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RESUMO

A degradacao ambiental provocada por polimeros sintéticos nos ecossistemas,
€ uma preocupacao emergente, tendo em vista a ameaca letal que representa para a
vida no planeta. Diante disso, a busca pelo desenvolvimento de novas tecnologias e
produtos sustentaveis, visando a substituicdo dos plasticos sintéticos tem ganhado
cada vez mais espaco. O uso de biopolimeros, derivados de fontes de carbono
renovaveis, como biomassa lignoceluldsica, tem se destacado como alternativa
promissora aos polimeros sintéticos, uma vez que sao biodegradaveis, ndo toxicos e
de fontes renovaveis. Por sua vez, o bagaco de azeitona, € um subproduto
lignoceluldsico da extragdo de azeite, que contém grandes quantidades de celulose,
com grande potencial de aproveitamento. Considerado um constituinte em nanoescala
da celulose, a nanocelulose € um biopolimero natural, e devido ao seu tamanho em
reduzido, dispde de propriedades aprimoradas, superiores as do material original,
como alta tenacidade mecanica e resistividade térmica. Além disso, é considerada
como um material de alto desempenho com propriedades equivalentes a plasticos
convencionais, proporcionando uma extensa categoria de aplicagdes. Para garantir a
seguranga e sustentabilidade um nanomaterial ndo deve apresentar riscos de
toxicidade, com isso, experimentagdes para avaliar o potencial toxicolégico nos
organismos devem ser realizadas. Ante o exposto, o uso de organismos como a
Artemia salina, tem sido amplamente difundido, em virtude da sua sensibilidade a
substancias toxicas e facilidade de manuseio. Dessa forma, este trabalho objetivou
avaliar o potencial de toxicidade de nanofibras de celulose, provenientes do bagago
de azeitona, em nauplios de Artemia salina. Para isso, uma série de parametros,
incluindo taxa de eclosdo, movimentacéao (utilizando o software ImageJ — TrackMate)
e sobrevivéncia, foi realizada, a fim de compreender os efeitos do nanomaterial sobre
o0 organismo. Os resultados indicaram que o biopolimero ndo apresentou efeitos
adversos para Artemia salina. De maneira geral, as taxas de eclosédo, movimentagao
e sobrevivéncia foram comparaveis as do grupo controle, sem alteragdes
estatisticamente significativas (ANOVA, p<0,05). Esses achados sugerem que a
nanocelulose proveniente do bagago de azeitona, nas concentragdes testadas nao
dispbe de potencial toxicoldgico, garantido seguranga na sua aplicagéo. Deste modo,
este estudo colabora para a compreensdo dos impactos ecotoxicologicos de
nanomateriais e contribui para o fomento do desenvolvimento de novas tecnologias
sustentaveis.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial. Nanocelulose. Artemia salina.
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ABSTRACT

Environmental degradation caused by synthetic polymers in ecosystems
is an emerging concern, given the lethal threat it poses to life on the planet. Given this,
the search for the development of new technologies and sustainable products, aiming
to replace synthetic plastics, has gained more and more space. The use of
biopolymers, derived from renewable carbon sources, such as lignocellulosic biomass,
has stood out as a promising alternative to synthetic polymers, since they are
biodegradable, non-toxic and from renewable sources. In turn, olive pomace is a
lignocellulosic by-product of olive oil extraction, which contains large amounts of
cellulose, with great potential for use. Considered a nanoscale constituent of cellulose,
nanocellulose is a natural biopolymer, and due to its small size, it has improved
properties, superior to those of the original material, such as high mechanical tenacity
and thermal resistivity. Furthermore, it is considered a high-performance material with
properties equivalent to conventional plastics, providing an extensive category of
applications. To ensure safety and sustainability, a nanomaterial must not present
toxicity risks, therefore, experiments to evaluate the toxicological potential in
organisms must be carried out. In view of the above, the use of organisms such as
Artemia salina has been widely spread, due to their sensitivity to toxic substances and
ease of handling. Therefore, this work aimed to evaluate the potential toxicity of
cellulose nanofibers, from olive pomace, in Artemia salina nauplii. For this, a series of
parameters, including hatching rate, movement (using the ImageJ — TrackMate
software) and survival, were carried out, in order to understand the effects of the
nanomaterial on the organism. The results indicated that the biopolymer had no
adverse effects on Artemia salina. In general, hatching, movement and survival rates
were comparable to those of the control group, without statistically significant changes
(ANOVA, p<0.05). These findings suggest that nanocellulose from olive pomace, at
the concentrations tested, does not have toxicological potential, guaranteeing safety
in its application. In this way, this study contributes to understanding the
ecotoxicological impacts of nanomaterials and contributes to promoting the
development of new sustainable technologies.

Keywords: Agroindustrial waste. Nanocellulose. Artemia salina.
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1 INTRODUGAO

O recente desenvolvimento tecnoldgico-industrial dos ultimos dois séculos nos
trouxe grandes progressos em todas as esferas da vida humana, contudo tem gerado
grande dano ao meio ambiente em varias frentes, desde contaminagao dos solos e
agua até mudancas climaticas em escala global (Ahmad et al., 2020; Stearns, 2013).
Varias evidéncias nos mostram que estes danos podem minar os avangos
civilizatorios obtidos ou até mesmo inviabilizar civilizagdes complexas no futuro (Tong;
Ebi, 2019). Na esteira deste processo, todo um movimento social vem buscando por
opgdes tecnoldgicas que mantenham a qualidade de vida, mas que ndo gerem dano
ambiental deletério. Tais processos giram ao redor do conceito central de
sustentabilidade (Aksoy; Arli, 2019). Dentro deste contexto, a produgao de materiais
utilizando processos sustentaveis, com pouco ou nenhum impacto ambiental tem
ganhado destaque. Tal necessidade parte do acumulo de materiais de baixa
degradabilidade nos ecossistemas, e a escassez de fontes ndo-renovaveis (Arif et al.,
2022).

Devido suas propriedades mecanicas e durabilidade, os polimeros sintéticos
tém sido empregados na fabricagdo de inumeros tipos de produtos, no entanto, em
virtude da grande proporgao de material produzido e da gestao incorreta dos residuos
plasticos gerados, esses materiais findaram-se nos ecossistemas, e 0s perigos
oferecidos ao meio ambiente e a saude humana estdo sendo evidenciados
(Gowthaman et al., 2021). A morte de espécies aquaticas, a acidificagdo dos oceanos
e 0s microplasticos tém sido os primeiros vestigios danosos (Gago et al., 2018;
Piccardo et al., 2021). Os biopolimeros, derivados de biomassa lignoceluldsica, dispde
de propriedades mecanicas semelhantes a dos polimeros sintéticos, além disso, sao
abundantes, de baixo custo, renovaveis e biodegradaveis, tornando-os fortes
candidatos a sucessado de polimeros nao biodegradaveis. Ademais, o uso de
biopolimeros agrega na valorizagdo de subprodutos agroindustriais e florestais
(Petersson; Kvien; Oksman, 2007).

A producéo de azeite de oliva € um setor agroindustrial em constante expanséo,
0 consumo de azeite é realcado em torno dos inumeros beneficios proporcionados a
saude (Duman; Ozgen; Ugtug, 2020). Na atualidade, o Brasil € o segundo maior pais
que importa azeite de oliva (Garcia, 2018), o crescente interesse pelo produto tem

motivado o cultivo e a producdo de azeite em solo brasileiro, em particular, no Rio
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Grande do Sul, devido ao ambiente e clima propicio (Tejero; Rosa, 2020). O bagaco
da azeitona, é classificado como um residuo semissolido, composto principalmente
por polpa e carogo, com altos teores de celulose 49% e 41,6% de lignina (MIRANDA
et al., 2019).No entanto, o volume da geracao de bagaco residual € uma problematica
ambiental a ser explorada, uma vez que aproximadamente 2 milhdes de
toneladas/ano em todo o0 mundo sejam produzidas (Lammi et al., 2018).

Derivada da celulose, a nanocelulose é um biopolimero em dimensdes
nanométricas e, devido ao seu tamanho extremamente reduzido, dispde de
propriedades atrativas que a tornam um material de alta performance. Dentre suas
principais qualidades destaca-se por sua baixa densidade, alto desempenho
mecanico e resistividade térmica (Lee; Hamid; Zain, 2014; Mondal, 2016; Huang et al.,
2019). Em vista disso, dispde de diversas possibilidades de aplicagdo, como produtos
alimenticios, farmacéuticos, biomédicos, energéticos e de solugdo ambiental
(Phanthong et al., 2018).

Um nanomaterial ndo deve dispor apenas de funcionalidade e economia, mas
também de seguranca e sustentabilidade, de modo que n&do apresente riscos a saude
humana e ao meio ambiente. A avaliagdo da seguranga é um requisito legal para se
obter acesso a producido e comercializacdo de nanomateriais. Sendo assim, testes
para averiguagao de potencial nanotoxicidade sdo imprescindiveis para garantir o
cumprimento dos regulamentos e sustentabilidade dos nanomateriais (Gottardo et al.,
2021).

O microcrustaceo Artemia salina tem sido amplamente reconhecido como
modelo biolégico de referéncia para testes de toxicidade aquatica e nanotoxicidade.
O organismo € caracterizado como um zooplancton invertebrado, encontrado em
ecossistemas de agua salgada. E uma espécie de filtro alimentador, néo seletivo, que
pode ingerir particulas menores que 50um de tamanho. Essas propriedades
tornam- os excelentes ingestores de polui¢ao, incluindo nanoparticulas (Sarkheil et
al., 2018). Além disso, a facilidade de cultivo, acessibilidade, rapida eclosdo e
tamanho pequeno s&o vantagens para o uso de Artémias (Siddhardha; Dyavaiah;
Kasinathan, 2020).

Nessa afirmativa, pretende-se avaliar as nanofibras de celulose quanto a sua
toxicidade frente a Artemia salina. Ademais, neste trabalho busca-se contribuir para o

desenvolvimento de nanomateriais sustentaveis, através da valorizacdo de residuos
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agroindustriais e florestais, e enfatizar a importancia dos testes de segurancga para a

garantia de sustentabilidade do material.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de toxicidade de
nanofibras de celulose, provenientes do bagago de azeitona residual da produgao de
azeite de oliva, da regido de Cagapava do Sul-RS, através de ensaios in vivo em

Artemia salina.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar se as nanofibras de celulose alteram a sobrevivéncia em Artemia salina.

b) Investigar possiveis alteragdes comportamentais causadas pelas nanofibras de
celulose na espécie modelo.

c) Estabelecer concentracéo considerada segura para possiveis aplicagdes na

agricultura.

2.3 Justificativa

De maneira preocupante o lixo plastico ultrapassa 90% dos detritos totais
depositados nos oceanos, o que implica em severas consequéncias ao habitat
marinho, além disso, a poluigdo por microplastico € uma ameaga emergente e 0s
efeitos provocados nos organismos ainda sao desconhecidos (Suman et al., 2020).
Em vista disto, mitigar a poluigao por polimeros sintéticos, com o desenvolvimento de
novos materiais sustentaveis é cada vez mais urgente. Polimeros naturais tém se
mostrado como alternativa sustentavel na substituicdo de plasticos sintéticos, e uma
condicdo favoravel atrelada ao uso de polimeros naturais € a possibilidade de
obtencgao a partir da reciclagem da biomassa residual. Devido a intensificagéo agricola
milhdes de toneladas de biomassa residual sao produzidas no mundo todos os anos,
como palha de arroz, palha de milho, bagago de cana-de-agucar, bagago de azeitona

(Khalil; Bhat; Yusra, 2012). O processo de fabricagcdo de azeite de oliva, produz
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quantidade significativa de residuos, e 0 bagaco de azeitona pode ser utilizado na
extracdo de polimero natural, uma vez que dispde de elevadas quantidades de
celulose. A nanocelulose, é uma porcao de celulose que se encontra em nano escala,
e devido ao seu tamanho nanométrico dispde de propriedades funcionais semelhantes
ao de plasticos sintéticos. Por se tratar de um polimero natural a nanocelulose pode
ser obtida de bagaco de azeitona, difundindo o potencial de sustentabilidade do
material e valorizagdo de residuos agroindustriais. Para ser considerado seguro e
sustentavel um nanomaterial deve ser submetido a testes de nanotoxicidade para
averiguar se oferece algum risco a saude humana e ao meio ambiente. A realizagcéo
de bioensaios toxicolégicos em Artemia salina tem sido amplamente utilizadas, uma
vez que o organismo é de facil acesso e cultivo, além disso, é considerado um bom
bioindicador e modelo confiavel, uma vez que apresenta sensibilidade a uma

variedade de poluentes e substancias toxicas.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Desenvolvimento sustentavel

3.1.1 Conceito geral

De acordo com Pisani (2007) o conceito de desenvolvimento sustentavel esta
ligado a busca de um modelo de desenvolvimento econdmico, social e ambiental,
seguro e equilibrado, de modo que somente com a evolugao interdependente de
ambas as dimensoes, seja possivel alcangar o resultado almejado, a sustentabilidade.
Tal modelo, tem como objetivo principal a garantia do suprimento das necessidades
humanas com os recursos finitos do planeta, promovendo o crescimento das geragdes
atuais sem comprometer a possibilidade das geragdes futuras. O desenvolvimento
sustentavel é considerado um tema emergente, sendo na Conferéncia de
Desenvolvimento Humano e Meio Ambiente, realizada em Estocolmo, pela ONU, em
1972, que os primeiros relatos foram abordados publicamente pela comunidade
internacional, onde foram evidenciadas as necessidades de irromper o
desenvolvimento econ6mico desmesurado e nao sustentavel, diante das
problematicas ambientais e sociais por ele acrescidas. (Handl, 2012). Somente em

1987, com a publicacao do relatério Brundtland, também chamado de “Our Common
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Future”, que o conceito de desenvolvimento sustentavel foi definido como atualmente
€ conhecido. Nele foi explicitada a necessidade do mutualismo nos progressos
econdmicos, sociais e ambientais, além disso, também foram instituidos
compromissos com a saude e seguranga da humanidade, e objetivos para que o
colapso mundial seja evitado (Sneddon; Howarth; Norgaard, 2006). Desde entéo, a
pauta de desenvolvimento sustentavel tem sido cada vez mais discutida em
movimentos politicos, sociais e econdmicos, destacando a importancia sobre o
controle das mudancas climaticas, o uso controlado de recursos naturais, energias
renovaveis e reciclagem, dessa forma, o conceito de desenvolvimento sustentavel aos
poucos tem se consolidado, promovendo assim, a facilitacdo da compreensao do
tema, da sua importancia e suas implicacdes para a sociedade (Costa, 2019). E
indispensavel que para a real efetividade do desenvolvimento sustentavel,
controversas do desenvolvimento econdmico sejam ultrapassadas, de maneira que
sua evolugao nao seja sinbnimo de ameaca as causas sociais e ambientais e, sim, a
base estrutural para a evolucdo de ambos, promovendo o bem-estar a sociedade e

ao meio-ambiente (Dhahri; Omri, 2018).

3.1.2 A politica dos 3R’s

Com o avanco da modernidade, as mudangas no estilo de vida e padrao de
consumo, propiciaram na geracdo profusa de materiais residuais e,
consequentemente, na degradagao do meio ambiente (Ahmadi, 2017). A politica dos
3R’s (reduzir, reutilizar e reciclar) surgiu com o intuito de implementar estratégias
otimizadas para a gestédo de residuos solidos, envolvendo todas as partes geradoras,
e alertar acerca da importancia do equilibrio na produgdo, consumo e descarte de
materiais. Além disso, os 3R’s da sustentabilidade partem da premissa da prevencéao
do residuo como fator fundamental no controle do uso de recursos naturais e
minimizagc&o dos riscos ambientais e de saude publica ligados a ele (Memon, 2010;
Pariatamby; Fauziah, 2013). Conforme Leslie et al., (2021) a verdadeira
sustentabilidade concretiza-se somente quando houver a priorizacao da prevencao, e
adocao da reducdo e reutilizagdo, alternativas a reciclagem. E importante destacar o
papel crucial que o governo desempenha diante da conscientizagdo ambiental por
meio de politicas publicas efetivas e garantia do direito ao meio ambiente equilibrado

(Sakai et al., 2011). Além do mais, empresas privadas também desempenham um
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papel fundamental quanto a implementacdo de um padrao de consumo sustentavel
diante da sociedade. Vale a pena destacar que as lacunas geradas pela ma gestéao
dos residuos, a displicéncia do cidad&o frente ao lixo gerado, a ma fiscalizagao e
inadimpléncia diante de agravos ambientais, s&do fatores que influenciam na limitagao
e insuficiéncia do gerenciamento de residuos frente as problematicas dos residuos
sélidos (Routray, 2022).

3.1.3 Materiais sustentaveis

A medida que os impactos ambientais provocados pelo uso de materiais
convencionais sdo evidenciados, a sociedade se direciona para a transicdo da
produgéo e consumo de materiais ecologicamente sustentaveis (Crabbé et al., 2013).
Segundo Silva et al. (2017), a sustentabilidade de materiais baseia-se no principio da
gestdo aprimorada de residuos, na integracdo de tecnologias eficientes, na
conscientizagdo do consumo e na economia circular. Além disso, a escolha do insumo
empregado na fabricagcdo, é fundamental para o desempenho do material,
manutencgao, ciclo de vida e conservagao de recursos (Hallstedt; Isaksson, 2017). A
avaliacao do ciclo de vida € uma ferramenta imprescindivel que permite mensurar o
potencial impacto ambiental provocado por materiais, projetar métodos de produgéo
ambientalmente amigaveis, e controlar o uso e descarte de residuos (Ibrahim et al.,
2018). O emprego de matéria-prima de fonte renovavel, como residuos agricolas,
industriais e de reciclagem, para a produgcdo de materiais sustentaveis, tem se
destacado como uma alternativa mitigadora frente as implicagdes dos materiais
convencionais (Rai et al., 2021). Os denominados polimeros de base bioldgica,
caracterizam-se por suas propriedades semelhantes a dos polimeros sintéticos, no
entanto podem ser facilmente degradados através de atividade enzimatica,
transformando-se em compostos naturais (Wroblewska-Krepsztul, 2018). Embora,
atualmente os polimeros de origem fossil apresentem mais facilidade de
processamento e menor custeio, sua producdo € considerada insustentavel,
promovendo prospeccgdes futuras favoraveis para a ampla utilizacdo de polimeros
naturais (Sudesh; Iwata, 2008).

3.2 Residuos agroindustriais
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Com o aumento crescente da populacdo mundial, a expansao da produgcao nos
setores agricola e alimenticio s&o inevitaveis, e como consequéncia da produgcéo em
larga escala, a geragéo substancial de residuos durante as etapas de processamento
necessita de solugdes inovadoras. Estima-se que aproximadamente 1,6 bilhdes de
toneladas de residuos agroindustriais sejam produzidos todos os anos, como
sementes, bagacgos, cascas e folhas. Estes residuos dispdem de uma enorme fonte
de biomassa, metabdlitos, fendis, carboidratos e minerais, e sua gestdo inadequada
pode provocar a degradagdo do meio ambiente, causando a proliferagcdo de
microrganismos, contaminagao por toxinas e gases poluentes (Freitas et al., 2021;
Sadh; Duhan, S; Duhan, J., 2018). Tendo em vista que os subprodutos industriais
agroalimentares dispdem de grandes quantidades de compostos valiosos, a
reciclagem do material residual para a produgcdo de novos produtos, emerge como
alternativa sustentavel para agregacao de valor e redugao do desperdicio de matéria
organica (Rojas; Zapata; Ruiz-Tirado, 2021). A aplicagcédo de subprodutos na produgéo
de biocompdsitos, biogas, biocombustiveis e biofertilizantes, ja foram relatadas (De et
al., 2021; Khalil et al., 2019; Saravanan et al., 2021; Yusuf, 2017). Além disso, a
aplicacao dos residuos agroindustriais contribui para geragédo de energia verde, com
pegada de baixo carbono, ou até mesmo nulas (Nair; Agrawal; Verma, 2022). Vale a
pena ressaltar que a implementagao de novas tecnologias auxilia para a redugéo da
geracao de residuos e promovem compostos com maior valor inerente (Singh, et al.,
2022).

3.3 Expansao da producao de azeite de oliva no RS

Proveniente do fruto da oliveira (Olea europaea L.) o azeite de oliva é
considerado extremamente benéfico a saude, uma vez que seus ativos proporcionam
efeitos antioxidantes, reduzem o colesterol, previnem doencas cardiovasculares e
dispde de propriedades anti-inflamatorias. A comprovacgao de tais beneficios tem feito
o consumo de azeite de oliva intensificar-se no Brasil, alavancando o setor de
importagcdes (Wrege et al., 2009). Conforme a International Olive Council (I0OC), s6 no
ano de 2020, cerca de 100 milhdes de litros de azeite de oliva foram importados,
totalizando quase 100% do consumo. No entanto, o exorbitante uso de azeite no pais
tem despertado interesse dos agricultores locais, e a fabricagdo de azeite de oliva em

solo brasileiro tem ganhado cada vez mais espaco (Pablo; Rosa, 2020).
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Devido as condigdes edafoclimaticas favoraveis, a regido sul do Brasil, em
especial o estado do Rio Grande do Sul, tem se destacado na producdo de azeite
(Wrege et al, 2013). Segundo o Sistema Unificado Estadual de Sanidade
Agroindustrial Familiar (SUSAF), o estado é na atualidade o maior fabricante de azeite
de oliva extra virgem do pais, com cerca de 449 mil litros de azeite produzidos no ano
de 2022, o que em comparagao com o ano de 2017, representa um aumento de quase
700% na producao, uma vez que foram produzidos aproximadamente 57.873 mil litros.
O mercado de azeite no estado é considerado recente, dentre os principais municipios
em area plantada, podem ser citados: Cangugu com 575,2 ha, Encruzilhada do Sul
com 568,5 ha, Pinheiro Machado com 383,7 ha, Cachoeira do Sul com 368,2 ha,
Santana do Livramento com 136,0 ha, Bagé com 128,0 ha, Cagapava do Sul com
115,1 ha e Barra do Ribeiro com 103,5 ha (Costa, 2019).

A cidade de Cacgapava do Sul, que teve a introdug¢ao da olivicultura no ano de
2003, tem se sobressaido no desenvolvimento do cultivo de oliveiras, o
desenvolvimento de suas plantagdes podem ser comparadas a da Espanha, grande
referéncia na produgao mundial de azeite, além disso, o azeite produzido no municipio
ja conquistou a marca de ser um dos melhores do mundo, ficando no topo do EVOO
World Ranking em 2022, em 10° lugar (Caye, 2018; Evoowr, 2022; Mota et al., 2009).

3.3.1 Métodos de extragcédo de azeite

O processamento da azeitona para a obtencao do azeite ocorre por meio de
sistema continuo (centrifugagao) ou descontinuo (prensagem), a finalidade é separar
a fase liquida (6leo) dos demais componentes. Esses sistemas mecanicos possuem
eficiéncia de 80 a 90% de extragdo do oleo contido na fruta. A prensagem, método
mais tradicional, tem sido substituida devido sua menor eficiéncia e rendimento
(Chiacchierini et al., 2007). De acordo com Domingues et al. (2021) a centrifugagao
pode ser dividida em dois tipos de processamento, trifasico e bifasico. No processo
trifasico grandes volumes de agua quente sdo adicionados na etapa de
centrifugagao/decantagao, cerca de 6m? por tonelada de azeite produzido, assim, o
processo bifasico sendo isento da adi¢do de agua, torna-se o meio de produgédo mais
adequado e econbmico, com geragao de residuos 60% mais secos. Ao final das
etapas sédo formados dois tipos de subprodutos, o bagaco da azeitona, fragdo sélida,

e um mosto oleoso denominado agua rucga, fragdo liquida (Petrakis, 2006). No
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fluxograma (figura 1) tém-se a representacdo do tipo de extragdo continua por

centrifugacgao, dividido em processo bifasico e trifasico.

Figura 1 - Fluxograma de extracao de azeite de oliva pelo método continuo (centrifugagéo).
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Fonte: Adaptado de Petrakis (2006) e Aimeida (2022).

3.3.2 Bagaco de azeitona

Obtido a partir do processamento de azeite, o bagagco de azeitona € um
subproduto constituido principalmente por casca, polpa e carogo. A grande quantidade
de bagago gerado apresenta-se como desafio significativo no que trata de gestédo
adequada (Nunes et al., 2018). Seu descarte inapropriado pode ser nocivo ao meio
ambiente, uma vez que dispde em sua composic¢ao de fendlicos, acidos graxos, alta
carga organica e pH acido, causando a acidificagdo de corpos d’agua,
impermeabilizagdo dos solos, além disso, essas propriedades podem provocar
fitotoxicidade e efeitos antimicrobianos (Parascanu et al., 2018). E estipulado que a
cada 100kg de azeitona, sejam produzidos 35kg de bagaco residual, 20 L de azeite e
100 L de aguas residuais, assim, cerca de 835 kg de residuos por hectare sao
produzidos. S6 em territério nacional, em torno de 1040 toneladas/ano sao geradas e,
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numa perspectiva global, aproximadamente 2 milhbées de toneladas/ano (Lammi et al.,
2018).

O bagacgo de azeitona, como biomassa lignocelulésica pode ser empregado
como uma rica fonte de energia renovavel e matéria-prima sustentavel, com grande
disponibilidade e baixo custo. Sua composicdo estrutural e quimica sdo pecas
fundamentais para seu aproveitamento eficiente. Essa biomassa contém elevados
teores de celulose 35,3-49%, hemiceluloses 18,5-32,5% e lignina 30-41,6%, e a partir
do fracionamento desses componentes, novas aplicagcbes podem ser realizadas
(Miranda et al., 2019). Alguns dos principais constituintes da azeitona, formante

substancial do bagaco residual, sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Composicao das azeitonas, valores em porcentagem por peso (%).

Constituintes Polpa Carogo Semente
Agua 50-60 9,3 30
Oleo 15-30 0,7 27,3

Minerais 1-2 4.1 1,5

Celulose 3-6 38 1,9

Polifendis 2,25 0,1 0,5-1
Outros - 3,4 24

Fonte: Adaptado de Awad, Salman e Hung, 2006.

3.4 Biomassa lignocelulésica

Produzida a partir de carbono fixado fotossinteticamente, a biomassa
lignoceluldsica € composta principalmente por trés tipos de polimeros: celulose,
hemicelulose e lignina, associados em uma matriz complexa por ligagdes cruzadas
covalentes e ligagbes nado covalentes. Sua fungao principal é fornecer sustentagao e
rigidez a parede celular de plantas e seus derivados. Na figura 2, é possivel observar
o arranjamento dos trés principais constituintes da biomassa lignocelulésica.

As proporcdes desses constituintes podem variar de acordo com cada tipo de
planta e fases de crescimento, geralmente entre faixas de celulose (30-50%),
hemiceluloses (20—-40%) e lignina (10-30%) (Sindhu et al., 2016; Yu et al., 2022).

Para Tandon (2014) a grande disponibilidade de biomassa e as propriedades

dos componentes lignoceluldésicos tornam-a um substrato de enorme valor
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biotecnoldgico na conversao energética, e na produgao de baixo carbono, impactando
significativamente na fabricagdo de biomateriais e biocombustiveis. As principais
fontes de biomassa residual sao lenhosas, como serragem, lascas, galhos de poda e
toras indesejadas e, nédo lenhosa, como palha de arroz, bagago de cana-de-agucar,
sorgo, carogo de azeitona (Yousuf; Pirozzi; Sannino, 2020). Quantifica-se que mais
de 1 trilhdo de toneladas de biomassa residual sejam produzidas anualmente em todo
o mundo (Woo et al., 2022).

A separagéo dos componentes lignoceluldsicos como intermediarios reativos é
um processo critico para transformacdo da biomassa em produtos de maior valor
agregado, a selec¢ao do pré-tratamento é fundamental para a eficacia na obtengéo dos
produtos. O pré-tratamento é realizado para romper a estrutura compacta e superar a
recalcitrancia. Dentre as principais técnicas de pré-tratamento lignocelulésico estdo a
hidrdlise alcalina, hidrélise acida, explosdo a vapor e organossolve (Bhutto et al.,
2017).

Figura 2 - Estrutura lignoceluldsica.
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Fonte: Adaptado de Rajinipriya et. al., (2018).

3.4.1 Celulose

A celulose € o biopolimero mais abundante da biosfera, sendo o principal
constituinte da parede celular vegetal, e também presente em bactérias, fungos e
algas. Devido ser renovavel e biodegradavel, tem sido cotada como solugao para
contornar os desafios da producgdo sustentavel. Estruturalmente, esse polissacarideo

dispde de uma formacdo super molecular complexa e multinivel, quando formada
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como homopolimero nao ramificado a celulose apresenta-se em unidades de anéis (3-
D-glucopiranose, unidas por ligagdes glicosidicas B-(1,4) que resultam em uma
rotacdo alternada no eixo da cadeia em 180°, com trés grupos de hidroxilas reativos
em cada unidade (figura 3). As cadeias de celulose sdo agrupadas em microfibrilas
para formar as fibras de celulose, ligadas entre si por pontes de hidrogénio,
intramoleculares e intermoleculares, e por forgas de van der Waals, fazendo com que

as fibras sejam compactadas (Bajpai, 2016; Heinze, 2015).

Figura 3 - Molécula de celulose.
OH
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Fonte: Adaptado de Heinze, 2015.

Além disso, para Rajinipriya e cols. (2018), as fibras de celulose podem ser
divididas em duas formas, amorfa e cristalina, como representadas na figura 4. A
forma amorfa apresenta pequenas quantidades de cadeias de celulose
desorganizadas, muito suscetiveis a hidrolise acida ou enzimatica, segmentada pela
forma cristalina que apresenta estrutura altamente condensada e organizada, e

maiores concentragdes de celulose, pouco suscetiveis a hidrélise.

Figura 4 - Representagéo das regides cristalinas e amorfas da celulose.
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Fonte: Adaptado de Rajinipriya et. al., 2018.
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3.4.2 Hemicelulose

Formada por uma estrutura complexa de carboidratos, a hemicelulose consiste
em diferentes polimeros, como pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose,
manose e galactose) e acidos de agucares (acido acético, D-glucurénico e D-
galacturdnico) (Arcano et al., 2020). Segundo Hendriks e Zeeman (2009) a
hemicelulose é semelhante a celulose, no entanto, o peso molecular da hemicelulose
€ inferior ao da celulose e, em sua cadeia, dispbde de ramos laterais curtos com
agucares altamente hidrolisaveis. A hemicelulose serve como conexdo entre a
celulose e a lignina, e por sua baixa densidade, permeia as microfibras de celulose,
proporcionando flexibilidade e elasticidade a matéria vegetal (Zhou et al., 2016). Na
figura 5, €& possivel observar a estrutura dos principais polissacarideos

hemiceluldsicos.

Figura 5 - Principais constituintes da hemicelulose.
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Fonte: Adaptado de Arcano, 2018.
3.4.3 Lignina

Caracterizada como uma macromolécula tridimensional, a lignina é constituida
principalmente por ligagdes éter entre alcoois coniferilicos, sinapilicos e p-cumarilicos
(Watkins et al., 2015), como exemplificado na figura 6. Diversos tipos de polimeros

podem ser derivados da lignina, dentre eles, vanilina, poliuretanos e acido vanilico,
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por meio de despolimerizagao catalitica. Ainda, a lignina pode ser utilizada como
reforco polimérico, na produgcdo de compdsitos funcionais, com capacidade de

absorcéo UV, resisténcia ao calor e umidade, e elasticidade (Tan et al., 2023).

Figura 6 - Unidades estruturais da lignina.
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Fonte: Adaptado de Watkins, 2014.

3.5 Nanocelulose

Em virtude da organizagado hierarquica da celulose, que consiste em fibrilas
superfinas e cristalitos em dimensdées nanomeétricas, nanoestruturas podem ser
isoladas desse material. A extracdo da nanocelulose decorre por meio de processos
mecanicos ou quimicos, ou pela combinacdo de ambos. Os principais tipos de
nanocelulose se dividem entre nanofibras e nanocristais. As nanofibras de celulose,
sao longas cadeias finas e flexiveis de celulose, alternadas entre dominios amorfos e
cristalinos. Os nanocristais de celulose, tem o formato similar a agulhas ou bastonetes,
e sao constituidos somente pela fragao cristalina da celulose, a partir da separagao
do dominio amorfo (Chu et al., 2020; Dufresne, 2013; Kargarzadeh et al., 2017).

Conforme Brinchi et al. (2013), devido ao seu tamanho reduzido, a
nanocelulose apresenta propriedades superiores a celulose convencional. Este
material considerado de alto desempenho € altamente reativo a estimulos do
ambiente, e tem sido considerado como uma forte promissora na substituicdo de
polimeros sintéticos. Outro fator positivo é sua origem renovavel, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e n&o toxicidade.

Dispondo de inumeras caracteristicas, entre as quais, elevada area de
superficie especifica, abundantes grupos hidroxila modificaveis, qualidades

reoldgicas, elevada cristalinidade, orientagdo e alinhamento, etc., a nanocelulose



37

destaca-se por suas multiplas propriedades, dentre elas, alta tenacidade mecanica,
potencialmente superior a fibra Kevlar; estabilidade térmica, com capacidade de
suportar altas temperaturas, 200-300 °C, sem degradacdo; qualidades Opticas,
podendo ser aplicada na sintese de filmes transparentes; e também por sua baixa
densidade (Gan et al., 2020; Phanthong et al., 2018; Zinge; Kandasubramanian,
2020).

Sendo assim, a nanocelulose dispde de diversas possibilidades de aplicacbes
como, por exemplo, na biomedicina, para fabricacao de carreadores de medicamentos
e curativos, na area farmacéutica, como estabilizante e anticonglomerante, na
industria, como texturizador de alimentos e bebidas, aerogéis super absorventes e
termoembalagens, na eletronica, para a produgao de supercapacitores e membranas
de alto fluxo, na produgdo agricola, com hidrogéis responsivos, na produgéo
automotiva e aeroespacial, com revestimento nao inflamavel, ademais, como solugao
ambiental, empregada na fabricacao de filtros de purificagdo de agua e materiais
adsorventes de contaminantes (Lee et al., 2014; Reshmy et al., 2020; Voisin et al.,
2017).

Em razdo de sua quimica de superficie ajustavel, a nanocelulose é uma
excelente opg¢ao para reforco em matrizes poliméricas na producdo de compdsitos
sustentaveis, sua combinacdo pode proporcionar melhorias nas propriedades
mecanicas de outros materiais, além do mais, possui uma excelente dispersdao em
meio aquoso, e pode ser usada para sintese de materiais com propriedades atrativas,
como hidrofobicidade, super hidrofilicidade, ou até mesmo superficies anti-corrosivas
(Bangar et al., 2022; Phanthong et al., 2018).

Abaixo, na figura 7, tém-se a representacdo da parede celular vegetal,

composta principalmente por celulose estruturada hierarquicamente.

Figura 7 - Estrutura hierarquica da celulose e seus constituintes em nanoescala.
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Fonte: Adaptado de Rajinipriya et. al., 2018.



38

3.5.1 Nanofibras de celulose

Caracterizadas como emaranhados de fibras longas, semelhantes a uma teia,
as nanofibras de celulose, constituidas por celulose amorfa e cristalina, podem
assumir didametros de 2 a 20 nm e micrbmetros de comprimento. Existem diversos
meios para sua extragdo, tais como métodos de desintegragdo mecanica (por
exemplo, ultrasonificagdo, moagem e homogeneizagao de alta pressao), por meio de
processos quimicos (por exemplo, oxidagdo mediada por tempo, carboximetilagéo),
ou processos biolégicos (por exemplo, hidrélise enzimatica) (ABITBOL et al., 2016;
Nechyporchuk; Belgacem; Bras, 2016). De acordo com Xu et al. (2013) em
comparagao aos nanocristais de celulose, as nanofibrilas se mostram superiores para
reforgo em compdésitos, devido ao seu comprimento e flexibilidade, que proporcionam
maior médulo de elasticidade e resisténcia ao material. As matrizes mais utilizadas
para formacdo de biocompdsitos sao poliacido lactico, polihidroxibutirato e amido
(Khalil; Bhat; Yusra, 2012). Na figura 8, & possivel observar o emaranhado de

nanofibras analogo a uma teia.

Figura 8 - Nanofibras de celulose.
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Fonte: Adaptado de Dufresne, 2013.

3.5.2 Nanocristais de celulose

Os nanocristais de celulose assemelham-se a agulhas ou bastonetes (figura 9),
formados somente pela fragdo cristalina da celulose, os nanocristais geralmente
apresentam diametros de 3 a 35 nm, e comprimento de 100 a 500 nm. Sua obtencao

ocorre por meio de processos quimicos a partir da hidrolise do dominio amorfo com
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acidos fortes, geralmente, acido sulfurico (Almashhadani et al., 2022). Conforme
Kargarzadeh et al. (2017) no processo de hidrolise ocorre a formagao de éster de
sulfato, que aumenta a estabilidade de dispersao das particulas em solugado aquosa.
Devido sua alta cristalinidade, a nanocelulose cristalina € altamente estavel em altas
temperaturas, com uma faixa de 257-333 °C para degradacgao térmica (Gan et al.,
2020).

Fonte: Adaptado de Dufresne, 2013.

3.6 Toxicidade de nanomateriais

A nanotecnologia é um campo promissor multidisciplinar, que tem emergido
com a proposta revolucionaria de avangos nas mais diversas areas, desde a medicina
e eletrbnica, até meio ambiente e energia. Para ser considerado um nanomaterial,
uma substancia deve possuir pelo menos uma dimensao menor que 100 nm. Em
comparagao aos materiais de tamanho convencional, os nanomateriais em seu
tamanho critico, apresentam propriedades superiores. Uma das principais
caracteristicas que propiciam tais propriedades é a grande area superficial e o volume
por unidade de area, além disso, a minima alteragao no formato de uma nanoparticula
€ suficiente para alterar suas carascteristicas (Demir, 2020; Nasrollahzadeh
et al., 2019).

De acordo com Poduri (2021) a medida que nanomateriais sdo produzidos e
inseridos na sociedade, preocupacdes surgem acerca da toxicidade das
nanoparticulas e seus potenciais riscos para os organismos. A exposi¢cdo do ser

humano a nanomateriais pode ocorrer por inalagdo, ingestao, contato pela pele e
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injecdo. O pequeno tamanho das particulas permite que elas ultrapassem facilmente
a membrana celular e outros tipos de protegédo bioldgica, causando disfungéo nas
células, ainda, suas proporgdes area superficial e volume, podem ser cataliticos ou
reativos, causando efeitos téxicos aos organismos (Fu et al., 2014). Em vista disso, a
investigacdo do potencial toxicolégico de nanoparticulas € essencial para garantir o
uso seguro da nanotecnologia, além de ser um requisito obrigatério para a obtencao
de licengas de produgao e comercializagdo de nanomateriais (Gottardo et al., 2021).
Conforme Fischer e Chan (2007), nos ultimos anos a maioria das pesquisas
sobre nanotoxicidade concentrou-se em sistemas in vifro como cultura celular, no
entanto, essas analises podem apresentar erros, sendo de suma importancia a
verificacdo com experimentagcdo em animais. Os sistemas in vivo sdo extremamente
complexos e a compreensao das propriedades quimicas e fisicas das nanoestruturas
nos sistemas bioldgicos podem fornecer informagdes necessarias sobre respostas
toxicolégicas de nanomateriais, alguns exemplos de organismos para testes in vivo
incluem espécies aquaticas e roedores. Modelos aquaticos sdo amplamente
reconhecidos como pré-triagem para rastreamento de toxicidade, a partir desses
modelos, mecanismos de toxicidade aguda e crénica podem ser estabelecidos.
Apesar da nanosegurancga ser considerada um tema recente, existem diretrizes
e regulamentagdes que fornecem instrugdes para testes sistematicos de
nanotoxicidade. Conforme o “REACH” (Registro, Avaliagdo, Autorizagdo e Restricdo
de Substancias Quimicas) a avaliagcédo de toxicidade de um nanomaterial deve adotar
0s mecanismos empregados na avaliagao de produtos quimicos convencionais, sendo
eles: avaliacdo dos efeitos, avaliagdo da exposicdo e caracterizacdo do risco
(Zielinska et al., 2020). Assim, para garantir a seguranga de um nanomaterial, e a
projecdo de novos materiais sustentaveis, ensaios de nanotoxicidade devem ser

realizados seguindo as atribuiges legais.

3.7 Toxicologia Aquatica

Os ecossistemas aquaticos, incluindo oceanos, rios e lagos, sdo essenciais
para a manutencao da vida na terra, uma vez que contribuem para a biodiversidade,
e fornecem servigos para a humanidade, como dessedentagéo, irrigacao e atividades
recreativas. No entanto, os ecossistemas aquaticos sdo os mais prejudicados com as

atividades antropicas e sao cada vez mais ameacados (Poff; Brinson; Day, 2002). De
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acordo com Adams e Rowlan (2002), a toxicologia aquatica esta relacionada a
investigacao dos efeitos de poluentes toxicos em organismos aquaticos. A vida
aquatica é composta por uma diversidade de organismos, desde microbios a
vertebrados, e a preservagao desses ecossistemas é de extrema importancia no que
diz respeito a seguridade ambiental e ao meio equilibrado (Hawkins; Carlisle, 2022).
A poluicao dos ecossistemas aquaticos, causados por agao antrépica, na maioria das
vezes ocorre por fontes difusas. Os organismos aquaticos desempenham papel
importante a respeito do alerta precoce e monitoramento da carga poluente no
ambiente aquatico. Sendo assim, o uso de organismos representativos e sensiveis
para a investigagao do potencial toxicolégico de agentes quimicos, mostra-se como

uma alternativa eficiente e viavel (Oliveira; Vaz, 2018; Pritchard, 1993).

3.8 Bioensaios de toxicidade em Artemia salina

A Artemia salina é uma espécie de microcrustaceo, filo artropode, da familia
Artemiidae, considerada uma espécie primitiva, que habita ecossistemas aquaticos
salinos ha mais de 100 milhdes de anos. Destaca-se por caracteristicas como a
capacidade de sobreviver em aguas hipersalinas de 10 a 340 g/L, sendo raramente
encontrada em concentragbes inferiores a 45 g/L, suportar variabilidades de
temperatura (6 a 40 °C), e baixos niveis de oxigénio. Tem como origem as regioes
mediterraneas, mas esta presente em todos os continentes (Dumitrascu, 2011; Nunes
et al., 2006). Seu ciclo de vida é dividido em 3 fases: embrido na forma de cisto, que
pode permanecer dormente em condigdes como auséncia de agua, nauplios em
estagio de larva (instar) e adulto, podendo medir até 1 cm de comprimento (Stappen,
1996). De acordo com Lish (2019), este microcrustaceo invertebrado é classificado
como um zooplancton, do tipo filtro alimentador, ndo seletivo. Tem capacidade de
ingerir microparticulas, o que os torna excelentes para testes ecotoxicolégicos,
incluindo nanotoxicidade. Além disso, outros endpoints, como curto ciclo de vida,
facilidade no cultivo, bioacumulacéo, inibicdo do crescimento e alteracdo do
comportamento (velocidade de natagéo), fazem esse organismo como um modelo
reconhecido e amplamente difundido para realizagdo de bioensaios de toxicidade
(Libralato, 2014). Dessa forma, em 2017 foi langada a ISO/TS 20.787, visando a
padronizagcao de procedimentos para testes de nanotoxicidade, tendo a larva de

artémia (Artemia salina), como modelo aquatico de referéncia (Varo et al., 2019). A
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ISO prevé a especificagao de métodos que maximizem a confianga e repeticido dos
testes, para verificar se nanoparticulas apresentam potencial toxicolégico em nauplios
de Artémia. Vale salientar que o uso de nauplio no estagio de larva, mais
precisamente, nas primeiras 48 horas de vida, tem maior conveniéncia nos testes,
devido seu facil manuseio e custo (Johari, 2018). A figura 10, mostra o ciclo de vida
do microcrustaceo Artemia salina, desde a fase de cistos dormentes, até a fase adulta,

onde é possivel observar a fémea adulta com o desenvolvimento da bolsa de cistos.

Figura 10 - Ciclo de vida Artemia salina.
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Fonte: Adaptado de Casanova, 2011.

4 METODOLOGIA

Neste tépico esta delineada a abordagem metodolégica adotada para
realizacao deste trabalho. Nele sdo descritos todos os procedimentos, etapas,
materiais e equipamentos utilizados. Esta pesquisa foi desenvolvida nos laboratorios
do Centro de Ciéncia e Tecnologia Ambiental (CCTA), da Unipampa, campus

Cacgapava do Sul.

4.1 Obtencgao das nanofibras de celulose

A avaliagdo toxicolégica foi realizada nas as nanofibras de celulose,
desenvolvidas pelo Grupo de Quimica de Materiais do Pampa (GQMate). Seguindo o
meétodo de Barbosa (2022), a sintese da nanocelulose empregou como fonte de

matéria-prima, o bagaco de azeitona proveniente da empresa Prosperato - Emporio
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e Lagar, localizada no municipio de Cagapava do Sul - RS, que utiliza o método
bifasico no processamento. O bagaco foi pré-tratado segundo a técnica organossolve
de Teramoto, Lee e Endo (2008). Resumidamente, esta técnica baseia-se no uso de
solventes organicos e renovaveis, como etanol e acido acético, para deslignificagéo
da biomassa, seguido do branqueamento realizado sem uso de derivados de cloro.
Por fim, o material € submetido a desfibrilacdo mecanica para a separagao das

nanofibras de celulose.

4.2 Preparo das amostras

Visando facilitar a aplicagdo da nanocelulose frente aos nauplios de Artemia
salina, o material foi submetido a uma série de diluicdes. Inicialmente a nanocelulose,
em forma de suspensao (9,3%), tratada pelo método explosao a vapor organossolve,
foi seca em estufa, em vidro de relégio, a uma temperatura de 105°C, por cerca de
uma hora. Em seguida, o material foi raspado e pesado. Para a segunda etapa, foram
preparadas as diluicdes do material com dimetilsulfoxido (DMSO) a um teor de 0,5%.

4.3 Avaliacao de toxicidade aguda frente aos nauplios de Artemia salina

Conforme a ISO/TS 207:87 (2017), nauplios de Artemia salina podem ser
utilizados como confiaveis bioindicadores para a avaliagdo dos efeitos
nanotoxicologicos de nanomateriais em agua salgada. Seu baixo custo, facil manuseio
€ nao exigéncia de técnicas assépticas, sao vantagens que difundem ainda mais seu
uso em testes de toxicidade. O modelo empregado para a avaliagado de toxicidade
frente a nauplios de Artemia salina foi adaptado conforme o proposto por Lima et al.
(2011) e Sousa et al. (2023). As avaliagdes toxicologicas foram realizadas em um
sistema com solugdo salina 3,5%, pH 8, oxigenacdo controlada, fotoperiodo e
disponibilidade de alimento. Para isso, formam utilizados recipientes cilindricos de
vidro com dimensdes de 4 cm de altura, 4,5 cm de diametro, aerador de aquario,
pHmetro, estufa de foto periodo (12 horas, 28 °C), spirulina (0,05%). Todas as
amostras foram realizadas em ftriplicata, incluindo os controles, e os controles
contendo somente DMSO (0,5%). Os cistos foram adquiridos de origem comercial. A
solugao salina utilizada em todo o experimento foi prepara com agua deionizada. A

seguir na tabela 2, sdo expressos os valores de concentracdo e volume das
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substancias utilizadas no experimento.

Tabela 2 - Valores de concentragdes (ug/mL) e volume (mL) utilizados durante a realizagao

dos experimentos.

Concentragao de

Nanofibras de Solugao salina
Amostras DMSO (mL)

celulose (ng/mL) (mL)

Controle 0 0 10
DMSO 0 0,05 9,95
1 5 0,05 9,95
2 10 0,05 9,95
3 50 0,05 9,95
4 100 0,05 9,95

Fonte: A autora, 2024.

4.3.1 Porcentagem de eclosdo dos cistos de Artemia salina.

Para o teste de eclodibilidade, foi adaptado o modelo sugerido por Libralato et
al. (2016) e Lima et al. (2011). De maneira geral, os cistos de Artemia salina, foram
incialmente tratados com hipoclorito de sédio (NaClO), para a remogédo da casca
involucra, que propicia maior homogeneidade no processo de eclosdo. Dessa forma,
75 mg de cistos foram pesados, e adicionados a 10 mL de solugdo de NaCIO (10%),
e deixados de molho por 15 minutos, até o clareamento do cisto. Em seguida, os cistos
foram filtrados e enxaguados em solugédo salina (3,5%) abundante. Posteriormente,
os cistos foram adicionados em 20 mL de solugéo salina, e a coleta para o ensaio
ocorreu a partir da pipetagem dos cistos em solu¢do. Assim, realizando movimentos
circulares com o recipiente para homogeneizacgao, foram pipetados 250 pL de solugao,
contendo aproximadamente 25 cistos, em cada amostragem. Os cistos foram
dispostos no sistema ideal citado (4.3), onde as nanofibras de celulose ja haviam sido
incluidas. A contagem dos cistos eclodidos em nauplios ocorreu para o tempo de 24,
48 e 72 horas.

As concentragdes adotadas do material para o ensaio de eclosdo consistiram
em 5, 10, 50 e 100 yg/mL, além do controle e controle de DMSO (0,5%). Para
determinar a porcentagem de eclosdo de cistos (E) utilizou-se a seguinte formula
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descrita por Sellami, Naceur e Kacem (2020):

E% = N/NT x 100 Equacao 1

Onde, E é a porcentagem de eclosédo, N é o numero de cistos eclodidos, e NT é

quantidade total de cistos.

4.3.2 Analise de deslocamento

Para a analise de deslocamento, foi seguido o proposto por Nagai et al., (2023).
Em primeiro momento a movimentagao foi registrada a partir de gravag¢des de video,
feitas sob um sistema elaborado com a camera fixada em uma base com haste, e
fundo milimetrado. Para analisar quantitativamente a movimentagao dos nauplios de
Artemia salina., a trajetéria foi medida através do software ImageJ/Fiji, fazendo o uso
do plug-in de rastreamento TrackMate. O TrackMate ¢é uma ferramenta
especificamente elaborada para realizar rastreamento e analise de objetos em
movimento, integrando algoritmos de ultima geracéo para detecgéo de segmentacgao.
Para o rastreamento foi escolhido o detector de ponto por diferenga Gaussiana (Dog),
e o rastreador de segmentacao (Simple LAP tracker). Os videos foram realizados por
10 segundos e sequenciados em imagens, com 10 FPS e intervalo de frame de 0,1
segundos, assim, resultando num sequenciamento de 100 imagens. Foi escolhido um
individuo de forma aleatoria para a medicdo do deslocamento, foram utilizados os

nauplios do experimento de sobrevivéncia.

4.3.3 Estudo da sobrevivéncia

No estudo de sobrevivéncia, adotou-se, de maneira similar, o sistema citado
(4.3). No entanto, no que diz respeito a ecloséo dos cistos, aplicou-se o procedimento
proposto por Lish e cols. (2019). De maneira geral, os cistos previamente tratados
com NaClO, foram dispostos em um bécker de 200 mL com solucao salina, aeragao
constante, e spirulina. Apds a eclosao dos cistos, uma quantidade de 10 larvas na
fase instar Il (48h apds a eclosao) foram coletadas e expostas a faixa de concentragéao
de (5 — 100 pyg/mL) do nanomaterial. A contagem foi realizada apdés 24 e 48h de

exposicao. A mortalidade do nauplio foi evidenciada por sua falta de movimento e
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sedimentacgao.

4.4 Analise estatistica

Para anadlise estatistica e representacao grafica foi utilizado o software
GraphPad Prism 10. Foi aplicado analise ANOVA, seguido do teste pds hoc de Tukey,
de uma e duas vias, sendo os valores de p<0,05 considerados como estatisticamente

significativos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagao de toxicidade aguda frente aos nauplios de Artemia salina

5.1.1 Porcentagem de ecloséao dos cistos

Na figura 11 é expresso graficamente os resultados obtidos para a taxa de

eclosao dos cistos de Artemia salina.

Figura 11 — Efeito da exposi¢éo a nanocelulose sobre a taxa de eclosdo dos cistos de Artemia salina.

Resultados expressos como maxima, média e variancia.
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Fonte: A autora, 2024.

De modo geral, uma boa porcentagem de eclosdo pode ser observada para
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todos os grupos. Nas primeiras 24 horas, os valores de eclosdo nao foram muito
expressivos, com média de 6,71% (1,354 + erro padréo) de cistos eclodidos. No
entanto, para 48 e 72 horas, obteve-se melhores resultados, com média de 48,33%
(2,165 % erro padrao) e 57,64% (1,287 + erro padrado), respectivamente. Foi realizada
analise estatistica por ANOVA de duas vias seguido de teste de Tukey-Kramer, e a
comparacgao entre cada um dos grupos tratado com o grupo controle nao apresentou
diferencas significativas (p<0,05) em nenhum deles, mostrando que o material testado
nao implica potencial efeito de inibigdo sobre a eclos&o de cistos.

Embora a anadlise de eclodibilidade seja semelhante a de letalidade, os efeitos
nas propriedades da eclosao podem variar de acordo com a substancia testada. Vale
a pena destacar que mesmo com a auséncia de resposta toxicoldégica do material
sobre a eclosédo, existem outros parametros fundamentais associados ao sucesso da
eclodibilidade. Dentre eles destacam-se a salinidade, o pH e a temperatura. Todavia,
para este estudo, foram adotadas condicbes ideais, e os resultados obtidos sao
compativeis aos ja relatados. Segundo Kumar e Babu (2015), que realizou um
levantamento sobre a influéncia destes parametros sobre a eclosdo de cistos de
Artémia, com uma salinidade de 35 g/L, pH 8 e temperatura préxima de 27 °C, a taxa
de eclosao deve resultar em aproximadamente 58%, estando em conformidade ao
obtido neste experimento. Dessa forma, é possivel afirmar que a substancia testada

€ segura e nao houve interferéncia de fatores externos sobre a taxa de ecloséao.

5.1.2 Analise de deslocamento

Os registros de deslocamento foram realizados durante os ensaios de
sobrevivéncia, e os resultados de rastreamento obtidos através do plug-in Trackmate,

s&o expressos na figura 12.

Figura 12 — Efeitos da exposi¢cao a nanocelulose sobre o deslocamento dos nauplios de Artemia
salina. Os resultados expressam a maxima, minima, média e variancia do deslocamento percorrido

em milimetros.
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Fonte: A autora, 2024.

Com base nos resultados obtidos para a analise comportamental, ndo foi
observado reducdo significativa no deslocamento dos nauplios expostos a
nanocelulose. Para a concentragdo mais alta de 100 uyg/mL observou-se uma
tendéncia de queda na movimentagédo, com média de 13,35 mm, seguida pelo controle
de DMSO (0,5%) que, por sua vez, apresentou deslocamento semelhante, com média
de 14,58 mm. Além disso, as demais concentracdes testadas ndao demonstraram
efeito toxicos sobre os organismos, sendo registrada média de 18,38 mm para as
concentragdes de 5 ug/mL e 10 ug/mL, e 16,32 mm para a concentragao de 50 ug/mL,
valores estes préximos ao obtido para o controle 18,08 mm. Ainda, observou-se que
no todo a movimentagao registrada para o tempo de 48 horas foi maior quando
comparada a 24 horas, com 18,46 mm e 14,24 mm, respectivamente.

Realizou-se ANOVA (p<0,05) de via unica seguida de teste pos hoc de Tukey.
Entre os valores de deslocamento para os grupos controle e teste. Os resultados
mostraram que n&o houve diferenca estatistica significativa entre as médias de
deslocamento, sugerindo, dessa forma, que a nanocelulose nédo implica efeitos
toxicologicos sobre a movimentagao dos nauplios de Artemia salina.

Em virtude da auséncia de estudos sobre o efeito da nanocelulose na
locomocdo de Artémias, uma comparacdo com dados da literatura é dificultada.

Entretanto, segundo Anufriieva e Shadrin (2014), a analise comportamental € um
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parametro valido, e indica que deslocamento € uma medida sensivel do estresse
téxico para uma ampla gama de contaminantes ambientais. Dessa forma, diante a
auséncia da observacgdo de alteragbes na locomogao dos organismos, em contraste
dos controles com grupos testes, existe um forte indicativo de que a substancia n&o
dispde de toxicidade.

Por outro lado, (Lie et al., 2017) abordam uma investigagcado sobre efeitos
toxicologicos de nanofibras de celulose em um diferente tipo de microcrustaceo,
denominado Daphnia magna, mais conhecido como pulga d’agua, amplamente
encontrado em ecossistemas aquaticos doces. Embora o estudo tenha sido testado
em outro organismo, os resultados validam que em concentragbes baixas e
moderadas, tidas como concentragdes ambientais relevantes, ndo foram encontrados
efeitos significativos sobre a natagdo dos organismos. Ainda, neste mesmo estudo &
mostrado, que a presencga das nanobifras de celulose na solucdo, pode ser um fator
relacionado a redugdo da movimentagdo, o que justifica a tendéncia de menor
deslocamento na concentragdo mais alta.

Em contraste, Kim et al. (2022), avaliou os efeitos de nanoplasticos sintéticos
sobre nauplios de Artémia e constatou que a exposicado direta a nanoparticulas de
poliestireno provoca efeitos neurotdxicos e baixa capacidade de natacgao, reforcando
os beneficios do nanopolimero natural, que, de maneira oposta aos polimeros
sintéticos, ndo apresenta toxicidade significativa.

Em relacdo a movimentagéo ser superior para 48 horas, segundo Libralato et
al. (2016), a justificativa se da a partir da morfologia do organismo, sendo que a
medida que o organismo cresce, € adquirido membros ao longo do tronco, que
possibilitam uma maior quantidade de movimentacéo. Ainda, ndo somente associada
aos membros, mas também a maiores reservas energéticas.

Dessa forma, diante da auséncia da observacao de alteragdes na locomogao
sobre os nauplios de Artemia salina, durante a exposicao a nanocelulose, é possivel
sugerir que o nanopolimero testado € uma substancia aparentemente segura e
biocompativel, que ndo detém de potencial toxicolégico sobre a movimentagdo dos
nauplios de Artemia salina. No entanto, devido a maior concentragdo de 100 pg/mL
ter apresentado tendéncia de reducgdo, recomenda-se que outros estudos sejam

realizados adotando concentragdes superiores.

5.1.2 Estudo da sobrevivéncia
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A figura 13 mostra os resultados obtidos dos testes de toxicidade, nela &
expressa o grafico de mortalidade dos nauplios de Artemia salina, em funcédo da

concentracido da nanocelulose apds 24 e 48 horas de exposicao.

Figura 13 — Efeitos da exposi¢do a nanocelulose sobre a sobrevivéncia dos nauplios de
Artemia salina. Os resultados expressam a maxima, média e variancia.
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Fonte: A autora, 2024.

Os ensaios de letalidade mostraram que praticamente todos os nauplios
sobreviveram para todas as concentragbes (5 -100 uyg/mL), incluindo o controle e
DMSO (0,5%), no tempo de 24 horas, com média total de 96,8% de organismos
sobreviventes. No tempo de 48 horas, houve uma tendéncia maior de mortalidade,
para todas as concentragbes, incluindo o controle e DMSO (0,5%), com
aproximadamente 75,56% para a média total de organismos sobreviventes.

Quando analisado estatisticamente, (ANOVA de duas vias, seguido do teste de
Tukey-Kramer), ndo houve diferencga significativa com p<0,05 em nenhum dos grupos
tratados quando comparados ao grupo controle. Isto sugere que o material testado
nao apresenta efeito letal significativo sobre o organismo testado. Hossen et al.
(2024), avaliaram em sua pesquisa a citotoxicidade de nanofibras de celulose da fibra
do quiabo, em condigdes semelhantes a adotadas neste estudo, com faixa de
concentracgéo (5 - 100 pg/mL), fazendo uso de DMSO (0,01%), com 10 nauplios (instar

Il), e constataram que em concentracbes baixas e moderadas a nanocelulose



51

produzida ndo apresentou toxicidade, com (LD50 - 60 ug/mL). Por outro lado, Helm et
al. (2020) avaliou a toxicidade de nanocelulose proveniente do residuo de pupunha,
em concentragdes muito superiores as adotadas neste estudo, e verificaram que até
50 g/L, a nanocelulose nao apresentou efeitos toxicos significativos sobre nauplios de
Artemia salina. Ainda, Arvidsson et al. (2022), realizaram uma estimativa da
ecotoxicidade aquatica para diferentes tipos de materiais avangados, incluindo
nanocelulose, e obtiveram que dentre os materiais analisados, a nanocelulose foi o
de menor preocupagdo, com menor nivel de ecotoxicidade. Diante disso, esses
resultados indicam que de fato, a nanocelulose, mesmo que proveniente de outras
fontes de biomassa, ndo apresenta potencial toxico significativo sobre o organismo

testado.

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, é possivel afirmar que as
nanofibras de celulose derivadas do bagago de azeitona, ndo apresentam potencial
toxicolégico significativo sobre o organismo Artemia salina, uma vez que esta nao
apresentou efeitos adversos a substancia testada durante os ensaios realizados. Este
resultado atende as expectativas iniciais deste estudo, uma vez que € extensamente
relatado na literatura a biocompatibilidade da substéncia, em virtude de sua origem
biolégica. Assim, é possivel concluir que dentro das concentragdes testadas a
nanocelulose proveniente do bagago de azeitona é considerado um material seguro,
podendo ter suas aplicacbes amplamente desenvolvidas.

Ainda, recomenda-se que em estudos posteriores, 0 material seja testado em
diferentes niveis troéficos e maiores concentragdes para segurancga. Além disso, a
realizacao de analises mais aprofundadas, como o desenvolvimento morfoldgico e os
efeitos citologicos em maiores tempos de exposigao.

Ademais, este trabalho contribuiu de maneira significativa para o fomento do
desenvolvimento de novas tecnologias e materiais ecoldgicos, que impactam de

maneira positiva todas as esferas do desenvolvimento sustentavel.
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