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IMPACTO DE NANOFIBRAS DE CELULOSE NA VIABILIDADE
CELULAR E NA CAPACIDADE FOTOSSINTETICA DA MICROALGA
Chlorella vulgaris

Michele Munk Pereira*, Alice da Rocha, Claude Yéprémian, Alain Couté, Ludovic Mouton, Nadia
Rezende Barbosa Raposo, Luiz Henrique Capparelli Mattoso, Humberto de Mello Brandio*, Roberta
Brayner*

Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG, Brasil. Interfaces, Traitements, Organisation et
Dynamique des Systeémes, Université de Paris Diderot, Paris, France. Muséum National d’Histoire Naturelle,
Paris, France. Embrapa Instrumentagdo Agropecudria, Sdo Carlos, SP, Brasil. Embrapa Gado de Leite, Juiz
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Projeto Componente: PC6 Plano de Acdo: PA6

Resumo

O potencial ecotoxico de NFC (nanofibras de celulose) foi avaliado utilizando Chlorella vulgaris, nas
concentracoes de 1; 50 e 100 pg ml”! por 24, 48, 72 e 96h. Foram avaliadas as taxa de crescimento,
viabilidade celular e fotossintese. Houve alteragdo do niimero celular em todas as concentragdes, porém, a
viabilidade das células nio foi alterada quando as mesmas foram expostas as NFC (1 ¢ 50 pg ml™") por 48h.
Contudo, apds 72h houve um declinio da viabilidade. Exposi¢do as NFC (100 pg ml™) exibiu toxicidade a
partir de 48h. A atividade fotossintética permaneceu estavel até 72h, mas foi alterada com 96h. Nas
condi¢des estudadas as NFC podem interferir no crescimento, viabilidade celular e atividade fotossintética.

Palavras-chave: nanomateriais, ecotoxicidade, biondicadores de qualidade ambiental.

Introducio cursos d'dgua, devido aos residuos industriais e

domésticos.

Pelo nosso conhecimento, até o momento
ainda ndo sdo conhecidos os efeitos de NFC no
meio ambiente. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de NFC sobre microalga de agua
doce Chlorella vulgaris, fornecendo assim novos
dados para avaliar os riscos da liberagdo
ambiental desses nanomateriais estratégicos.

A nanotecnologia ¢ uma das dreas do
conhecimento humano que mais se desenvolve,
beneficiando a industria de eletronicos,
cosmeéticos, agropecuaria, farmacéutica, medicina
e despoluicdo ambiental. Neste contexto, as
nanofibras de celulose (NFC) despertam grande
interesse por possuirem caracteristicas quimicas e
fisicas peculiares, carater biodegradavel como em

Kolakovic et al (2011), baixo custo e o fato de Materiais e métodos

serem obtidas de fontes renovaveis (TEIXEIRA et

al., 2010). As amostras de NFC de algodio (diametro: 6-
Contudo, o acelerado desenvolvimento e 18 nm, comprimento: 85-225 um; Fig 1A) foram

disseminac¢éo dos nanomateriais podem coloca-los obtidas por hidrélise acida empregando-se solug¢do

em contato com organismos vivos em situagdes de acido sulfarico (H,SO4 60% (v/v). A microalga

ainda n2o compreendidas plenamente. O uso de Chlorella vulgaris foi cedida pelo Museu

espécies aquaticas biondicadoras de qualidade Nacional de Historia Natural da Franca (Fig. 1B)

ambiental ¢é interessante, uma vez que O0S e expostas as NFC in vitro no laboratorio

nanomateriais tendem a serem lancados nos Interfaces, Traitements, Organisation et

Dynamique des Systémes, Université de Paris
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Diderot 7 (Paris, Franca). A densidade inicial da
cultura foi de 5 x 10°cel.mL” em meio Bold’s
Basal (BBM). As microalgas foram crescidas em
frascos Erlenmeyer de 250 mL, temperatura
controlada (20+0,5°C), iluminacdo de densidade
de fluxo de fétons 50-80 pmol m™ s (14h luz e
10h escuro), aeragdo constante e contato com as
NFC nas concentra¢des de 0 (controle); 1; 50 e
100 pg mL™" por 24, 48, 72 e 96h.

Fig.1

A. Micrografia de Microscopia Eletronica de
Transmissdo de NFC de algoddo. B. Chlorella vulgaris
observada ao microscdpio Optico (aumento de 400x).

A densidade (nimero de células mL™" ) e a
viabilidade celular das microalgas foram
avaliadas, com auxilio do contador -celular
CelloMetter Auto T4 (Nexcelom Bioscience).
Para a avaliagdo da viabilidade celular, as células
foram coradas com Azul de Trypan (0,01%) que
avalia a integridade da membrana celular. A
eficiéncia quantica maxima do fotossistema II
(Fv/Fn) foi avaliada utilizando o fluorémetro de
amplitude de pulso modulado (PAM, Handy PEA,
Hansatech Instruments). Essa técnica permite
avaliar a eficiéncia fotossintética da célula vegetal
em estudo. As analises estatisticas foram
realizadas por andlise de varidncia e teste Tukey
em nivel de 5% de significancia.

Resultados e discussao

Como demonstrado na Fig. 2, houve alteragdo
no numero total de células em todas as
concentragdes e tempos testados, quando
comparado ao controle (P< 0,05).
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VII Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegocio g ﬁ)a no

2,01E+07

p<oo1  P001

P<0,01
1,51E+07 32 —+- Controle
—~ 1 pg ml'! de NFC
50 pug ml! de NFC

—= 100 pg ml"'de NFC

1,01E+07

Células/mL

5,05E+06

5,00E+04

Oh 24h 48h 72h 96h Flg 2

Avaliagdo do numero de células relacionando diferentes
concentragdes de NFC e tempos de exposi¢do.

Nanomateriais podem alterar a proliferagdo
celular, uma vez que sua presenga no meio de
cultura pode levar a efeitos diretos e indiretos
neste ambiente. Os efeitos diretos sdo aqueles
causados pela interagdo fisica ou quimica dos
nanomateriais e as células. Os efeitos indiretos
sdo aqueles que alteram o pH, a disponibilidade
de luz ou nutrientes. (ROGERS et al., 2010).
Possivelmente, esses fatores podem ter
contribuido para a diminuicdo da taxa de
crescimento celular no ambiente de cultura
exposto as NFC.

Os resultados do teste de viabilidade celular
estdo apresentados na Fig. 3. Apos 24 ou 48h, a
viabilidade celular n3o foi alterada nas
concentragdes de 1 e 50 ug mL™ (P>0,05). Porém,
apds 72 e 96h a viabilidade celular das microalgas
foi alterada em todas as concentragdes (Fig. 3;
P<0,05). Na concentragdo mais elevada (100 pg
ml™) a viabilidade celular foi diminuida apés 24h
(Fig. 3; P<0,05).
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Fig. 3 Viabilidade celular de microalgas expostas a diferentes
concentragdes de NFC em fungo do tempo e avaliadas pelo
método de exclusdo com o Azul de Tripan. ¥P< 0,05

Segundo o teste de Azul de Tripan, as células
coradas de azul, indicam morte celular, visto que
a parede celular ndo se manteve impermeavel ao
corante. A interacdo entre nanoparticulas e algas
ocorre apoOs contato e acumulo na superficie
celular segundo Aruoja et al (2009) ou pela
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internalizagdo nas células, apds dano a parede
celular (BRAYNER et al., 2009). Assim, dados do
presente estudo sugerem maior citoxicidade em
concentracdo altas (100 pg mL’), e em baixas
concentracdes (1 e 50 pg mL), o fator tempo (72h)
esta relacionado ao potencial citotéxico das NFC.

A atividade fotossintética ndo foi alterada
(P> 0,05) até 72h de exposigdo celular as NFC
(Fig. 4). Similarmente, outro estudo constatou que
ndo houve modificacdo da fotossintese em algas
expostas a nanoparticulas de ouro por 48h
(PERREAULT et al.,2012). Contudo, no presente
estudo, apds 96h houve um declinio na efici€ncia
quantica maxima do fotossistema II. Outro
trabalho recente mostrou que no mesmo periodo
de exposicdo (96h), nanotubos de carbono ndo
influenciaram na atividade fotossintética de
microalgas (SCHWAB et al., 2011). J& estd bem
estabelecido que a exposicdo celular a
nanomateriais leva a formagdo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS), os quais causam
varios danos celulares como descrito em
PUJALTE et al. (2011) e também estdo
relacionadas, em células vegetais, com a inibig¢do
da fotossintese (ASADA, 1999). Portanto,
possivelmente a exposi¢do das microalgas as NFC
por longos periodos (96h) podem ter favorecido a
producdo e acumulo de ROS que alteram a
fotossintese nessas células.
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Fig. 4 Eficiéncia quantica méaxima do fot0551stema II (Fv/Fm)
da microalaga Chlorella vulgaris submetida a diferentes
concentragdes de NFC e tempos de exposi¢do. ¥*P< 0,05
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Conclusoes

O impacto de NFC em microalgas pode estar
relacionado a concentragdo e tempo de exposicao
que podem interferir na proliferagdo, viabilidade
celular e atividade fotossintética.
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