) foram fixadas em solugdo contendo 2,5% de glutaraldeido € 1,0% de
acido picrico, e tratadas com tetroxido de Osmio 1% e desidratadas a temperatura ambiente em etanol
(50%, 70%, 90% e 100%). Posteriormente, o material desidratado foi incluso em parafina e cortado em
ultramicrotomo (Reichert, Jung Ultracut E, Leica). As imagens foram obtidas em um equipamento Hita-
chi H-700 operando com voltagem a 75kV e equipado com uma cdmara Hamatsu. A viabilidade celular
foi avaliada com auxilio do contador celular CelloMetter Auto T4 (Nexcelom Bioscience) utilizando o
corante Azul de Tripan (0,01%).

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.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da Figura 1A demonstraram que as NFCs sdo carregadas negativamente, ¢ esta
carga tende a diminuir em modulo com valores de pH altos.
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Figura 1. Avaliagdo do Potencial Zeta (PZ) e agregacdo das NFCs em diferentes condi¢des. A: Variagdo do
PZ na solugao de Klebsormidium flaccidum expostas as NFCs em diferentes pHs apds 48 horas. B: Tamanho
hidrodinamico das particulas apos 24, 48, 72 e 96 horas. Dados apresentados pela média.

Esses valores sugerem que existem poucos sitios cationicos nas microalgas para a adsor¢io de
NMs carregados negativamente. Porém, a contrastacdo das microalgas por tinta nanquim demonstrou
uma maior presenca de EPS nas células expostas as NFCs (Figura 2B) quando comparada ao controle.
Essa produgao de EPS ocorre devido a interag@o entre os NMs e o fitoplancton (BRAYNER et al., 2010)
como resposta adaptativa ao estresse ambiental. Por outro lado, pode-se observar nos estudos de MET
(Figura 2D, seta) que a interagdo entre as NFCs e as células das microalgas se restringiu a superficie
externa da parede celular, provavelmente devido a repulsdo eletrostatica entre esses NMs e o interior das
células das microalgas (WILHELM, 2003).
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Figura 2. Efeitos citotoxicos da exposi¢ao de Klebsormidium flaccidum as NFCs. A, B: Visualizagdo da
produgdo de exopolissacarideo por microscopia de luz (A: controle, B: células expostas a 100ug ml' NFC).
C, D: Microscopia eletronica de transmissao de células controle (C) e expostas a 100ug ml! NFC (D). A seta

indica a adsor¢do de NMs na parede celular. E: Viabilidade celular de K. flaccidum expostas a NFC em diferentes
condicdes. Valores expressos como média + erro padrao da média. Diferengas entre os grupos expostos as NFCs
e o controle sdo indicados por *P<0,05.

De maneira geral, o estudo de viabilidade celular revelou que as NFCs sdo potencialmente
citotdxicas para as microalgas K. flaccidum (Figura 2E). A diminui¢do da porcentagem da viabilidade
causada pelas NFCs provavelmente ocorreu devido a obstrugdo da parede celular externa pela adsor¢ao
desses NMs. Isso pode acarretar em diminui¢do do fornecimento de nutrientes, aeragio e iluminagao no
sistema de cultura para as microalgas. Sob essas circunstancias, as células podem ter sofrido estresse
pela restrigdo de nutrientes essenciais decorrente do aumento da competi¢ao entre as microalgas.

Por outro lado, como observado na Figura 2E ha um aumento da viabilidade celular ao longo
do tempo na concentragdo de 1 e 100ug ml! de NFC. Tal fato pode ser explicado pela formagdo de
agregados de NFCs devido a instabilidade eletrostatica apresentada pelas mesmas (Figura 1B). O PZ
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apresentado pelas NFCs assume valores abaixo de 30 mV em mddulo, o que caracteriza um sistema ele-
tronicamente instavel (Figura 1 A). Esse comportamento pode explicar o aumento do tamanho das NFCs
ao longo do tempo (Figura 2B). A consequéncia desse fendmeno pode ser a diminuigéo da obstrugéo da
parede celular das microalgas favorecendo seu crescimento. Portanto, a porcentagem de células viaveis
em maiores tempos de exposi¢ao pode estar relacionada com o aumento da agregacdo das NFCs.

4 CONCLUSAO

Os resultados confirmam que a exposicdo das microalgas K. flaccidum as NFCs afetam a via-
bilidade celular, principalmente nas primeiras 24 e 48h. Todavia, devido a instabilidade eletrostatica
apresentada pela NFCs, a viabilidade tende a aumentar nas concentragdes de 1 ¢ 100ug ml!' NFC, em
funglo da agregacdo das NFCs ao longo do tempo (72 ¢ 96h).
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Resumo

As nanofibras s3o materiais de tamanho nanométrico obtidos a partir de técnicas especiais que garantem
ao material flexibilidade, dureza e resisténcia elevada. Suas perspectivas para uso envolvem as areas,
médica, téxtil e ambiental, podendo ser utilizada em sistemas de liberagio e produgido de novos produtos
como embalagens, farmacos, construgdo civil, entre outros. As nanofibras de celulose especificamente
apresentam uma grande diversidade com relagdo as matérias disponiveis com grande heterogeneidade,
resultando em um desafio quanto as diferentes propriedades e desempenhos, apresentando importancia
com relacdo a sustentabilidade, pois trata-se de matéria prima renovavel. No presente trabalho foram
analisadas nanofibras celuldsicas (Algoddo modificado sup., Algodao ndo modificado, polpa Kraft mo-
dificada sup. e polpa Kraft ndo modificada) com relagéo a atividade na microbiota do solo utilizando
técnicas de biologia molecular (teste ARDRA) e microbioldgicas (teste de difusdo em agar e avaliagio
da Concentragfo inibitéria minima). Os resultados mostram que as nanofibras em geral ndo apresenta-
ram alteragdes drasticas nas avaliagdes realizadas, porém os estudos continuam com a finalidade de ava-
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