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Resumo 

A nanotecnologia tornou-se uma das tecnologias mais promissoras para revolucionar a 

indústria agroalimentar. Este tipo de tecnologia pode ser aplicado na produção agrícola, no 

processamento dos alimentos, nos aditivos e suplementos alimentares e nas embalagens 

de alimentos. Atualmente, diferentes nanomateriais (NMs) são utilizados em diversas 

aplicações, e espera-se que nos próximos anos o número de aplicações nanotecnológicas 

aumente o que, consequentemente, levará ao aumento da exposição humana e ambiental 

aos NMs.  

Numa primeira parte, esta dissertação apresenta uma revisão bibliográfica sobre a 

aplicação dos NMs na indústria agroalimentar, com o objetivo de fornecer uma visão geral 

sobre as principais aplicações atuais e futuras da nanotecnologia na indústria 

agroalimentar, bem como identificar os potenciais riscos associados ao uso dos NMs. 

Apesar dos benefícios da nanotecnologia neste setor, existem preocupações emergentes 

decorrentes das propriedades físico-químicas dos NMs. Assim sendo, os fundamentos 

toxicológicos e as preocupações com a segurança dos NMs também são brevemente 

abordados. A partir desta revisão bibliográfica, são evidentes as vantagens da 

nanotecnologia na indústria agroalimentar, pois oferece uma infinidade de oportunidades 

e é uma alternativa inovadora. No entanto, os vários estudos consultados mostraram que 

a segurança dos NMs, usados na indústria agroalimentar, ainda não está devidamente 

averiguada e, portanto, é fundamental esclarecer todas as incertezas associadas ao uso 

de NMs, por forma a garantir a completa segurança, para o ser humano e para o meio 

ambiente. 

Numa segunda parte, esta dissertação apresenta uma avaliação da citotoxicidade de 

NMs com aplicação na indústria agroalimentar. Para tal, foram sintetizadas e 

caracterizadas seis tipos de nanopartículas (NPs) metálicas diferentes: NPs de ouro 

(AuNPs) esféricas revestidas com citrato de tamanhos diferentes (12, 40 e 60 nm), AuNPs 

estreladas revestidas com ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA) de 60 nm, NPs de prata 

(AgNPs) estreladas de 200 nm revestidas com citrato e NPs de selénio (SeNPs) esféricas 

de 300 nm revestidas com glucose. A citotoxicidade destas NPs foi avaliada na linha celular 

Caco-2, utilizando os ensaios de redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT) e de incorporação do vermelho neutro (NR). Os resultados obtidos 

indicaram que as NPs testadas não causaram citotoxicidade nas células Caco-2, nas 

condições em que decorreram estes ensaios. Contudo, para comprovar a 

biocompatibilidade destas NPs são necessários mais estudos. A análise comparativa entre 

estes resultados e estudos existentes na literatura foi dificultada devido às diferentes 
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condições experimentais e à variação simultânea de diferentes propriedades físico-

químicas das NPs (ex: tamanho, forma e revestimento). Assim sendo, a padronização da 

metodologia de avaliação da citotoxicidade e de caracterização físico-química das NPs, 

ainda que adaptada para cada tipo de NP em estudo, permitirá estabelecer testes 

toxicológicos fiáveis, obter resultados mais fidedignos e facilitar a comparação entre 

diferentes resultados. 

 

 

Palavras-chave: Nanopartículas; Nanotecnologia; Indústria agroalimentar; Células 

Caco-2; Citotoxicidade  
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Abstract 

Nanotechnology has become one of the most promising technologies to revolutionize 

the agrifood industry. This type of technology can be applied in agricultural production, food 

processing, food additives and supplements and food packaging. Currently, different 

nanomaterials (NMs) are used in several applications, and it is expected that in the coming 

years the number of nanotechnological applications will increase which, consequently, will 

lead to an increase in human and environmental exposure to NMs. 

In a first part, this dissertation presents a bibliographic review on the application of NMs 

in the agrifood industry, with the objective of providing a basic understanding of the main 

current and future applications of nanotechnology in the agrifood industry, as well as 

identifying the potential risks associated with the use of NMs. Despite the benefits of 

nanotechnology in this sector, there are emerging concerns arising from the physical-

chemical properties of NMs. Therefore, the toxicological foundations and concerns about 

the safety of NMs are also briefly addressed. From this bibliographic review, the advantages 

of nanotechnology in the agrifood industries are evident, as it offers a multitude of 

opportunities and is an innovative alternative. However, it is essential to clarify all the 

uncertainties associated with the use of NMs, to guarantee complete safety, for human 

beings and for the environment. 

In a second part, this dissertation presents an evaluation of the cytotoxicity of NMs with 

application in the agrifood industry. With this objective, six different types of metallic 

nanoparticles (NPs) were synthesized and characterized: gold NPs (AuNPs) spheres 

different sizes (12, 40 and 60 nm) coated with citrate, AuNPs stars of 60 nm coated with 

11-mercaptoundecanoic acid (MUA), silver NPs (AgNPs) stars of 200 nm coated with citrate 

and selenium NPs (SeNPs) spheres of 300 nm coated with glucose. The cytotoxicity of 

these NPs was evaluated in the Caco-2 cell line, using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-

diphenyltetrazolium (MTT) bromide reduction and the incorporation of neutral red (NR) 

assays. The results obtained indicated that the tested NPs did not cause cytotoxicity in 

Caco-2 cells, under the conditions in which these tests were carried out. However, to prove 

the biocompatibility of these NPs, further studies are needed. The comparative analysis 

between these results and results existing in the literature was made difficult due to the 

variation of several experimental conditions and the simultaneous variation of different 

physical-chemical properties (ex: size, shape and coating). Therefore, the standardization 

of the methodology for the evaluation of cytotoxicity and the physical-chemical 

characterization of NPs, although adapted for each type of NP in the study, will allow to 
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establish reliable toxicological tests, obtain more trustworthy results and enable 

comparisons between different date. 

 

 

Keywords: Nanoparticles; Nanotechnology; Agrifood industry; Caco-2 cells; Cytotoxicity 
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1.1. Preâmbulo  

Esta dissertação foi realizada no âmbito do Mestrado em Toxicologia Analítica Clínica 

e Forense, da Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto. O tema foi escolhido, 

por ser atual, na sequência da recente revolução nanotecnológica na indústria 

agroalimentar. Nos últimos anos, o número de aplicações com nanopartículas (NPs) tem 

aumentado exponencialmente. Entre as NPs mais utilizadas nesta área destacam-se as 

NPs de ouro (AuNPs), prata (AgNPs) e selénio (SeNPs). Contudo, o impacto destas 

NPs na saúde humana e no meio ambiente ainda não está totalmente esclarecido. 

Tendo isto em conta, inicialmente, o objetivo deste trabalho era contribuir para o 

esclarecimento da importância das diferentes condições experimentais na 

citotoxicidade, captação e translocação celular de seis tipos de NPs metálicas 

diferentes. Mais concretamente, seria feito um estudo da influência do tamanho, do 

revestimento, da forma, do tipo de NP e da composição do meio das células [com e sem 

soro fetal bovino (FBS)] na citotoxicidade e na capacidade de internalização nas células 

Caco-2. Contudo, no dia 11 de Março de 2020 a Organização Mundial de saúde (OMS) 

declarou pandemia de coronavírus Covid-19, pelo que, o trabalho experimental foi 

interrompido após a síntese e caracterização inicial da citotoxicidade das NPs em 

estudo. Assim, os objetivos inicialmente estabelecidos foram impossíveis de concretizar 

até à data de entrega desta dissertação. Em alternativa aos objetivos iniciais, foi feita 

uma extensa pesquisa bibliográfica das aplicações dos nanomateriais (NMs) na 

indústria agroalimentar, com especial foco na avaliação da sua segurança, para orientar 

futuras investigações e desenhos experimentais nesta área.  

 

1.2. Introdução  

O interesse e a utilização de NPs na indústria agroalimentar tem aumentado 

exponencialmente nos últimos anos. O rápido desenvolvimento da nanotecnologia tem 

permitido, através do desenvolvimento de novos NMs, melhorar a qualidade e a 

segurança dos alimentos, o crescimento das culturas e a monitorização das condições 

ambientais nos campos agrícolas (Aigbogun et al., 2017; He et al., 2019; Peters et al., 

2016; Rainieri et al., 2018). Em termos de segurança, a avaliação do potencial risco dos 

NMs na saúde humana e no meio ambiente é um assunto de extrema preocupação. 

Atualmente, ainda existe pouco conhecimento sobre a toxicidade dos NMs nas células 

e nos órgãos, bem como os seus efeitos crónicos no organismo humano. A migração 

dos NMs para os alimentos, a degradação ou destino ambiental dos NMs, a 

bioacumulação dos NMs e o seu impacto nos ecossistemas, são questões que também 
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necessitam de ser resolvidas (Elsaesser and Howard, 2012; He et al., 2019; Martirosyan 

and Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018). O perfil de toxicidade dos NMs é bastante 

complexo e, portanto, as propriedades físico-químicas e os efeitos dos NMs devem ser 

estabelecidos caso a caso (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016; Singh et al., 2017).  

Nesta dissertação, são abordados os principais tipos de NMs utilizados e as 

aplicações nanotecnológicas atuais e futuras são brevemente revistas. Além disso, são 

abordadas as principais fontes de contaminação dos alimentos e do meio ambiente, 

bem como algumas das questões fundamentais sobre a avaliação da segurança dos 

NMs destinados à indústria agroalimentar. A biocinética e os mecanismos de toxicidade 

dos NMs também são abordados. São ainda descritos alguns estudos in vitro e in vivo 

realizados com diferentes NMs (AuNPs, AgNPs e SeNPs). Por fim, são apresentados 

alguns dos resultados de citotoxicidade obtidos com estas NPs e é feita uma breve 

discussão dos mesmos. 

 

1.3. Objetivos gerais 

Um dos objetivos desta dissertação passou pela realização de uma revisão 

bibliográfica para se obter uma visão mais abrangente das principais aplicações atuais 

e futuras da nanotecnologia na indústria agroalimentar. O segundo objetivo consistiu em 

identificar os potenciais riscos dos NMs associados à sua funcionalidade e 

aplicabilidade, por forma a se obterem mais orientações sobre a segurança deste tipo 

de materiais na indústria agroalimentar, isto é, perceber quais as características 

intrínsecas dos NMs que afetam o seu perfil toxicológico. 

Outro dos objetivos desta dissertação foi a avaliação da citotoxicidade in vitro de seis 

tipos de NPs metálicas: AuNPs esféricas revestidas com citrato, de tamanhos diferentes 

(12, 40 e 60 nm), AuNPs estreladas de 60 nm revestidas com ácido 11-

mercaptoundecanóico (MUA), AgNPs estreladas de 200 nm revestidas com citrato e 

SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose. Para atingir esse objetivo foi 

determinada a viabilidade celular das células Caco-2 pelo método de redução do 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) e pelo método de 

incorporação do vermelho neutro (NR). Desta forma, pretendeu-se obter mais 

informações sobre a potencial biocompatibilidade destas NPs, através da determinação 

da toxicidade das mesmas para o modelo celular em estudo. 
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2.1. Nanotecnologia e nanomateriais 

A nanotecnologia é uma ciência multidisciplinar que surgiu no século XX, contudo, 

só suscitou maior interesse e passou a ser explorada pelo Homem, no início do século 

XXI (Hulla et al., 2015). O termo nanotecnologia não tem uma definição única, porém 

pode ser entendida como a manipulação, modelação ou fabrico de materiais na 

subescala dos 100 nm. Isto é, o princípio básico é a criação e utilização de NMs (1 a 

100 nm) com novas propriedades a partir de átomos ou moléculas com determinadas 

dimensões. Contudo, este intervalo de valores não é absoluto e, portanto, surgem NMs 

com maiores dimensões (10  a 1000 nm) (Kreuter, 2007). As vantagens que esta 

tecnologia oferece surgem das propriedades funcionais únicas dos NMs, em relação 

aos materiais de macroescala, apresentando uma relação superfície/ volume elevada, 

combinada com a forma e com outras propriedades físico-químicas novas como, 

solubilidade, cor, termodinâmica, entre outras (Bajpai et al., 2018; Donaldson et al., 

2004; Peters et al., 2014; Singh et al., 2017). 

A revolução na nanotecnologia tem oferecido uma ampla gama de oportunidades, 

bem como o desenvolvimento de materiais para aplicações inovadoras em medicina e 

em diversas indústrias, nomeadamente eletrónica, biotecnologia, farmacêutica e 

agroalimentar. Tanto os países desenvolvidos como os países em desenvolvimento 

estão interessados em investir mais nesta tecnologia e, portanto, espera-se que a 

utilização e a produção de NMs cresça exponencialmente nos próximos anos. Porém, 

como se trata de uma tecnologia em evolução os potenciais benefícios são salientados, 

enquanto que o conhecimento dos efeitos desses materiais sobre a saúde humana e o 

ambiente são bastante limitados. Assim, perante o aumento da produção e uso de NMs 

nas mais diversas áreas, e consequente exposição humana e ambiental, as 

preocupações sobre a segurança da sua utilização tendem a aumentar (Aueviriyavit et 

al., 2014; Joye et al., 2019; Nile et al., 2020; Peters et al., 2014; Thiruvengadam et al., 

2018). 

 

2.2. Nanotecnologia na indústria agroalimentar 

Atualmente, existe uma maior preocupação por parte dos consumidores 

relativamente à qualidade dos alimentos e aos seus benefícios para a saúde. 

Consequentemente, o número de estudos para encontrar a melhor forma de aperfeiçoar 

os alimentos tem aumentado. A indústria alimentar exige tecnologias que melhorem o 

valor nutricional dos alimentos, prolonguem a sua frescura e garantam a segurança 
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alimentar. Tendo isto em conta, e considerando que a nanotecnologia é uma área 

emergente, esta tem sido apontada como uma das soluções com maior potencial para 

atingir estes objetivos. Aliás, o setor agroalimentar é um dos que mais tem crescido e 

atraído novos investimentos para o estudo e utilização de NMs (Aigbogun et al., 2017; 

Bajpai et al., 2018; Handford et al., 2014; Peters et al., 2016; Shafiq et al., 2020). 

A nanotecnologia tem permitido desenvolver diversas aplicações que, em alguns 

casos, já estão a ser utilizadas nos diferentes estágios do setor agroalimentar (Figura 

1), desde a produção agrícola, processamento dos alimentos, aditivos e suplementos 

alimentares até às embalagens (Aueviriyavit et al., 2014; Nile et al., 2020; Peters et al., 

2016; Thiruvengadam et al., 2018).  

 

 

Figura 1| Diferentes estágios da cadeia de produção de alimentos. 

 

2.3. Aplicações atuais e futuras da 

nanotecnologia na indústria agroalimentar  

Como representado na Figura 2, os NMs têm uma aplicação extensiva na produção 

agrícola. A pesquisa e o desenvolvimento em nanotecnologia permitem melhorar a 

proteção das culturas e o controlo das pragas através de formulações de pesticidas 

baseados em NMs. Além disso, pode permitir um aumento da produção e qualidade das 

culturas, melhorando a eficácia dos agroquímicos como fertilizantes, hormonas ou 

reguladores de crescimento (Amenta et al., 2015; Gogos et al., 2012; Iavicoli et al., 2017; 

Kah and Hofmann, 2014). Outras aplicações agrícolas incluem, por exemplo, 

nanosensores para monitorização das condições do solo, gestão de resíduos agrícolas 

e limpeza das águas e dos solos (Amenta et al., 2015; Handford et al., 2014; Peters et 

al., 2016; Thiruvengadam et al., 2018). 

No processamento dos alimentos, a nanotecnologia pode ser aplicada nas máquinas 

de produção de alimentos, nomeadamente no revestimento dos aparelhos ou no uso de 

nanocrivos que filtram, por exemplo, bactérias (Bouwmeester et al., 2009). Contudo, na 

produção de alimentos, a principal aplicação da nanotecnologia ocorre ao nível dos 

aditivos e suplementos alimentares. Os aditivos permitem melhorar a estabilidade dos 

alimentos durante o processamento e o armazenamento (conservantes e preservantes) 
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e melhorar algumas propriedades (ex: cor, textura, sabor, aroma); por outro lado, os 

suplementos destinam-se a aumentar a quantidade de nutrientes nos alimentos (ex: 

vitaminas, minerais e fibras) (He et al., 2019; Joye et al., 2019; Nile et al., 2020; Peters 

et al., 2016).  

Por forma a garantir uma produção económica e segura de produtos animais, os 

alimentos para os animais de consumo humano desempenham um papel muito 

importante na indústria agroalimentar por isso, alguns NMs estão a ser desenvolvidos 

como aditivos para alimentos de animais. Nesta área, os NMs também estão a ser 

testados quanto à sua eficácia em substituir antibióticos, adsorvendo bactérias e toxinas 

no trato gastrointestinal (TGI) dos animais (Fondevila et al., 2009; Pineda et al., 2012; 

Pineda et al., 2012; Shi et al., 2006), e em melhorar a digestão dos alimentos, uma vez 

que a redução do tamanho dos materiais para a nanoescala, pode aumentar a absorção 

dos nutrientes e, consequentemente, melhorar muito a digestão dos alimentos nos 

animais (Sarkar et al., 2015; Xun et al., 2012). 

Relativamente às embalagens de alimentos, um bom material de embalagem deve 

ser capaz de resistir a mudanças ambientais (ex: temperatura e humidade), à 

deterioração de produtos e evitar a contaminação por microorganismos, por forma a 

originar embalagens seguras, prolongar o tempo de conservação e manter os produtos 

frescos durante a produção, o transporte e o armazenamento (Bajpai et al., 2018; Peters 

et al., 2016; Singh et al., 2017). São várias as inovações na aplicação de NMs em 

embalagens para alimentos, contudo, as que surgem em maior ascensão são as 

embalagens ecológicas, ativas e inteligentes. As embalagens ativas foram 

desenvolvidas de forma a incorporarem NMs que libertam ou absorvem substâncias nos 

alimentos embalados ou no ambiente envolvente, enquanto as embalagens inteligentes 

podem ser definidas como aquelas que monitorizam as condições das embalagens ou 

do ambiente que rodeia os alimentos (ex: temperatura) (Aigbogun et al., 2017; Shafiq et 

al., 2020; Silvestre et al., 2011).   
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Figura 2| Potenciais aplicações da nanotecnologia na indústria agroalimentar.  



9 
 

Atualmente, as principais finalidades das embalagens ativas estão relacionadas com 

as propriedades antimicrobianas, inibindo ou retardando o crescimento microbiano que 

se pode desenvolver nos alimentos. Contudo, existem outras potenciais aplicações que 

estão a ser desenvolvidas, nomeadamente a incorporação de NMs capazes de remover 

oxigénio e etileno (Shafiq et al., 2020; Silvestre et al., 2011; Vermeiren et al., 2002). 

Neste tipo de embalagens, o agente antimicrobiano incorporado nas embalagens pode 

funcionar em contacto direto (antimicrobianos que não migram) ou pode ser libertado 

lentamente (antimicrobianos que migram) (Peters et al., 2016; Silvestre et al., 2011; 

Singh et al., 2017; Vermeiren et al., 2002).  

As embalagens inteligentes resultam da incorporação de nanodispositivos (ex: 

nanossensores) na matriz polimérica das embalagens de alimentos. A incorporação 

destes nanodispositivos permite a monitorização das condições dos produtos. Os 

nanosensores têm a capacidade de responder à degradação dos alimentos, à 

contaminação microbiana, bem como às mudanças de temperatura, humidade e níveis 

de oxigénio, fornecendo em tempo real informações sobre o estado dos alimentos, por 

forma a garantir a segurança dos mesmos desde os produtores até aos consumidores 

(Duncan, 2011; Kuswandi et al., 2011; Singh et al., 2017). Alguns nanossensores podem 

servir como indicadores de alterações de pH, oxigénio, gases. Além disso, podem 

indicar a formação de metabolitos devido ao crescimento de microorganismos, 

principalmente por desencadear uma mudança de cor (Duncan, 2011; Joye et al., 2019; 

Peters et al., 2016; Shafiq et al., 2020; Silvestre et al., 2011). Nesta dissertação, mais 

adiante no texto, serão mencionados alguns exemplos em concreto da aplicação de 

NMs na indústria agroalimentar.  

 

2.4. Tipos de nanomateriais  

Atualmente, uma grande diversidade de NMs são utilizados no setor agroalimentar, 

podendo ser classificados em três grandes categorias: orgânicos, inorgânicos e 

combinados (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016). 

 

2.4.1. Nanomateriais orgânicos  

Nanoestruturas orgânicas, como proteínas, lípidos e polissacarídeos surgem de 

forma natural nos alimentos e, regra geral, auto organizam-se em estruturas de ordem 
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superior. Assim sendo, os NMs orgânicos podem ser distinguidos em três tipos (Peters 

et al., 2014; Peters et al., 2016; Sanguansri and Augustin, 2006):  

1- NMs baseados em lípidos: incluem micelas e lipossomas. São os NMs 

orgânicos mais utilizados, uma vez que podem ser produzidos numa escala 

industrial, utilizando compostos naturais e têm diferentes solubilidades (superfície 

hidrofílica ou lipofílica), podendo ser ajustada consoante a aplicação que for 

pretendida.  

2- NMs baseados em proteínas: normalmente as estruturas são 

desenvolvidas a partir de moléculas capazes de se juntarem, usando uma 

abordagem “bottom-up”. Esta junção depende do equilíbrio das forças de atração 

e repulsão entre um par de moléculas para formar estruturas supramoleculares 

mais funcionais. Sua estrutura final depende do equilíbrio das forças 

intramoleculares e intermoleculares dentro e entre os componentes do sistema, 

que são ditadas pela forma como as intervenções químicas, físicas e de 

processamento são aplicadas. Por exemplo, as proteínas do soro do leite 

conseguem formar partículas com cerca de 40 nm. Outro exemplo, são as 

estruturas semelhantes a micelas. Cerca de 95 % das caseínas são micelas que 

naturalmente se juntam com cerca de 50-500 nm. 

3- NMs baseados em polissacarídeos: o quitosano e o amido são os NMs 

deste tipo mais utilizados. Os polissacarídeos ocorrem naturalmente em animais 

(ex: quitosano), plantas (ex: amido), algas (ex: alginato) e microorganismos (ex: 

dextrano).   

Os NMs orgânicos são usualmente desenvolvidos como nanocápsulas, a partir dos 

mesmos materiais (lípidos, proteínas e polissacarídeos) que, geralmente, são 

considerados seguros. As nanocápsulas têm na sua constituição um núcleo, que contém 

o princípio ativo, e uma cápsula orgânica que o protege das reações físico-químicas 

indesejáveis. Além desta proteção contra a degradação, as nanocápsulas aumentam a 

estabilidade, a entrega e a biodisponibilidade do princípio ativo (Peters et al., 2011; 

Peters et al., 2014; Peters et al., 2016). Nesta classe de NMs, os dois tipos de estruturas 

mais comuns, são as micelas e os lipossomas (Figura 3). As micelas apresentam uma 

única camada, enquanto os lipossomas apresentam uma barreira de dupla camada, que 

permite que a polaridade seja a mesma dentro e fora da esfera. Quando ocorre alguma 

alteração físico-química, a nanopartícula (NP) é perturbada e o princípio ativo é 

libertado. Desta forma, vários princípios ativos como vitaminas, conservantes, 

antioxidantes, pesticidas, etc. podem ser encapsulados nestes NMs orgânicos e podem 

ser aplicados numa série de produtos, sendo sobretudo utilizados em agroquímicos e 
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em aditivos e suplementos alimentares (Peters et al., 2011; Peters et al., 2014; Peters 

et al., 2016). Por exemplo, uma empresa na Alemanha (AquaNova, 2019) utiliza as 

micelas para melhorar a solubilidade de princípios bioativos como vitaminas A, C, D, E 

e K, coenzima Q10, isoflavonas, etc. (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016). Alguns 

NMs orgânicos também podem ser utilizados para o desenvolvimento de embalagens 

de alimentos. Por exemplo, o quitosano (Dutta et al., 2009) tem grande potencial de 

aplicação em embalagens ativas de alimentos, uma vez que confere propriedades 

antimicrobianas. Além disso, é uma opção promissora devido à sua biodegradabilidade, 

biocompatibilidade e aparente ausência de toxicidade (Peters et al., 2014; Peters et al., 

2016). No entanto, são necessários mais estudos a esse respeito. 

 

 

Figura 3| Constituição das nanocápsulas. O princípio ativo encontra-se dentro da 

esfera da NP. (A) Micela com sistema de única camada (B) Lipossoma com sistema de 

dupla camada. Os tamanhos de micelas e lipossomas estão geralmente nas faixas de 

10-100 nm e 100-300 nm, respetivamente. 

 

2.4.2. Nanomateriais inorgânicos 

A categoria de NMs inorgânicos inclui metais (ex: ouro, prata e selénio), sais, óxidos 

metálicos (ex: dióxido de titânio e sílica/ dióxido de silício), argila, “quantum dots” (QDs) 

constituídos por selénio e outros elementos dos grupos II a VI da tabela periódica e 

materiais à base de carbono, tais como nanotubos de carbono (NTCs) e fulerenos. Estes 

NMs podem ser utilizados em várias aplicações no setor agroalimentar, nomeadamente 

no processamento de produtos e em aditivos e suplementos alimentares. No entanto, 
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as embalagens de alimentos são a principal aplicação dos NMs inorgânicos 

incorporados em matrizes poliméricas, pois apresentam ótimas propriedades de barreira 

contra gases e humidade, conferem maior conservação e apresentam excelente 

atividade antimicrobiana (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016). Alguns exemplos da 

aplicação de NMs inorgânicos na indústria agroalimentar serão mencionados mais 

adiante nesta dissertação.  

 

2.4.3. Nanomateriais combinados 

Os NMs combinados orgânicos/ inorgânicos, também denominados NMs de 

superfície modificada, são nanoestruturas inorgânicas funcionalizadas com um 

revestimento orgânico, por forma a melhorar a sua dispersão em matrizes poliméricas, 

dando origem a nanocompósitos. Os nanocompósitos são considerados uma família de 

materiais nanoestruturados onde um determinado NM é disperso numa matriz 

polimérica. As nanoargilas são os NMs combinados mais utilizados, contudo metais, 

óxidos metálicos, NTCs, celulose e resinas também podem ser adicionados às matrizes 

poliméricas. Este tipo de NMs são muito utilizados no revestimento de embalagens de 

alimentos, pois conferem maior conservação, maior resistência mecânica e uma barreira 

mais eficaz contra gases e humidade  (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016).  

 

2.5. Nanomateriais mais utilizados na indústria 

agroalimentar 

Num inventário sobre as aplicações dos NMs já comercializados e em 

desenvolvimento no setor agroalimentar, realizado por Peters et al., 2014, foi possível 

apurar que a maioria das aplicações estão associadas à alimentação (88 %), sobretudo 

a aditivos/ suplementos e a materiais de contacto com os alimentos. Em contrapartida, 

apenas uma pequena percentagem diz respeito às aplicações relacionadas com a 

agricultura (9 %) e com as rações para animais (3 %). Nesse inventário, foram 

identificados 55 tipos de NMs, sendo os inorgânicos (67 %) os mais utilizados neste 

setor: os metais são os mais comuns, seguidos pelos óxidos metálicos. As 

nanocápsulas também aparecem em grande número (26 %), por outro lado os 

nanocompósitos (7 %) são menos mencionados (Figura 4) (Laux et al., 2018; Peters et 

al., 2016, 2014). 
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Figura 4| Representação geral dos diferentes NMs registados em 633 registos do 

inventário dos NMs (adaptado de Peters et al., 2014). 

 

Dado que os NMs inorgânicos, principalmente os metais, são os mais utilizados na 

indústria agroalimentar, segue-se uma descrição mais pormenorizada de três NPs 

metálicas, a saber: AuNPs, AgNPs e SeNPs. 

 

2.5.1. Nanopartículas de ouro 

As AuNPs apresentam propriedades únicas, pelo que podem ser aplicadas nas mais 

diversas áreas, nomeadamente na medicina (ex: diagnóstico, terapêutica, bioimagem) 

e na indústria agroalimentar (Alex and Tiwari, 2015; Guo et al., 2017). 

A deteção de contaminantes alimentares é essencial para garantir a qualidade e a 

segurança dos alimentos, incluindo a água de consumo. Até ao momento, foram 

desenvolvidos diversos métodos analíticos com eficácia, sensibilidade, especificidade e 

custo diferentes. Métodos como cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), 

cromatografia gasosa (GC) e cromatografia de camada fina (TLC) já estão a ser 

utilizados, além disso podem ser acoplados a diferentes métodos de deteção, como por 
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exemplo a cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS).  

Contudo, são técnicas complexas que demoram bastante tempo e que requerem 

pessoas altamente qualificadas, pré-tratamento das amostras e equipamentos caros. 

Assim, o desenvolvimento de métodos para avaliar a qualidade e a segurança alimentar 

de forma sensível, confiável, barata e rápida é um dos objetivos da nanotecnologia na 

indústria agroalimentar (Afonso et al., 2013; Bala et al., 2016; Liu et al., 2018b; Verdoodt 

et al., 2017). Nos últimos anos, o desenvolvimento de nanosensores tem atraído maior 

atenção. Os nanosensores permitem uma deteção instantânea de contaminantes que 

não necessita de esperar pelos resultados laboratoriais para atuar, o que é uma 

vantagem do ponto de vista da segurança alimentar. Além da monitorização em tempo 

real, os nanosensores possuem uma série de outras vantagens, como por exemplo alta 

sensibilidade, operação fácil, equipamentos simples e de baixo custo (Afonso et al., 

2013; Liu et al., 2018b; Verdoodt et al., 2017). Graças às propriedades óticas únicas dos 

NMs, vários grupos de investigação desenvolveram nanossensores com diversas 

aplicações. Entre os diversos NMs, as AuNPs suscitaram maior interesse em 

consequência da alta relação superfície-volume, seletividade, sensibilidade e por serem 

facilmente funcionalizadas. Estas NPs podem ser utilizadas em diversas metodologias 

de deteção, as mais utilizadas atualmente são métodos colorimétricos, fluorescentes e 

eletroquímicos. As AuNPs têm sido utilizadas principalmente no campo da segurança 

alimentar para deteção rápida de contaminantes químicos ou biológicos (Figura 5) (Alex 

and Tiwari, 2015; Chen et al., 2018; Liu et al., 2018b; Shafiq et al., 2020). Por exemplo, 

as AuNPs podem ser utilizadas como nanosensores para detetar a presença de 

melamina nos alimentos. A melamina é um aditivo proibido utilizado para aumentar o 

teor em proteína em vários alimentos, sendo principalmente adicionado aos produtos 

lácteos. Além disso, a contaminação por melamina também pode surgir por outras 

fontes, nomeadamente da migração deste composto químico de recipientes (que 

contenha melamina) para os alimentos e bebidas e, portanto, diversos animais e 

humanos consomem alimentos contaminados o que pode levar à formação de cálculos 

renais ou até mesmo à morte, pelo que é necessário métodos fiáveis para evitar a 

exposição humana à melanina (Lu et al., 2017; Su et al., 2011). 

Os nanosensores baseados em AuNPs podem monitorizar as condições da produção 

agrícola in situ e em tempo real, como por exemplo a presença de pragas, resíduos de 

medicamentos veterinários, pesticidas, contaminações por metais pesados das 

máquinas agrícolas, bem como o crescimento dos alimentos e as condições ambientais 

no campo (Lin et al., 2011; Liu et al., 2018b). Esta tecnologia, juntamente com o uso 

adequado de nanopesticidas, nanofertilizantes etc. permite a produção em massa de 
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alimentos, bem como a diminuição das potenciais perdas de alimentos e a melhoraria 

da qualidade dos mesmos (He et al., 2019). Os nanosensores baseados em AuNPs 

também podem ser utilizados para avaliar a qualidade da água, detetar a presença de 

aditivos proibidos, monitorar a integridade das embalagens de alimentos, avaliar a 

frescura dos alimentos e a presença de toxinas ou de microorganismos patogénicos 

gerados pelo armazenamento de longa data (Liu et al., 2018b; Shafiq et al., 2020). Por 

exemplo, Verdoodt et al., 2017 (Tabela 1) demonstraram que as AuNPs podem ser 

utilizadas como nanosensores para detetar a presença de microrganismos nos 

alimentos. Os autores desenvolveram um método colorimétrico simples e barato para a 

deteção de bactérias Gram-positivas. A deteção é baseada no reconhecimento 

anticorpo-antigenio, as AuNPs são conjugadas com o anticorpo (bactérias monoclonais 

anti-Gram-positivas) e, portanto, têm capacidade de reconhecer bactérias Gram-

positivas, resultando numa mudança de cor das AuNPs após a agregação. Este método 

foi aplicado com sucesso na deteção rápida (tempo de resposta: 1 min) de duas 

bactérias Gram-positivas (Lactobacillus spp. e Staphylococcus aureus) em amostras de 

cana-de-açúcar e obteve valores concordantes com os valores obtidos por outros 

métodos de referência. Mais exemplos de nanosensores baseados em AuNPs com 

aplicação na indústria agroalimentar por forma a garantir a qualidade e a segurança 

alimentar são apresentados na Tabela 1.  

 

 

Figura 5| Representação geral do uso de AuNPs como nanosensores na indústria 

agroalimentar. 
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Embora com menor relevância, as AuNPs também têm sido exploradas como 

pesticidas (Al-Samarrai, 2012) e quanto à suas capacidades em melhorar o rendimento 

das culturas (Parveen et al., 2016). Além disso, devido às suas características 

antimicrobianas as AuNPs também podem ser utilizadas em embalagens de alimentos 

e em filtros de água (Nile et al., 2020; Peters et al., 2016; Silvestre et al., 2011). 

Curiosamente, o uso combinado de AgNPs com AuNPs tem suscitado um grande 

interesse, uma vez que esta combinação produz um efeito sinérgico contra alguns 

microorganismos ou na deteção de contaminantes alimentares (Hussain et al., 2020). 
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Tabela 1| Alguns exemplos de nanosensores de AuNPs aplicados na indústria agroalimentar.  

Referência 
Tipo de contaminante 

alimentar 
Analito Detetado Amostra Método de deteção Limite de deteção Tempo de resposta 

(Xiulan et al., 2005) Toxinas Aflatoxina B1 - Ensaio imunocromatográfico  2,5 ng/ mL 10 min 

(Luan et al., 2015) Toxinas Ocratoxina A 
Licor chinês 

(Maotai) 

Método colorimétrico (Label-

Free Aptamer) 
0,009 ng/ mL 30 min 

(Verdoodt et al., 2017) Microorganismos 

Lactobacillus spp. e 

Staphylococcus 

aureus 

Cana-de-açúcar Método colorimétrico 

105 cfu/ mL para 

Lactobacillus spp. e 

120 cfu/ mL para S. 

aureus 

1 min 

(Afonso et al., 2013) Microorganismos Salmonella enterica Leite 

Deteção eletroquímica 

(Voltametria de pulso 

diferencial) 

143 células/ mL de 

Salmonella 
1 h 30 min 

(Hahn et al., 2017) Microorganismos Salmonella Tomates 
Imunoensaio baseado em 

Switchable-Linker  
10 cfu/ g  45 min 

(Jin et al., 2016) Metais pesados Ião mercúrio (Hg2+) 
Água ambiental 

e leite em pó 
Método colorimétrico  6,0 nM - 
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Tabela 1| Continuação.  

Referência 
Tipo de contaminante 

alimentar 
Analito Detetado Amostra Método de deteção Limite de deteção 

Tempo de 

resposta 

(Anwar et al., 2018) Metais pesados Ião paládio (Pd2+) 
Água potável e 

plasma humano 
Método colorimétrico  4,23 µM  - 

(Song et al., 2012) 
Medicamentos 

veterinários 
Ampicilina Leite  

Método duplo  

fluorescente-colorimétrico 

2 ng/ mL por 

fluorescência e 10 

ng/ mL por 

colorimetria 

- 

(Liu et al., 2018a) Pesticidas Triadimenol 
Água potável e água 

de irrigação agrícola 
Método fluorescente  0,182 µM 20 min 

(Bala et al., 2016) Pesticidas Malatião 
Água potável e 

maçãs 
Método colorimétrico 0,06 pM - 

(Su et al., 2011) Aditivos proibidos Melamina Leite Método colorimétrico 8 nM 30 min 
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2.5.2. Nanopartículas de prata 

Como já referido, um dos grandes objetivos da nanotecnologia na indústria 

agroalimentar é o aumento do prazo de validade dos alimentos e a redução do risco de 

doenças transmitidas pela ingestão de alimentos. Assim a utilização de materiais com 

agentes antimicrobianos eficazes, constitui uma ótima abordagem neste sentido. As 

AgNPs são NPs com propriedades antimicrobianas reconhecidas e são facilmente 

incorporadas em vários tipos de materiais (ex: plásticos e têxteis), pelo que podem ser 

utilizadas em diferentes aplicações na indústria agroalimentar (Figura 6), principalmente 

no processamento (preservação) e nas embalagens (segurança) de alimentos para 

controlo de crescimento de agentes patogénicos (Bumbudsanpharoke and Ko, 2015; 

Morais et al., 2019; Silvestre et al., 2011; Simbine et al., 2019; Zorraquín-Peña et al., 

2020). Como anteriormente referido, as embalagens de alimentos nanotecnológicas 

podem ser divididas em três classes: ativas, ecológicas e inteligentes. Contudo, a 

combinação de diferentes tipos de embalagens, como por exemplo embalagens ativas 

e ecológicas, também é possível. Nas embalagens ativas, as AgNPs podem ser 

incorporadas na matriz polimérica das embalagens, que pode ser uma película não 

degradável (ex: polietileno e álcool vinílico de etileno) ou uma película biodegradável 

feita por um polímero ou por um agente estabilizador (embalagem ecológica) (Zorraquín-

Peña et al., 2020). Yu et al., 2019 desenvolveram um novo nanocompósito constituído 

por AgNPs e nanofibrilas de celulose e avaliaram a sua eficácia e citotoxicidade. Os 

resultados obtidos demonstraram que este novo nanocompósito exibiu efeito inibitório 

contra bactérias de origem alimentar: Escherichia coli e Listeria monocytogenes. 

Relativamente à citotoxicidade, o nanocompósito em estudo, não reduziu 

significativamente a viabilidade das células epiteliais do colon humano normais (FHC) e 

cancerígenas (Caco-2). Portanto, os autores concluíram que o nanocompósito 

constituído por AgNPs e nanofibrilas de celulose é um bom material antimicrobiano e 

pode ser uma boa opção para embalagens de alimentos.  

As AgNPs também podem ser utilizadas em diversos tipos de nanosensores, 

nomeadamente em embalagens inteligentes de alimentos para deteção de agentes 

patogénicos (Zorraquín-Peña et al., 2020), bem como para monitorizar os cultivos e as 

condições da produção agrícola in situ e em tempo real, particularmente a presença de 

pragas e o crescimento dos alimentos (Hosnedlova et al., 2019; Jokar et al., 2016; Lv et 

al., 2018). Por exemplo, Abbaspour et al., 2015 desenvolveram um nanosensor baseado 

em AgNPs conjugadas com aptâmeros para deteção eletroquímica seletiva com base 

num aptâmero duplo de Staphylococcus aureus. Para avaliar as possíveis interferências 

com outras bactérias e a aplicabilidade deste novo nanosensor, os autores 
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quantificaram S. aureus em amostras reais de água. Os resultados demonstraram que 

este método apresenta vantagens em relação aos métodos convencionais, sendo 

bastante mais simples, rápido, barato e com bom limite de deteção. Além disso, a 

elevada sensibilidade deste nanosensor para S. aureus deve-se ao uso de dois 

aptâmeros específicos para esta bactéria alvo, pelo que, este método abre a 

possibilidade de se usar aptâmeros para detetar bactérias alvo a níveis que não seriam 

possíveis com os métodos tradicionais. Por fim, as AgNPs também podem ser utilizadas 

como aditivos para alimentos e para rações de animais, uma vez que as AgNPs são 

eficazes na redução de microorganismos, permitindo a redução do uso de antibióticos 

na pecuária (Adegbeye et al., 2019; Gherbawy et al., 2013; Zorraquín-Peña et al., 2020). 

Além disso, as AgNPs também podem ser utilizadas no tratamento da água (Dankovich 

and Gray, 2011; Zorraquín-Peña et al., 2020), como por exemplo incorporadas em 

membranas de ultrafiltração (Zodrow et al., 2009). 

 

 

Figura 6| Representação geral do uso de AgNPs na indústria agroalimentar. 

 

Vários estudos realizados com AgNPs para avaliar a sua eficácia na inibição do 

crescimento de diferentes microorganismos de origem alimentar estão resumidos na 

Tabela 2.  Os dados obtidos a partir desses estudos permitem concluir que, de facto, as 

AgNPs representam uma nova geração de antimicrobianos, capazes de destruir 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como, leveduras e fungos. Entre 

outros estudos relevantes apresentados na Tabela 2, destaca-se o de Kanmani and Lim, 

2013 demonstrando o efeito antimicrobiano das AgNPs, sintetizadas utilizando um 



21 
 

exopolissacarídeo bacteriano como agente redutor e estabilizador, contra os mais 

comuns agentes patogénicos de origem alimentar, incluindo Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus spp. e 

Penicillium spp. Pela análise da Tabela 2, é possível concluir também que a 

concentração é um dos fatores mais importantes na utilização de AgNPs como agentes 

antimicrobianos na indústria alimentar. Por exemplo, Losasso et al., 2014 demonstraram 

que as AgNPs exerceram atividade antibacteriana contra as bactérias de origem 

alimentar: Salmonella spp. (Enteritidis, Hadar, Senftenberg) e que essa atividade foi 

dependente da concentração de AgNPs (0, 20, 50, 100, 150 e 200 mg/ L). Da mesma 

forma, Kanmani and Lim, 2013 demonstraram que a inibição do crescimento bacteriano 

foi dependente da concentração das AgNPs. Contudo, apesar do grande potencial 

destas NPs, a sua atividade biocida ainda não é totalmente compreendida e geralmente 

pode estar associada a outros fatores, como por exemplo tamanho, carga superficial, 

forma, método de síntese e, obviamente, das características específicas de cada 

microrganismo.  
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Tabela 2| Estudos sobre o efeito das AgNPs na inibição do crescimento de diferentes microorganismos.  

Referência 

Tamanho 

das AgNPs 

(nm) 

Concentração 

das AgNPs 

Tempo de 

exposição 

Bactérias 

Gram (+) 
Bactérias Gram (-) 

Levedura/ 

Fungo 
Resultados 

(Losasso et 

al., 2014) 
6-20  

0, 20, 50, 

100, 150, 200 mg/ 

L 

30 min, 1, 2, 

4, 24, 48 e 

72 h 

- 

Salmonella spp. 

(Enteritidis, Hadar, 

Senftenberg) 

- 

A inibição do crescimento bacteriano foi dependente da 

concentração de AgNPs. Contudo, a eficácia antimicrobiana 

das AgNPs foi por tempo limitado. 

A maior eficácia das AgNPs foi contra S. Enteritidis, seguida 

pela S. Hadar, as duas bactérias foram inibidas por 48 h. 

Pelo contrário, S. Senftenberg foi a mais resistente (inibida 

apenas durante 4 h na concentração mais alta de AgNPs). 

(Du et al., 

2019) 
47,3 ± 2,6  

0, 10, 20, 30 µg/ 

mL 
24 h 

Listeria 

monocytogenes 

e 

Staphylococcus 

aureus 

Escherichia coli, 

Vibrio 

parahaemolyticu, 

Pseudomonas 

aeruginosa e 

Salmonella 

Typhimurium 

- 

AgNPs mostraram atividades antibacterianas contra todas 

as bactérias de origem alimentar testadas. A atividade 

antibacteriana aumentou de forma dependente da 

concentração. 

(Kanmani 

and Lim, 

2013) 

~ 10  

0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 

2,0 mg/ mL 

 

Bactérias: 24 

h 

Fungos: 48 h 

Listeria 

monocytogenes 

Escherichia coli, 

Pseudomonas 

aeruginosa e 

Klebsiella 

pneumoniae 

Aspergillus spp. 

e 

Penicillium spp. 

A inibição do crescimento bacteriano foi dependente da 

concentração. A bactéria mais suscetível às AgNPs foi a 

bactéria multirresistente P. aeruginosa, seguida pela E. coli 

e pela K. pneumoniae. Por outro lado, a L. monocytogenes 

foi menos suscetível a estas NPs. Relativamente aos 

fungos, ambos foram inibidos de maneira dependente da 

concentração. O fungo Aspergillus spp. foi mais suscetível 

às AgNPs do que o Penicillium spp. 



23 
 

Tabela 2| Continuação. 

Referência 

Tamanho 

das AgNPs 

(nm) 

Concentração 

das AgNPs 

Tempo de 

exposição 
Bactérias Gram (+) Bactérias Gram (-) Levedura/Fungo Resultados 

(Bocate et 

al., 2019) 
90 ± 11  

Variou de 0,26 a 

135 μg/ mL 
48 h - - 

Aspergillus spp. 

(Flavus, Nomius 

e Parasiticus, 

Ochraceus e 

Melleus) 

AgNPs exibiram ação antifúngica. A concentração 

mínima inibitória (CMI) das AgNPs contra Aspergillus 

flavus, nomius e parasiticus foi de 8 μg/ mL. Para 

Aspergillus melleus e ochraceus a CMI foi de 4 μg/ mL. 

(Shao et al., 

2018) 
~ 50  

Variou de 0,181 

a 185,548 g/ mL 
24 h 

Staphylococcus 

aureus 
Escherichia coli - 

AgNPs mostraram forte atividade antibacteriana 

contra S. aureus e E. coli. 

A CMI foi a mesma para as duas bactérias (11,60 mg/ 

mL). A zona de inibição (ZOI) do S. aureus foi de 

(12,58 mm ± 0,22 mm) e a da E. coli foi de (12,75 mm 

± 0,15 mm). 

(Chandhru 

et al., 2019) 

20–30  

 

2,37; 4,75; 9,5 e 

19 µg/ mL 
24 h - 

Escherichia coli e 

Salmonella 

typhimurium 

- 

AgNPs exerceram atividade antibacteriana contra as 

duas bactérias. Contudo, AgNPs foram mais eficazes 

contra a E. coli do que contra a Salmonella. 

A concentração de 4,75 µg/ mL foi suficiente para inibir 

o crescimento das duas bactérias e a concentração de 

9,5 µg/ mL foi suficiente para matar estas bactérias. 

(Belluco et 

al., 2016) 
23  300 ppm 

1, 4, 24, 

48 e 72 h 

Listeria 

monocytogenes 
- - 

AgNPs mostraram eficácia contra L. monocytogenes, 

mas apenas 24 h após a incubação. Esta eficácia está 

ligada à libertação de iões. 
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2.5.3. Nanopartículas de selénio 

O selénio é um oligoelemento essencial na dieta dos seres humanos e dos animais 

para a manutenção da saúde e do crescimento. É um micronutriente que ajuda a 

neutralizar os radicais livres, estimula o sistema imunológico, intervém no 

funcionamento da glândula tiroide e é responsável por regular várias selenoproteínas. 

Nos seres humanos, foram identificadas pelo menos 25 selenoproteínas que 

desempenham funções importantes, nomeadamente a seleno-glutationa peroxidase 

que, associada à vitamina E, desempenha um papel importante nos mecanismos de 

defesa dos seres vivos contra danos oxidativos, catalisando a redução de uma 

variedade de hidroperóxidos (Majeed et al., 2018; Skalickova et al., 2017). A deficiência 

em selénio pode levar a problemas graves em vários órgãos e tecidos, nomeadamente 

doenças cardiovasculares, distúrbios relacionados com os músculos e cancro de 

próstata ou da tiroide (Kieliszek and Błazejak, 2016; Mates et al., 2019). Um dos 

principais problemas da utilização do selénio é a sua margem de segurança estreita 

para os seres vivos, o que limita muito a sua aplicação. Esta questão pode ser resolvida 

com a utilização de SeNPs, uma vez que, na forma nano, o selénio é menos tóxico que 

o selénio numa escala maior (Menon et al., 2018; Sharma et al., 2017), alguns exemplos 

serão mencionados mais adiante no texto (Capítulo 2 secção 2.7.3). As SeNPs possuem 

propriedades mais avançadas em relação ao selénio de maiores dimensões, 

nomeadamente em termos de biocompatibilidade, solubilidade, difusão e 

imunogenicidade (Capítulo 2 secção 2.7.3). Porém, é ainda necessário melhorar a 

utilização das SeNPs por forma a tornar a sua utilização mais segura e eficaz (Majeed 

et al., 2018).   

As SeNPs demonstram propriedades antidiabéticas (Ahmed et al., 2017), 

antioxidantes, anticancerígenas, antibacterianas e antifúngicas (Mates et al., 2019; 

Skalickova et al., 2017; Wadhwani et al., 2016; Zhang et al., 2008). Nos últimos anos, 

estas NPs têm vindo a ganhar importância em várias áreas da nanotecnologia, 

principalmente na nanomedicina (como agente terapêutico) e na nanoindústria 

agroalimentar (como suplemento alimentar) (Hosnedlova et al., 2018; Mates et al., 2019; 

Skalickova et al., 2017; Wadhwani et al., 2016). As principais aplicações das SeNPs, na 

indústria agroalimentar, estão representadas num diagrama esquemático (Figura 7).  
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Figura 7| Representação geral do uso de SeNPs na indústria agroalimentar. Existem 

vários benefícios da aplicação das SeNPs como suplementos alimentares para animais, 

nomeadamente na melhoria do crescimento, reprodução e digestão, bem como na sua 

utilização em alternativa aos antibióticos tradicionais para o tratamento de doenças em 

animais, devido às propriedades antioxidantes e antimicrobianas das SeNPs. Além 

disso, as SeNPs também podem ser utilizadas como suplementos alimentares para 

melhorar a saúde humana, nomeadamente aumentando o valor nutricional dos 

alimentos. A aplicação das SeNPs na indústria agroalimentar oferece ainda vastas 

oportunidades a nível das embalagens de alimentos, evitando a deterioração dos 

alimentos embalados devido às propriedades antimicrobianas destas NPs.  

 

Para evitar ou reduzir a deficiência em selénio, a suplementação com SeNPs oferece 

enormes benefícios à saúde humana e também traz vários benefícios aos animais para 

consumo humano. Até à data, a suplementação nutricional tem sido das principais 

aplicações das SeNPs na indústria agroalimentar. Por exemplo, Xun et al., 2012 (Tabela 

3) demonstraram que a suplementação de SeNPs (4g de SeNPs/ kg de matéria seca da 

dieta) em ovinos (média 43,32 ± 4,8 kg de peso corporal), durante 25 dias, aumentou a 

concentração de ácidos gordos voláteis e diminuiu o pH do rúmen, a concentração de 

azoto amoniacal, a proporção molar de propionato e a proporção de acetato/ propionato. 

Como a fermentação ruminal foi melhorada e a conversão alimentar foi aumentada 

concluíram que a suplementação de SeNPs na dieta de ovinos melhora a atividade 

microbiana ruminal e, portanto, melhora a capacidade de digestão das rações em 

ruminantes.   
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A Tabela 3 apresenta vários efeitos positivos das SeNPs com alto potencial para 

serem utilizadas em diferentes aplicações na indústria agroalimentar. Pela análise desta 

tabela é possível verificar que recentemente, as SeNPs emergiram como uma nova 

classe de agentes antimicrobianos. Por exemplo, Piacenza et al., 2017 demonstraram 

que as SeNPs inibem fortemente diferentes bactérias de origem alimentar. Como já 

referido, o desenvolvimento de embalagens antimicrobianas para prevenir a 

contaminação de alimentos por microorganismos é uma área ativa de pesquisa e, 

portanto, revestir as embalagens com SeNPs por forma a conferir propriedades 

antimicrobianas é uma das abordagens mais promissoras para reduzir as infeções 

humanas resultantes da contaminação dos alimentos (Piacenza et al., 2017; Wang et 

al., 2015a). Os animais, incluindo bovinos, aves e animais aquáticos estão sujeitos a 

infeções causadas por diversos agentes patogénicos o que resulta na diminuição da sua 

produtividade, bem como na quantidade e qualidade dos produtos que produzem (ex: 

leite e ovos). Assim sendo, a capacidade antimicrobiana das SeNPs também pode ser 

uma potencial alternativa aos antibióticos utilizados no tratamento de animais de 

consumo humano, contra as diversas doenças, uma vez que a resistência a múltiplos 

antibióticos é cada vez mais frequente (Sarkar et al., 2015; Zhang et al., 2010). Contudo, 

o efeito antimicrobiano deste tipo de NPs deve ser avaliado para outras bactérias, 

fungos e protozoários que surgem nos alimentos. Além disso, o mecanismo de ação 

antimicrobiana das SeNPs ainda não foi completamente esclarecido. 

Em geral as SeNPs chamam à atenção devido à sua alta biodisponibilidade, 

bioeficácia e menor toxicidade que o selénio na forma convencional (Capítulo 2 secção 

2.7.3) (Majeed et al., 2018; Menon et al., 2018). Contudo, como será abordado mais à 

frente, são necessários alguns cuidados na sua utilização, uma vez que a margem entre 

eficácia e toxicidade do selénio é estreita. Além disso, a segurança das SeNPs para o 

uso em animais e humanos depende de vários fatores, nomeadamente tamanho, forma, 

revestimento e tipo de síntese, tal como extensamente documentado nos estudos que 

mais adiante se descrevem (Majeed et al., 2018; Mates et al., 2019; Piacenza et al., 

2017).  
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Tabela 3| Resumo dos potenciais benefícios das SeNPs na indústria agroalimentar.  

Referência 
Tamanho das 

SeNPs (nm) 
Concentração das SeNPs Modelo Experimental 

Tempo de 

exposição 
Aplicação/ Efeito 

(Xun et al., 2012) - 
4 g de SeNPs/ kg de 

matéria seca da dieta 

Ovinos 

(Dorset, Small Tail Han, 

Tan) 

25 dias 

Suplementação alimentar 

(melhora a digestão da ração 

animal) 

(Li-guang et al., 2010) 60-80  
0,3 mg de SeNPs/ kg de 

peso corporal 

Bodes 

(Boer) 
12 semanas 

Suplementação alimentar 

(melhora a reprodução animal) 

(Shi et al., 2011) 60-80  
0,3 mg de SeNPs/ kg de 

peso corporal 

Bodes pretos 

(Taihang) 
90 dias 

Suplementação alimentar 

(melhora o crescimento animal 

e tem atividade antioxidante) 

(Zhou et al., 2009) 60-80  
0,5 mg de SeNPs/ kg de 

peso corporal 

Peixes 

(Carassius auratus 

gibelio) 

30 dias 

Suplementação alimentar 

(melhora o crescimento animal 

e tem atividade antioxidante) 

(Wang et al., 2015a) 50-100  

69,00 g/ m2 de SeNPs na 

superfície do material 

testado 

Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia 

coli, e Staphylococcus 

epidermidis 

24, 48 e 72 h 
Embalagens de alimentos 

(atividade antimicrobiana) 

(Piacenza et al., 

2017) 
160 e 209  

Variou de 0,0025 a 2,5 mg/ 

mL 

Pseudomonas aeruginosa 

e Staphylococcus aureus 
24 h 

Embalagens de alimentos 

(atividade antimicrobiana) 
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2.6. Avaliação da segurança dos nanomateriais 

para aplicação agroalimentar 

Apesar dos potenciais benefícios e das diferentes aplicações dos NMs na indústria 

agroalimentar, existem preocupações crescentes relacionadas com a segurança e com 

a saúde (Figura 8). 

A nanotoxicologia é a ciência que estuda a toxicidade dos NMs e em que medida a 

sua utilização pode ter efeitos na saúde humana e no meio ambiente. Esta área de 

estudo surgiu depois da revolução da nanotecnologia, após a aplicação industrial de 

alguns NMs (Donaldson et al., 2004). A nanotoxicologia resultou da necessidade de 

acompanhar o rápido crescimento da nanotecnologia e de regular o uso descontrolado 

dos novos NMs, uma vez que a produção industrial e a eliminação inadequada dos 

resíduos podem levar à poluição do ambiente e, consequentemente, aumentar a 

exposição humana. Assim sendo, para se retirar benefícios da nanotecnologia, devem 

ser avaliados os perfis toxicológicos dos NMs (Elsaesser and Howard, 2012; Joye et al., 

2019; Nile et al., 2020; Shafiq et al., 2020).  
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Figura 8| Potenciais benefícios e riscos das aplicações nanotecnológicas na indústria agroalimentar. Existem vários benefícios da aplicação 

da nanotecnologia na indústria agroalimentar, desde métodos de produção agrícola mais eficazes com menor uso de nanoagroquímicos, maior 
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proteção das culturas e redução das perdas agrícolas, até alimentos com sabores e texturas aprimoradas, com prazo de validade alargado e 

com maiores benefícios para a saúde (ex: maior valor nutricional). A nanotecnologia oferece ainda vastas oportunidades a nível das embalagens 

de alimentos, permitindo o aumento da qualidade, da frescura e da segurança dos alimentos. Contudo, existem riscos associados à utilização 

de NMs. Atualmente, existem incertezas quanto ao destino e ao comportamento dos nanoagroquímicos quando libertados no meio ambiente, 

além disso, a potencial migração dos NMs das embalagens para os alimentos também necessita de ser esclarecida. Evidências indicam que a 

exposição a NMs pode causar danos na saúde humana, nomeadamente danos oxidativos e reações inflamatórias no TGI, bem como lesões em 

vários outros órgãos, como fígado, rim e baço e levar ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancro.  
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2.6.1. Prováveis fontes de contaminações 

alimentares e ambientais por nanomateriais  

A aplicação de NMs na indústria agroalimentar pode criar novas fontes, diretas e 

indiretas de exposição humana, podendo-se tornar uma ameaça para a saúde pública. 

As fontes diretas de exposição aos NMs são: os alimentos, a água potável, as bebidas 

e os outros produtos de consumo contendo NMs. Por outro lado, as fontes indiretas de 

exposição humana são resultado da eliminação de forma inadequada destes materiais 

no meio ambiente, podendo contaminar os alimentos e a água potável (Klaine et al., 

2008). A ingestão involuntária de NMs também pode ocorrer pelo uso de nanopesticidas, 

pelo consumo de água proveniente de aparelhos que utilizam NMs para filtrar e purificar, 

bem como pelo consumo de alimentos que estiveram em contacto com embalagens ou 

que foram processados com equipamento revestidos por NMs (He et al., 2019; 

Martirosyan and Schneider, 2014).  

Um dos riscos de exposição indireta que mais tem suscitado preocupações é a 

potencial migração de NMs das embalagens para os alimentos. Para NMs presentes em 

materiais de contacto com os alimentos, a ingestão é a principal via de entrada no 

organismo. Contudo, os NMs presentes nas embalagens de alimentos também podem 

ser inalados ou mesmo absorvidos através do contacto com a pele, embora estas duas 

vias respeitem quase exclusivamente a trabalhadores desta indústria (Silvestre et al., 

2011; Ziarati et al., 2018). Assim sendo, é necessário avaliar a extensão da migração 

de NMs para os alimentos e, caso isso aconteça, é preciso avaliar a biocinética desses 

NMs no organismo, isto é, perceber como é que são absorvidos, distribuídos, 

metabolizados e eliminados (ADME) do organismo humano (Martirosyan and Schneider, 

2014). 

Como anteriormente mencionado, a exposição humana indireta pode ocorrer pela 

libertação de NMs para o meio ambiente, podendo originar um impacto negativo na 

saúde humana, mas também pode ter um impacto negativo no próprio ambiente.  Devido 

ao rápido aumento de produção de NMs e da sua aplicação, a libertação anual destes 

compostos para o ambiente não pode ser estimada com precisão. Além disso, existe 

algum desconhecimento sobre as quantidades de NMs aplicados e libertados de 

diferentes aplicações e produtos de consumo (Martirosyan and Schneider, 2014; 

Silvestre et al., 2011).  

Os NMs podem possuir propriedades tóxicas diretas e, devido às suas propriedades 

específicas (ex: forma, tamanho, carga), podem sofrer alterações físico-químicas que 

alteram o seu impacto biológico e o seu destino no ambiente (Martirosyan and 
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Schneider, 2014; Silvestre et al., 2011). Os NMs libertados para o ambiente podem 

contaminar por exemplo, o meio aquático e o solo, podendo ter um impacto nos 

organismos vivos, nomeadamente nos peixes (Zhu et al., 2008) e nas plantas (Navarro 

et al., 2008). Como existe pouco conhecimento sobre o destino dos NMs e sobre o seu 

comportamento ambiental, é difícil apurar se existe ou não bioacumulação de NMs na 

cadeia alimentar (Martirosyan and Schneider, 2014; Silvestre et al., 2011). Contudo, 

estudos recentes mostram que o comportamento dos NMs na natureza depende das 

características do ambiente onde são libertados (ex: pH e salinidade), para além das 

suas propriedades físico-químicas e da concentração (Klaine et al., 2008). 

Outro aspeto interessante sobre o impacto dos NMs no meio ambiente é o seu uso 

na formulação de pesticidas e fertilizantes para aumentar a eficácia desses produtos em 

relação às formulações tradicionais, podendo levar à alteração dos níveis de NMs no 

ambiente e nos alimentos (Martirosyan and Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018). Kah 

et al., 2013 verificaram que estes materiais podem ter impactos significativos no destino 

do princípio ativo no ambiente e/ ou introduzir novos princípios ativos no ambiente, para 

os quais, o destino ambiental ainda não está totalmente compreendido. 

O conhecimento dos efeitos e dos comportamentos dos NMs na saúde humana e no 

meio ambiente estão longe de estarem completamente compreendidos. As previsões 

atuais sugerem que a probabilidade de danos ecotoxicológicos é bastante baixa (Boxall 

et al., 2007; Lead et al., 2018).  No entanto, é importante reconhecer que estas previsões 

podem mudar à medida que novos NMs vão sendo desenvolvidos e à medida que se 

vai aprofundando os conhecimentos nesta área. Por isso, são necessários mais 

estudos, tendo em conta diversos fatores que serão abordados mais à frente, para 

avaliar com rigor a segurança da utilização dos NMs e melhorar o entendimento dos 

níveis de exposição humana (Lead et al., 2018; Martirosyan and Schneider, 2014; 

Silvestre et al., 2011). 

 

2.6.2. Avaliação da toxicidade dos nanomateriais 

O uso extensivo dos NMs na indústria agroalimentar tem levantado algumas 

preocupações, pelo que a segurança dos NMs tem de ser devidamente avaliada. Como 

as propriedades físico-químicas e biológicas dos compostos em nanoescala são 

diferentes dos compostos em macroescala, podendo ser determinantes na expressão 

da toxicidade, são necessários estudos adicionais realizados nos NMs para averiguar o 

seu potencial risco. Isto é, estas propriedades físico-químicas além de serem essenciais 
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para as suas funções, parecem ser a principal fonte de potenciais efeitos negativos para 

a saúde humana (Joye et al., 2019; Martirosyan and Schneider, 2014; Nile et al., 2020; 

Peters et al., 2011; Singh et al., 2017). Assim sendo, para a utilização segura de NMs 

nos alimentos é preciso estudar as relações entre as propriedades físico-químicas dos 

materiais e a matriz alimentar, bem como as condições ambientais de transporte e 

armazenamento (ex: temperatura, humidade, exposição à luz) e pH/ polaridade dos 

alimentos em que são aplicados (Martirosyan and Schneider, 2014; Peters et al., 2014; 

Silvestre et al., 2011). 

Para a avaliação da nanotoxicidade, o tamanho, o revestimento da superfície, a 

solubilidade e o estado de agregação/ aglomeração dos NMs são as propriedades mais 

críticas (Bar-ilan et al., 2009). Por exemplo, o tamanho reduzido dos NMs pode 

aumentar o risco de absorção e de bioacumulação nos órgãos e tecidos do organismo 

(Hsieh and Ofori, 2007). De Jong et al., 2008 avaliaram a distribuição dependente do 

tamanho in vivo de AuNPs esféricas. Para tal, foram utilizadas AuNPs de quatro 

tamanhos diferentes: 10, 50, 100 e 250 nm. Os ratos foram sacrificados após 24 horas 

da administração intravenosa e o sangue e os vários órgãos (ex: fígado, rim, cérebro e 

baço) foram recolhidos para determinação do conteúdo em ouro por espectrometria de 

massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). Para todos os tamanhos de 

AuNPs, a máxima concentração de ouro foi detetada no fígado e no baço. Aqui, os 

resultados mostraram que a distribuição das AuNPs é dependente do tamanho. Isto é, 

as NPs mais pequenas (10 nm) estavam presentes em vários órgãos, como fígado, 

baço, pulmão, cérebro, rim, entre outros. Por outro lado, as AuNPs maiores só foram 

detetadas no sangue, no fígado e no baço. Além disso, as AuNPs de maiores dimensões 

originam menor conteúdo em ouro nestes tecidos. Portanto, as AuNPs de 10 nm tiveram 

uma maior distribuição por todo o organismo, em comparação com as AuNPs de 

maiores dimensões.  Os NMs hidrofílicos e com carga positiva na superfície, podem 

aumentar drasticamente o seu tempo de circulação nos organismos vivos (Peters et al., 

2016; Singh et al., 2017). Os NMs insolúveis ou muito pouco solúveis nos fluidos 

digestivos são mais facilmente absorvidos a nível do TGI e podem acumular-se mais 

facilmente em determinados tecidos ou órgãos (Bar-ilan et al., 2009; Martirosyan and 

Schneider, 2014). Contudo, parece haver uma falta de informação completa das 

propriedades físico-químicas dos NMs aplicados na indústria agroalimentar (Figura 9). 

Enquanto o “size range” e o tamanho médio dos NMs são frequentemente mencionados, 

apenas um número bastante reduzido de estudos referem o potencial zeta (ζ-potencial), 

o estado de agregação, a área da superfície, etc. Para se correlacionar quaisquer 

respostas toxicológicas com as características físico-químicas dos NMs, bem como para 
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se conseguir fazer uma comparação precisa dos resultados de toxicidade obtidos por 

outros investigadores, é necessária uma rigorosa caracterização do NM utilizado no 

estudo. De facto, não é possível tirar conclusões rigorosas dos resultados de um estudo 

sem uma avaliação adequada das propriedades dos NMs, uma vez que podem ter 

composições químicas semelhantes, mas podem ter, por exemplo, tamanhos e formas 

diferentes o que pode determinar diferentes perfis toxicológicos (Peters et al., 2014; 

Peters et al., 2016; Singh et al., 2017).  

 

 

Figura 9| Visão geral das características físico-químicas mais mencionadas dos NMs 

aplicados na indústria agroalimentar (adaptado de Peters et al., 2014). O “número de 

registos no inventário” indica o número de vezes que as características físico-químicas 

dos NMs aplicados neste setor foram relatados nos 633 registos do inventário. Este 

inventário é sobre as aplicações dos NMs já comercializados e em desenvolvimento no 

setor agroalimentar. 

 

Um outro aspeto fundamental na avaliação da segurança dos NMs para uso no setor 

agroalimentar respeita ao estudo da sua biocinética no organismo. No TGI, as 

interações com os alimentos, a microbiota intestinal e as enzimas digestivas, podem 

modificar as propriedades físico-químicas dos NMs, possibilitando a alteração da sua 

passagem pelo TGI e do perfil de ADME no organismo humano (Martirosyan and 
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Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018). Por exemplo, Schleh et al., 2012 compararam a 

absorção, no TGI, de AuNPs com cinco tamanhos diferentes (1,4; 5; 18; 80 e 200 nm). 

O estudo foi realizado em ratos que foram expostos a doses baixas de AuNPs (1-27 µg) 

para evitar reações tóxicas no TGI. A quantidade de NPs no sangue, urina, fezes e 

órgãos foi determinada, por quantificação da radioatividade, após 24 horas da 

administração intraesofágica. Tal como o esperado, a maior absorção através do TGI 

foi observada para as AuNPs mais pequenas (1,4 nm). Contudo, as AuNPs de 18 nm 

foram mais extensamente absorvidas do que as AuNPs de 5 nm e apresentaram uma 

maior acumulação no cérebro, possivelmente devido à ligação de determinadas 

proteínas. Isto é, os autores sugeriram que tais resultados se devem à formação da 

corona proteica em torno das AuNPs de 18 nm, o que levou a um aumento específico 

na absorção epitelial em comparação com as de 5 nm. A toxicidade dos NMs também 

pode ser alterada pela variação do pH em diferentes locais do TGI  (Bergin and 

Witzmann, 2013). Ou seja, durante o transporte através do TGI as NPs podem sofrer 

agregação devido ao pH ácido do estômago, e atingir o intestino como agregados 

(Hinkley et al., 2015). Assim sendo, é necessário considerar este tipo de interações 

(Capítulo 2 secção 2.6.3).  

Diversos fatores podem influenciar a agregação de certas NPs após a exposição ao 

ambiente biológico, nomeadamente o tamanho e a carga superficial, bem como o 

fenótipo celular, o meio de cultura e o tempo de exposição (Albanese et al., 2014). Assim 

sendo, também nos ensaios in vitro é fundamental fazer uma extensa caracterização 

físico-química dos NMs no meio de cultura utilizado no estudo, uma vez que a interação 

entre as proteínas séricas do meio de cultura das células e os NMs pode influenciar os 

seus efeitos biológicos e, consequentemente, levar a uma interpretação errada dos 

resultados (Enea et al., 2020). A falta de uma extensa caracterização físico-química dos 

NMs pode ser responsável, pelo menos parcialmente, pelas inconsistências entre vários 

estudos de citotoxicidade relatados na literatura (Enea et al., 2020). Por exemplo, Enea 

et al., 2020 demonstraram, em células Caco-2, que o uso de meio de cultura 

suplementado com 1 % de FBS aumentou a estabilidade das AuNPs em estudo, 

diminuiu significativamente a citotoxicidade e aumentou a captação celular das mesmas, 

enquanto que a ausência de FBS no meio de cultura levou à agregação das AuNPs. 

Relativamente à avaliação da toxicidade dos NMs no meio ambiente, para além das 

suas propriedades físico-químicas é preciso estudar os fatores ambientais locais, como 

por exemplo o pH e a salinidade, bem como o comportamento, o destino e o ciclo de 

vida dos NMs.  Outros fatores cruciais para a determinação do risco de exposição são 

o tempo de persistência no ambiente e a estabilidade dos NMs, isto é, se sofrem 
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modificações quando são libertados no meio ambiente. No entanto, é difícil monitorizar 

o comportamento dos NMs devido às interações complexas nano-bio-eco (He et al., 

2019, 2018; Martirosyan and Schneider, 2014; Silvestre et al., 2011). 

Por conseguinte, a toxicidade dos NMs terá de ser estabelecida caso a caso, pelo 

que serão necessários mais estudos para garantir a qualidade dos produtos, da saúde 

humana e da segurança ambiental  (Bajpai et al., 2018; Joye et al., 2019; Nile et al., 

2020; Peters et al., 2016; Singh et al., 2017). 

 

2.6.3. Biocinética dos nanomateriais  

A avaliação da biocinética dos NMs é de extrema importância. É necessário perceber 

a quantidade de NMs que atingem a corrente sanguínea, após serem absorvidos, como 

é que atravessam as barreiras biológicas e qual o perfil de biodistribuição dos NMs. 

Além disso, é necessário perceber se os NMs sofrem ou não metabolização e se são 

excretados do organismo (Bergin and Witzmann, 2013; Bouwmeester et al., 2009; 

Fröhlich and Roblegg, 2012; Strugari et al., 2019). 

Estudos feitos até ao momento indicam que as características físico-químicas dos 

NMs provavelmente influenciam a ADME dos NMs presentes em alimentos. Por 

exemplo,  Hillyer and Albrecht, 2001 realizaram um estudo em ratinhos BALB/c que 

foram expostos, através da água ad libitum, a AuNPs de 4, 10, 28 e 58 nm revestidas 

com citrato, a uma concentração de 2 x 105 partes por bilhão (ppb), durante 7 dias. Após 

substituição da água suplementada com AuNPs por água corrente, os animais foram 

sacrificados para análise por TEM de vários tecidos (ex: fígado, pulmão, rim e intestino 

delgado). Os resultados indicaram que a absorção a nível do TGI é depente do tamanho 

das NPs. Os autores verificaram que os níveis de deposição das AuNPs nos tecidos 

recolhidos diminuíram gradualmente à medida que o tamanho das NPs foi aumentando 

de 4 para 58 nm e, portanto, concluíram que as NPs de menores dimensões são mais 

facilmente absorvidas pelo TGI que as NPs de maiores dimensões. Além disso, os NMs 

com carga positiva são mais facilmente absorvidos (Hussain et al., 2001) e os NMs 

insolúveis nos fluidos digestivos são mais facilmente absorvidos a nível do TGI e podem 

acumular-se mais facilmente no organismos (Bar-ilan et al., 2009; Martirosyan and 

Schneider, 2014). Contudo, ainda existe muito pouco conhecimento sobre a relação 

entre essas características e o comportamento dos NMs no organismo (Borel and 

Sabliov, 2014; Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 2012). 
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Num estudo de ADME, o primeiro processo a ser avaliado é a absorção, que 

corresponde à passagem dos NMs para a circulação sanguínea. Dependendo do tipo 

de exposição, existem diferentes locais de absorção, como por exemplo a pele, os 

pulmões e o TGI (Hagens et al., 2007). Como a ingestão é a principal via de exposição 

humana aos NMs utilizados na indústria agroalimentar, esta via tem suscitado grandes 

preocupações, pois uma vez ingeridos, estes NMs podem causar efeitos nefastos a 

vários níveis, nomeadamente no TGI (Martirosyan and Schneider, 2014; Ziarati et al., 

2018). Os NMs, depois de serem ingeridos, ficam sujeitos a diferentes ambientes ao 

longo do TGI em consequência das variações naturais de pH. Por exemplo, o pH na 

boca é de cerca de 5,5; no estômago é de aproximadamente de 1,5 e no intestino 

delgado proximal é de cerca de 6,6 (Alger et al., 2014). Estas variações de pH podem 

levar a alterações nas características físico-químicas dos NMs, principalmente naqueles 

que são mais sensíveis à hidrólise induzida pelo pH e à oxidação (Alger et al., 2014; 

Cockburn et al., 2012). Além disso, como anteriormente referido, durante o transporte 

através do TGI os NMs podem sofrer agregação devido ao pH ácido, e atingir os tecidos 

absorventes do intestino como agregados (Hinkley et al., 2015). Peters et al., 2012 

utilizaram um modelo in vitro para simular a digestão humana e usaram três matrizes 

alimentares (café, sopa e panquecas) que continham NPs de dióxido de silício. Estas 

NPs estavam presentes em condições que mimetizavam a cavidade oral (digestão na 

saliva). Contudo, durante o estágio sucessivo da digestão gástrica, as NPs 

desapareceram do café e da sopa, enquanto que nas panquecas foram encontradas em 

pequenas quantidades. A ausência das NPs de dióxido de silício é resultado do baixo 

pH e das altas concentrações de eletrólitos no compartimento gástrico, que leva à 

formação de grandes agregados nestas condições. Sob o pH intestinal (pH neutro), as 

NPs reapareceram, em quantidades ainda maiores do que no estágio da digestão 

salivar. Posto isto, é necessário considerar este tipo de interações, uma vez que a 

informação a este respeito ainda é muito escassa (Martirosyan and Schneider, 2014; 

Ziarati et al., 2018). Também a presença de proteínas e lípidos nas matrizes biológicas 

podem levar a alterações nas propriedades dos NMs. Por exemplo, quando os NMs 

entram em contacto com as biomoléculas pode ocorrer a formação de um revestimento 

à volta dos NMs, denominado de corona proteica. Este fenómeno consiste na adsorção 

espontânea e inespecífica de proteínas na superfície dos NMs. Este revestimento de 

proteínas pode ter influência sobre a ação e eficiência dos NMs, isto é, pode ter um 

impacto na absorção e reatividade dos mesmos. Contudo, a corona proteica é uma 

estrutura instável, pelo que pode ser removida ou alterada ao longo do percurso dos 

NMs no TGI (Alger et al., 2014; Bergin and Witzmann, 2013; Cockburn et al., 2012). 

Schleh et al., 2012 compararam a absorção, no TGI, de AuNPs com 2,8 nm, com carga 
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superficial negativa ou positiva, após administração intraesofágica em ratos. Foram 

administradas baixas doses de NPs radioativamente marcadas (1-27 µg) para evitar 

reações tóxicas no TGI. Os animais foram sacrificados 24 horas após a administração 

e foram recolhidos os órgãos, sangue, urina e fezes. Os resultados mostraram, por 

quantificação da radioatividade, que ao contrário do esperado foram as AuNPs com 

carga negativa que apresentaram uma maior absorção. Os autores acreditam que este 

resultado se deve à formação da corona proteica nas AuNPs com carga negativa. Após 

a ligação às proteínas, a carga superficial da NP pode mudar, isto é, uma NP com carga 

negativa pode adquirir uma carga positiva e vice-versa. A hipótese dos autores é que a 

carga superficial negativa das AuNPs foi alterada devido às proteínas adsorvidas o que, 

consequentemente, aumentou a absorção intestinal comparativamente com as outras 

AuNPs.     

Ao permear as barreiras biológicas, como o epitélio e o muco, os NMs podem ficar 

retidos e, portanto, este tipo de materiais quando entram no organismo são em grande 

parte eliminados nas fezes, escapando à absorção (Figura 10) (Borel and Sabliov, 2014; 

Cockburn et al., 2012).  No entanto, vários estudos, incluindo o de Hillyer and Albrecht, 

2001 previamente mencionado, demonstram que os NMs que entram no organismo por 

ingestão, podem permanecer no lúmen intestinal e interagir com as células epiteliais, 

levando à sua absorção e entrada na circulação sistémica (Des Rieux et al., 2006; 

Hussain et al., 2001; Martirosyan et al., 2012).  A absorção de NMs no TGI depende de 

uma série de fatores mencionados anteriormente. Por exemplo, NMs com carga positiva 

são mais facilmente absorvidos, assim como, os NMs mais pequenos (Hillyer and 

Albrecht, 2001; Hussain et al., 2001). A absorção dos NMs no TGI pode ocorrer pela via 

transcelular ou pela via paracelular (menor extensão). No caso da absorção no TGI pela 

via transcelular, as partículas são captadas pela região apical do epitélio intestinal, por 

endocitose, e são transportadas através das células M nas placas de Peyer’s e/ ou dos 

enterócitos (Des Rieux et al., 2006). Por fim, as partículas são libertadas no lado 

basolateral do epitélio intestinal por exocitose. O conjunto destes dois processos 

denomina-se transcitose (Bouwmeester et al., 2009; Powell et al., 2010). No caso da via 

paracelular, os NMs passam por entre as células. As células do epitélio TGI estão 

fortemente ligadas por junções apertadas. No entanto, existem evidências de que o 

epitélio intestinal pode ser permeável a grandes proteínas e polipéptidos. Isto é, 

determinados polímeros podem atuar como “expansores” das junções apertadas 

intercelulares, alterando a permeabilidade das mesmas, permitindo a entrada de 

partículas, bactérias e toxinas (Salamat-Miller and Johnston, 2005). Assim sendo, a 

possibilidade da passagem dos NMs pelas junções apertadas do epitélio intestinal não 
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deve ser excluída, devendo ser tida em conta para a avaliação do risco. Contudo, este 

tipo de transporte é limitado, tendo em conta o pouco espaço entre células adjacentes 

(Bouwmeester et al., 2009). 

Depois de passarem o TGI, os NMs entram na circulação sistémica, que os pode 

distribuir pelos diferentes órgãos e tecidos. Os NMs, dependendo da sua química 

superficial, podem interagir com vários componentes do sangue (ex: proteínas 

plasmáticas e eritrócitos) (Nemmar et al., 2002). Este tipo de interações pode ter um 

efeito substancial na distribuição e excreção dos NMs (Borel and Sabliov, 2014; 

Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 2012). 

Os NMs podem ser distribuídos por todo o organismo. Existem indícios de que certas 

barreiras biológicas, como a barreira hematoencefálica (BHE), placenta ou entrada no 

leite materno não constituem um obstáculo para alguns NMs (Borel and Sabliov, 2014; 

Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 2012). Por exemplo, no estudo conduzido 

por Hillyer and Albrecht, 2001, os resultados demonstraram que a distribuição para o 

cérebro ocorreu para os quatro tamanhos (4, 10, 28 e 58 nm) das AuNPs em estudo. 

Contudo, os animais que foram expostos às AuNPs de 4 nm foram os que apresentaram 

maior conteúdo de ouro no cérebro. Vários fatores podem influenciar a distribuição dos 

NMs no organismo. Por conseguinte, na avaliação da biodistribuição é necessário ter 

em conta fatores, como a via de administração, o tamanho, revestimento e a carga 

superficial. Por exemplo, Morais et al., 2012 avaliaram o efeito do revestimento das 

AuNPs (20 nm) no perfil de biodistribuição em ratos. Para tal, utilizaram cinco tipos de 

revestimento: citrato, MUA e três pentapéptidos [CALNN (Cys-Ala-Leu-Asn-Asn), 

CALND (Cys-Ala-Leu-Asn-Asp) e CALNS (Cys-Ala-Leu-Asn-Ser)]. As AuNPs, com os 

diferentes revestimentos, foram administradas em ratos por via intravenosa (0,6–1 mg 

Au/ kg). A biodistribuição foi avaliada após 30 minutos, 2, 6 e 24 horas da administração 

das AuNPs, momento em que foram recolhidas várias amostras (ex: fígado, baço, 

pulmão e cérebro) para determinação do ouro nos órgãos. Os resultados obtidos 

mostraram que as AuNPs revestidas com citrato foram rapidamente distribuídas e que 

o fígado foi o principal órgão de acumulação, seguido pelo baço e pulmão. Após 24 

horas, o fígado apresentou o maior nível de ouro representando cerca de 60% da 

quantidade total administrada. Um perfil de biodistribuição semelhante foi observado 

para as AuNPs revestidas com MUA e com os três pentapéptidos diferentes, isto é, 

também para estas NPs o fígado foi o principal órgão acumulador, seguido pelo baço e 

plumões. Contudo, no fígado, a maior quantidade de ouro foi detetada após a exposição 

às AuNPs revestidas com pentapéptidos. Os resultados deste estudo demonstraram 

que o revestimento com péptidos aumentou significativamente a captação pelo fígado, 
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o que demonstra que a funcionalização das NPs pode influenciar a sua biodistribuição, 

ou seja, o revestimento pode influenciar as potenciais interações entre as AuNPs e os 

componentes celulares. A investigação nesta área é bastante complexa, pelo que é 

praticamente impossível prever a biodistribuição de um NM em particular, sem que se 

faça previamente um estudo completo das suas características físico-químicas, bem 

como um estudo in vivo da biocinética do NM (Borel and Sabliov, 2014; Cockburn et al., 

2012). Contudo, estudos na literatura sobre a ADME dos NMs, apontam o fígado e o 

baço como os principais órgãos bioacumuladores de NMs. A maior acumulação nestes 

órgãos parece estar relacionada com as suas paredes epiteliais fracas e com a presença 

de macrófagos que capturam macromoléculas e NMs que se encontram na corrente 

sanguínea. Contudo, os NMs também se podem acumular noutros órgãos, como por 

exemplo rins, coração, pulmões e cérebro (Borel and Sabliov, 2014; Cockburn et al., 

2012; Li and Huang, 2008; Martirosyan and Schneider, 2014; Shi et al., 2013).  

Atualmente, ainda não há muita informação sobre o metabolismo dos NMs. Contudo, 

é expectável que o metabolismo seja dependente do tipo de NM. Por exemplo, no caso 

dos NMs orgânicos, estes podem ser biodegradáveis. NPs lipídicas e poliméricas como 

o quitosano, se não forem suficientemente estáveis, podem ser degradadas no TGI pela 

ação de enzimas (Borel and Sabliov, 2014; Dutta et al., 2009). Por outro lado, NMs 

inertes, como é o caso das AgNPs e AuNPs, não se sabe se são estáveis ao ponto de 

não sofrerem qualquer tipo de degradação por enzimas durante o período em que 

circulam no organismo, mas é improvável que sejam efetivamente metabolizados. No 

caso das NPs funcionalizadas, especula-se que estas sejam metabolizadas em alguns 

casos, mas não se sabe em que extensão essa degradação ocorre. Isto é, os grupos 

funcionais adicionados às NPs podem ser sensíveis à metabolização em determinadas 

circunstâncias (Borel and Sabliov, 2014; Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 

2012). Por exemplo, o revestimento de QDs funcionalizado com proteínas pode ser 

clivado por proteases (Hardman, 2006). 

Relativamente à excreção dos NMs, esta pode ocorrer por diversas vias, sendo as 

principais a urinária e a fecal. Regra geral, os estudos apontam para uma grande 

quantidade de NMs que não são absorvidos e que são eliminada nas fezes (Borel and 

Sabliov, 2014; Cockburn et al., 2012). Além disso, o fígado parece desempenhar um 

papel importante na excreção biliar dos NMs absorvidos e que contribuem para a 

excreção fecal. Por exemplo, Ogawara et al., 1999, sugeriram uma excreção biliar 

dependente do tamanho das NPs. As NPs de poliestireno (PSNPs) foram administradas 

via intravenosa em ratos. Estas PSNPs foram captadas pelo fígado e foram excretadas 

na bile. As NPs menores (50 nm) foram fagocitadas pelas células de Kupffer e 



41 
 

parcialmente captadas pelos hepatócitos, por outro lado, as micropartículas (500 nm) 

foram captadas predominantemente pelas células não parenquimatosas (células 

Kupffer e células endoteliais). Também aqui, na excreção, as características físico-

químicas das NPs podem influenciar o processo (Bouwmeester et al., 2009; Martirosyan 

and Schneider, 2014). Num estudo conduzido por Baek et al., 2012, foi avaliada a 

excreção de duas NPs de óxido de zinco de tamanhos diferentes (20 e 70 nm), 

revestidas com citrato, que foram administradas em ratos por via oral, numa dose única 

de 50, 300 ou 2000 mg/ kg de NPs de óxido de zinco. O perfil de excreção destas NPs 

foi avaliado na urina e nas fezes, por doseamento do zinco. As amostras de urina e de 

fezes foram recolhidas em diferentes momentos: 4 e 10 horas após a administração oral 

e nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 14 após a exposição. Os resultados obtidos 

indicaram que apenas uma pequena quantidade (0,32% – 1,47%) das NPs de óxido de 

zinco foram excretas pela urina, sendo a maior parte (48,55% – 97,12%) eliminadas 

pelas fezes, o que sugere a possibilidade de excreção biliar. A taxa de excreção das 

NPs de óxido de zinco pela urina diminuiu com o aumento da dose administrada, 

enquanto que a eliminação pelas fezes aumentou de maneira dependente da dose. Os 

resultados mostraram ainda que as NPs de 20 nm foram excretadas através da urina e 

das fezes durante 6 e 2 dias, respetivamente, enquanto que as NPs de 70 nm foram 

eliminadas pela urina e pelas fezes durante 7 e 3 dias, respetivamente. Isto sugere que 

as NPs mais pequenas de óxido de zinco tendem a ser excretas mais rapidamente do 

que as NPs de maiores dimensões. O mesmo foi demonstrado em ratos expostos a NPs 

de sílica, por injeção intravenosa única (Cho et al., 2009). Aqui as NPs de 50 nm foram 

excretadas mais rapidamente pela urina e pelas fazes do que as NPs de sílica de 

maiores dimensões (100 e 200 nm) (Cho et al., 2009).  

Por conseguinte, é evidente a necessidade de uma prévia caracterização físico-

química dos NMs utilizados em estudo, uma vez que essas características podem 

influenciar a ADME nos organismos vivos. Além disso, também os diferentes ambientes 

e as interações com os fluídos biológicos podem influenciar o comportamento dos NMs. 

Porém, apesar de poderem existir alguns padrões de comportamento, como por 

exemplo relativamente ao tamanho e à carga, a biocinética dos NMs terá de ser sempre 

estabelecida caso a caso, pelo que serão necessários mais estudos para garantir a 

segurança na utilização das NPs.   
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Figura 10| Cinética no organismo dos NMs presentes em alimentos. Após a ingestão, 

os NMs podem ficar retidos no TGI e serem eliminados nas fezes. Por outro lado, os 

NMs podem interagir com a mucosa intestinal e com as células epiteliais, terminado na 

absorção dos mesmos, por via paracelular ou transcelular. Os NMs, após entrarem na 

circulação sistémica, podem ser distribuídos pelos vários órgãos alvo como fígado, 

baço, cérebro, pulmões e rins. Ainda existe pouca informação sobre a metabolização, 

contudo, corresponde à transformação dos NMs que ocorre em consequência das 

interações com proteínas e lípidos. Por fim, a excreção corresponde à eliminação dos 

NMs do organismo, esta pode ocorrer por duas vias: urina e fezes. 

 

2.6.4. Mecanismos de toxicidade dos 

nanomateriais 

As propriedade físico-químicas e a alta reatividade dos NMs podem interferir com 

vários processos celulares básicos, como a proliferação e o metabolismo celular, 

causando a sua disfunção. Um dos principais mecanismos de toxicidade que liga a 

exposição de NMs ao dano e/ ou morte celular é a produção de espécies reativas de 

oxigénio (ROS) (He et al., 2014). O aumento de produção de ROS pode induzir a 

peroxidação lipídica, ativar fatores de transcrição, interferir com as concentrações de 

cálcio intracelular, e induzir a produção de citocinas, resultando na estimulação de uma 

resposta inflamatória e imune (Brown et al., 2004; Chen et al., 2007). Além disso, a 
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nanotoxicidade pode levar a autofagia (Khan et al., 2012), a danos neuronais (Long et 

al., 2007), a danos no DNA (Singh et al., 2009) e, possivelmente a carcinogénese e 

doenças relacionadas com o envelhecimento (He et al., 2019; Martirosyan and 

Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018). 

 

2.7. Nanomateriais aplicados na indústria 

agroalimentar: potencial toxicidade  

Como já referido neste trabalho, existem vários tipos de NMs a serem utilizados na 

indústria agroalimentar e existem poucas informações sobre o que acontece aquando 

da sua entrada no organismo. A avaliação do risco dos NMs, após a ingestão, foi 

realizada apenas para alguns dos NMs mais utilizados. Os ensaios de toxicidade mais 

realizados são a citotoxicidade, a genotoxicidade, a toxicidade aguda e a toxicidade por 

dose repetida (Martirosyan and Schneider, 2014; Peters et al., 2014). Neste trabalho, 

são apresentados alguns estudos sobre a avaliação do efeito tóxico das AuNPs, AgNPs 

e SeNPs. 

 

2.7.1. Toxicidade das AuNPs 

O crescimento das aplicações, na indústria agroalimentar, com AuNPs tem levantado 

algumas questões quanto à segurança da utilização destas NPs e potenciais efeitos 

adversos à saúde. Regra geral, os materiais de ouro são considerados inertes, não 

tóxicos e compatíveis sob condições fisiológicas. No entanto, as AuNPs devido às suas 

propriedades físico-químicas (ex: relação superfície/ volume elevada) podem ter uma 

bioatividade superior do que o material numa escala maior (Carneiro and Barbosa, 2016; 

Peters et al., 2016). Atualmente, os dados sobre toxicidade das AuNPs não são claros 

e fornecem resultados discrepantes (Adewale et al., 2019; Tao, 2018). Os efeitos 

biológicos são influenciados principalmente pelas propriedades físico-químicas das 

AuNPs, mas a relação entre as propriedades das AuNPs e os seus efeitos biológicos 

ainda não está totalmente esclarecida (Lee et al., 2019).  

Diferentes mecanismos de toxicidade podem estar associados às AuNPs. Um dos 

mecanismos mais mencionados é a formação de ROS e, consequente, indução de 

stress oxidativo nas células (Lee et al., 2019; Soenen et al., 2011). A formação de ROS 

afeta a estabilidade da membrana e altera a viabilidade celular. As NPs podem gerar 

ROS por diversas vias: 1) degradação do revestimento ou de toda a partícula levando à 
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libertação de iões, que por diferentes reações químicas podem levar à geração de ROS; 

2) interação das NPs com organelos celulares, nomeadamente com as mitocôndrias, 

levando a perturbações nas suas funções (ex: interrupção da cadeia transportadora de 

eletrões da fosforilação oxidativa); 3) interação direta das NPs com proteínas redox, 

como a nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidase; 4) interação das 

NPs com recetores na superfície celular e ativação de vias de sinalização intracelulares 

(Soenen et al., 2011). Portanto, as AuNPs podem causar stress oxidativo diretamente, 

pela produção de ROS, pelas próprias AuNPs ou indiretamente. No interior das células, 

as AuNPs podem interagir com outros componentes celulares, nomeadamente com o 

DNA, proteínas e lípidos podendo provocar a sua oxidação. De facto, as interações das 

AuNPs com as mitocôndrias são consideradas as principais fontes de toxicidade. O 

dano mitocondrial, como por exemplo a destabilização da membrana externa e a 

desregulação do potencial de membrana, provocado pelo stress oxidativo pode levar a 

alterações nas funções das mitocôndrias, que podem conduzir a fenómenos de 

apoptose e de necrose (Aillon et al., 2009). Outro mecanismo de toxicidade das AuNPs 

parece estar relacionado com a sua capacidade de interação com o DNA 

(genotoxicidade). As AuNPs mais pequenas, com cerca de 1,4 nm, correspondem 

praticamente ao tamanho do sulco maior do DNA e, portanto, AuNPs mais pequenas 

causam maior toxicidade do que as AuNPs de maiores dimensões (Gil et al., 2010; 

Soenen et al., 2011). Recentemente, Lee et al., 2019 verificaram que as AuNPs afetam 

as funções celulares da seguinte forma: AuNPs interferem na formação do citoesqueleto 

retardando a migração celular; inibem a replicação do DNA regulando negativamente 

os genes associados aos processos do ciclo celular e causam danos ao DNA através 

do stress oxidativo resultante da geração de ROS.  

Relativamente aos principais órgãos alvo das AuNPs, estudos in vivo feitos com 

AuNPs de várias formas e tamanhos, apresentando diferentes revestimentos e cargas 

superficiais indicam que o fígado e o baço são os principais órgãos alvo destas NPs, 

contudo, as AuNPs podem-se acumular numa série de outros órgão, como por exemplo 

rins, pulmões, coração e cérebro (Fraga et al., 2014; Sonavane et al., 2008; Xia et al., 

2019; Zhang et al., 2011). 

Enquanto que alguns investigadores indicam que as AuNPs não apresentam 

toxicidade (Tournebize et al., 2012; Villiers et al., 2010), outros demonstram que estas 

NPs, em determinadas circunstâncias, causam toxicidade (Choi et al., 2012; Xiaomin Li 

et al., 2018). Assim sendo, é notório que existem vários fatores que podem influenciar a 

toxicidade das AuNPs, nomeadamente o tamanho, o revestimento, a forma etc.  

(Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa, 2016; Fratoddi et al., 2015; Sabella et al., 
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2011). Na Tabela 4 resumem-se os resultados obtidos em estudos in vitro sobre a 

potencial citotoxicidade das AuNPs. Pela análise da Tabela 4 é possível verificar que o 

um dos fatores que mais influencia a toxicidade é o tamanho. Entre outros resultados 

relevantes, Xia et al., 2019 demonstraram que as AuNPs de 5 nm foram altamente 

tóxicas em duas linhas celulares diferentes (HepG2 e L02). Na concentração mais alta 

testada (12,5 µg/ mL) as AuNPs de 5 nm levaram a uma diminuição da viabilidade (para 

81,47 %) nas células HepG2. Nas células L02 as AuNPs de 5 nm causaram uma 

citotoxicidade dependente da concentração (a viabilidade celular diminuiu 

significativamente à medida que a concentração aumentou). Em contraste, as AuNPs 

maiores (20 e 50 nm) não mostraram citotoxicidade significativa contra as células 

HepG2 e L02 na gama de concentrações testada (1,67 µg/ mL a 12,5 µg/ mL). Uma 

citotoxicidade similar para AuNPs também foi observada por Bajak et al., 2015. Estes 

autores demonstraram que as AuNPs de 5 nm causaram stress oxidativo e alterações 

na expressão genética, enquanto que não foi observada citotoxicidade significativa em 

células Caco-2 expostas a AuNPs de 30 nm, mesmo na concentração mais alta (300 

µM) e no tempo de exposição mais longo (72 h) (Tabela 4). No entanto, pela análise da 

Tabela 4 é possível verificar também que existem estudos que mostram diferentes 

efeitos dependentes do tamanho das AuNPs. Por exemplo,  Choi et al., 2012 

demonstraram que as AuNPs de 20 nm causaram diminuição significativa da  viabilidade 

em três tipos de linhas celulares (A549, NCI-H1975 e A431), mesmo nas concentrações 

mais baixas. Já Tournebize et al., 2012 demonstraram que AuNPs pequenas [AuNPs 

revestidas com citrato (5,3 nm) e AuNPs revestidas com ácido dihidrolipóico (3,5 nm)] 

não provocaram efeitos citotóxicos significativos em macrófagos alveolares de rato 

NR8383. Estes tipos de resultados discrepantes também são observados in vivo. Por 

exemplo, Zhang et al., 2011 realizaram um estudo in vivo para avaliar a toxicidade 

dependente do tamanho das AuNPs. O material em estudo consistiu em AuNPs (5, 10, 

30 e 60 nm) revestidas com polietilenoglicol. O estudo foi realizado em trinta ratinhos 

que foram divididos em cinco grupos: um controlo e quatro grupos expostos às AuNPs 

de quatro tamanhos diferentes. Os grupos tratados receberam por injeção 

intraperitoneal, uma dose única de 4000 µg Au/ kg de suspensão de AuNPs. Os animais 

foram observados e passados vinte e oito dias da administração das NPs foram 

sacrificados, para avaliação da biodistribuição, da bioquímica e das alterações 

histopatológicas. Todos os ratinhos expostos às AuNPs sobreviveram aos vinte e oito 

dias do estudo. Os resultados da biodistribuição mostraram que as AuNPs de 5 nm 

tiveram a maior distribuição e que as de 60 nm apresentaram uma distribuição mais 

baixa em todos os órgãos examinados. Por exemplo, no fígado as AuNPs de 5 nm 

apresentaram uma concentração em ouro de 1797 µg/ kg e as AuNPs de 60 nm 
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apresentaram uma concentração de 432 µg/ kg. Nos outros órgãos as diferenças no 

perfil de biodistribuição para estes dois tamanhos testados foram semelhantes. As 

AuNPs de 5 nm e 10 nm acumularam-se principalmente no fígado e as AuNPs de 30 

nm acumularam-se principalmente no baço, não havendo, no entanto, significado 

estatístico para estas diferenças. Por outro lado, as AuNPs de 60 nm não se 

acumularam em grande extensão em nenhum órgão. Os resultados da bioquímica 

revelaram que as AuNPs de 10 e 60 nm causaram um aumento significativo de alanina 

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), o que é indicativo de danos 

no fígado resultante da exposição a estas AuNPs. Além disso, as AuNPs de 60 nm 

causaram diminuição significativa dos níveis de creatinina o que é indicativo de danos 

nos rins dos ratinhos. Por outro lado, as AuNPs de 5 e 30 nm não causaram danos 

diretos significativos no fígado e nos rins. Apesar, das AuNPs de 5 nm terem atingido 

altas concentrações no fígado, a função hepática não foi afetada significativamente. 

Portanto, este estudo demonstrou que as AuNPs com o tamanho de 10 e 60 nm 

causaram efeitos toxicológicos maiores in vivo do que as AuNPs com 5 e 30 nm. Estes 

resultados sugerem que as AuNPs mais pequenas não são necessariamente mais 

tóxicas, sendo estes resultados obtidos in vivo discrepantes em relação aos resultados 

obtidos in vitro anteriormente mencionados. O facto de os dados sobre a toxicidade 

dependente do tamanho serem, até agora, inconclusivos pode dever-se à variação de 

uma série de outros fatores que serão a seguir mencionados.  
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Tabela 4| Exemplos de estudos in vitro de avaliação da citotoxicidade das AuNPs. 

Referência Linha celular 
Tamanho das 

AuNPs (nm) 

Concentração 

das AuNPs  

Tempo de 

exposição (h) 
Resultados 

(Xiaomin Li et 

al., 2018) 

Células de carcinoma 

hepatocelular 

humano (HepG2) e 

células de 

adenocarcinoma do 

colo do útero humano 

(HeLa) 

6,2; 24,3; 42,5 e 

61,2 

0,25; 0,5 e 1 

mM 
48  

A citotoxicidade foi dependente do tamanho e da concentração e resultou dos 

danos causados pela geração de ROS. AuNPs mais pequenas (6,2 nm) foram 

mais tóxicas que as maiores (61,2 nm). A toxicidade foi mais pronunciada na 

concentração mais elevada (1 mM). Além disso, foi identificada uma diferença 

na resposta celular, as células HepG2 foram muito mais sensíveis às AuNPs do 

que as células HeLa. 

(Tournebize et 

al., 2012) 

Macrófagos 

alveolares de rato 

NR8383 

AuNPs revestidas 

com citrato (5,3 nm) 

e AuNPs revestidas 

com ácido 

dihidrolipóico (3,5 

nm) 

5, 10, 20, e 30 

nM 

24  

 

Não foram identificados efeitos de citotoxicidade significativos. AuNPs com 

citrato diminuíram significativamente os níveis intracelulares de GSH, mas não 

aumentaram a produção de ROS. Estas NPs também não induziram a apoptose 

e não ativaram a expressão de genes associados ao stress oxidativo e à 

resposta inflamatória. As AuNPs revestidas com ácido dihidrolipóico não 

interferiram nos níveis da GSH e da S-nitrosoglutationa. A funcionalização das 

AuNPs com ácido dihidrolipóico diminui a sua reatividade com biomoléculas e 

com células.  

(Bajak et al., 

2015) 

Células epiteliais de 

carcinoma do colon 

humano (Caco-2) 

5 e 30  
10, 50, 100, 200 

e 300 µM 
24 e 72  

AuNPs de 30 nm não causaram citotoxicidade significativa nas células Caco-2, 

mesmo na concentração mais alta (300 µM) e no tempo de exposição mais 

longo (72 h). Por outro lado, a exposição a altas concentrações de AuNPs 

pequenas (5 nm) induziu toxicidade nas células Caco-2 mediada pelo stress 

oxidativo. Além disso, foram observadas alterações na expressão do mRNA nas 

células como resposta à exposição às AuNPs de5 nm. As alterações mais 

pronunciadas na expressão genética foram detetadas às 72 h (300 µM) após a 

exposição às AuNPs mais pequenas. 



48 
 

Tabela 4| Continuação. 

Referência Linha celular 
Tamanho das 

AuNPs (nm) 

Concentração 

das AuNPs  

Tempo de 

exposição (h) 
Resultados 

(Xia et al., 

2019) 

Células de carcinoma 

hepatocelular 

humano (HepG2) e 

hepatócitos normais 

humanos L02 

5, 20 e 50  

1,67; 2,50; 5; 

6,25; 

12,50 μg/ mL 

72  

AuNPs pequenas (5 nm) causaram citotoxicidade nos dois tipos celulares. Por 

outro lado, as AuNPs grandes (20 e 50 nm) não causaram citotoxicidade 

significativa, mesmo nas concentrações mais altas. Nas células HepG2 as 

AuNPs de 5 nm induziram apoptose e necrose através da produção de ROS e 

da ativação da pro-caspase-3. Nas células L02 as AuNPs de 5 nm induziram 

principalmente necrose através da superexpressão do TLR2 e da liberação de 

citocinas IL-6 e IL-1a. As células L02 foram mais suscetíveis à citotoxicidade 

das AuNPs de 5 nm do que as células HepG2. 

(Choi et al., 

2012) 

Células de 

adenocarcinoma 

pulmonar humano 

(A549 e NCI-H1975) 

e células de 

carcinoma 

epidermóide humano 

(A431) 

20  0-50 μg/ mL 24  

AuNPs causaram diminuição significativa da viabilidade celular nas células 

A549, NCI-H1975 e A431, mesmo nas concentrações mais baixas. As três 

linhas celulares mostraram uma tendência semelhante na citotoxicidade. A 

libertação de LDH, devido a danos na membrana, também foi observada depois 

que as células foram expostas às AuNPs por 24 h. Estas NPs induziram danos 

celulares por vias apoptóticas extrínsecas e intrínsecas através da ativação da 

caspase-8. 

(Xiaoling Li et 

al., 2018) 

Células de carcinoma 

hepatocelular 

humano (HepG2) e 

células embrionárias 

renais humanas (HEK 

293) 

89  

 

2,5 × 10−6; 2,5 × 

10−5; 2,5 × 10−4; 

2,5 × 10−3; 2,5 

×10−2; 2,5 × 10−1 

mM 

24   

AuNPs causaram citotoxicidade nas células HepG2 e HEK 293. A citotoxicidade 

foi dependente da concentração para os dois tipos celulares. As células HEK 

293 foram menos suscetíveis às AuNPs que as células HepG2. 
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Recentemente, diferentes autores (Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa, 

2016; Fratoddi et al., 2015; Sabella et al., 2011; Tao, 2018) publicaram várias revisões 

sobre os dados toxicológicos das AuNPs (com diferentes formas, tamanhos, cargas, 

etc.) obtidos em ensaios in vitro e in vivo. Os autores verificaram que apesar de existirem 

estudos a relatar toxicidade de AuNPs de grandes dimensões, regra geral, as AuNPs 

mais pequenas (1-2 nm) provocam rápida morte celular por necrose e, portanto, são 

mais tóxicas quando comparadas com as AuNPs maiores (> 15 nm). Contudo, os 

autores concluíram que a toxicidade mediada pelo tamanho das AuNPs ainda não está 

totalmente esclarecida e reforçaram a necessidade de novos estudos. 

A variação das propriedade físico-químicas das AuNPs, para além do tamanho, pode 

influenciar a toxicidade. Por exemplo, as AuNPs com carga negativa são geralmente 

menos tóxicas que as AuNPs com carga positiva (Adewale et al., 2019; Carneiro and 

Barbosa, 2016). Um outro exemplo é o revestimento das AuNPs. Alkilany et al., 2009 

compararam a toxicidade de AuNPs com diferentes revestimentos: brometo de 

cetiltrimetilamónio (CTAB) e ácido poliacrílico (PAA). As células epiteliais do colon 

humano (HT-29) foram incubadas com AuNPs a uma concentração de 0,4 nM em ouro 

e a toxicidade dependente do revestimento foi avaliada 24, 48, 72 e 96 horas após a 

exposição. Os resultados obtidos indicaram que as AuNPs revestidas com CTAB 

causaram uma citotoxicidade significativa na concentração em estudo, apresentando 

uma viabilidade celular na ordem dos 35-25%. As AuNPs revestidas com CTAB foram 

as que apresentaram maior citotoxicidade independentemente do tempo de exposição. 

Por outro lado, as células expostas às AuNPs revestidas com PAA foram consideradas 

não tóxicas, apresentando uma viabilidade celular de aproximadamente 90%. Portanto, 

os autores concluíram que o revestimento de CTAB é mais citotóxico que o revestimento 

de PAA.   

A forma das AuNPs também é um dos parâmetros que pode influenciar a toxicidade. 

Regra geral, as AuNPs em forma de nanoesferas são as formas mais tóxicas (Carneiro 

and Barbosa, 2016; Favi et al., 2015; Tarantola et al., 2011). Contudo, é preciso ter em 

atenção que a maioria destes estudos fazem uma comparação entre as diferentes 

formas das AuNPs variando uma série de outras características físico-químicas. Por 

exemplo, num estudo realizado por  Favi et al., 2015, feito em fibroblastos da pele 

humana e em células endoteliais de ratos (RFPEC),  para investigar a citotoxicidade de 

duas formas de AuNPs (nanoesferas vs nanoestrelas), verificaram que as nanoesferas 

com cerca de 61 nm causaram maior toxicidade do que as nanoestrelas com cerca de 

34 nm, sendo que o esperado seria que as NPs menores exercessem uma maior 

citotoxicidade. No entanto, deve-se salvaguardar que a forma das NPs era distinta. Os 
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resultados mostraram que as AuNPs esféricas foram letais para os dois tipos de células 

na concentração de 40 µg/ mL, enquanto que as AuNPs estreladas foram menos tóxicas 

em concentrações mais altas (400 µg/ mL). Também Woźniak et al., 2017 avaliaram 

como a citotoxicidade pode ser dependente da morfologia das AuNPs. Para tal, 

sintetizaram AuNPs de diferentes formas e tamanhos: nanoesferas (10 nm), nanoflores 

(370 nm), nanobastonetes (41 nm), nanoprismas (160 nm) e nanoestrelas (240). O 

estudo foi feito em células de adenocarcinoma do colo do útero humano (células HeLa) 

e em células embrionárias do rim humano (células HEK293T). Estes autores concluíram 

que as várias formas e tamanhos podem causar toxicidade nas duas linhas celulares 

em estudo, embora, as células HEK293T tenham sido mais sensíveis às diferentes 

AuNPs que as células HeLa. As AuNPs em forma de nanoesferas e nanobastonetes 

demonstram ser mais citotóxicas do que as nanoestrelas, nanoflores e as nanoprismas. 

Os resultados indicaram que, as AuNPs em forma de nanoesferas e nanobastonetes, 

apresentaram citotoxicidade dependente da concentração (1, 6, 8, 16, 32, 100 e 300 

µM) e do tempo de exposição (24, 48 e 72 h). Por outro lado, as AuNPs em forma de 

nanoestrelas, nanoflores e nanoprismas foram praticamente inertes para as células 

HeLa e causaram uma toxicidade muito baixa nas células HEK293T. Contudo, também 

aqui foram comparadas diferentes formas de AuNPs variando em simultâneo outras 

características físico-químicas. Entretanto, têm também surgido resultados  

controversos relativamente à toxicidade dependente da forma, isto é, estudos que 

sugerem que as AuNPs em forma de nanoesferas não são a forma mais tóxica (Hameed 

et al., 2020; Steckiewicz et al., 2019). Por exemplo, Steckiewicz et al., 2019 investigaram 

a citotoxicidade dependente da forma das AuNPs em células humanas in vitro: 

osteoblastos fetais humanos (hFOB 1,19), osteossarcoma ósseo humano (143B, 

MG63 ) e células do ducto pancreático (hTERT-HPNE). Para tal, sintetizaram AuNPs de 

diferentes formas: nanobastonetes (39 nm), nanoestrelas (215 nm) e nanoesferas (6,3 

nm). As três linhas celulares foram expostas às AuNPs nas três formas diferentes por 

24 horas a diferentes concentrações (0,3; 0,6; 1,2; 2,5 e 5 μg/ mL). Os resultados obtidos 

indicaram que a citotoxicidade das AuNPs foi dependente da forma e da concentração. 

As nanoestrelas foram a forma mais citotóxica para as células humanas em relação às 

outras formas de AuNPs em estudo. As nanoestrelas provocaram uma diminuição 

significativa na viabilidade das células de maneira dependente da concentração. Além 

disso, as células 143B foram as mais suscetíveis ao efeito citotóxico das nanoestrelas. 

Por outro lado, as AuNPs em forma de nanoesferas exerceram a menor citotoxicidade 

em comparação com as outras formas em estudo. Estas NPs não provocaram a 

diminuição da viabilidade em nenhuma linha celular, com exceção na linha 143B na 

concentração mais alta (5 μg/ mL). Portanto, o facto de os dados aqui descritos sobre a 
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toxicidade dependente da forma serem discrepantes e inconclusivos pode dever-se à 

variação simultânea de uma série de outros fatores, nomeadamente o tamanho das NPs 

(Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa, 2016; Fratoddi et al., 2015). Assim sendo, 

são necessários mais estudos sobre a toxicidade dependente da forma das AuNPs. 

Esses estudos deverão apenas variar um único fator (a forma), todos os outros, como o 

tamanho, revestimento, carga superficial, etc. devem ser iguais para todas as AuNPs 

utilizadas no estudo (Carneiro and Barbosa, 2016; Sabella et al., 2011). Só assim é que 

se poderá tirar conclusões mais rigorosas. 

As discrepâncias de resultados encontrados na literatura são atribuídas, não só às 

variações das propriedades das AuNPs, como também à utilização de diferentes 

condições experimentais, nomeadamente linhas celulares, modelos animais, vias de 

exposição, doses, tempos de exposição, diferentes maneiras de expressar as 

concentrações (ex: conteúdo de ouro ou número de AuNPs) e diferentes métodos de 

síntese das AuNPs (Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa, 2016; Fratoddi et al., 

2015; Sabella et al., 2011; Tao, 2018; Tortella et al., 2020). Por exemplo, as futuras 

avaliações da toxicidade das AuNPs devem considerar concentrações mais baixas 

(faixa do µM ou menor) e tempos de exposição maiores. A maioria dos estudos foram 

feitos com concentrações excessivas, pelo que as concentrações testadas devem levar 

em consideração um cenário de exposição plausível (Tortella et al., 2020). Assim sendo, 

estudos adicionais sobre os efeitos a curto e longo prazo das AuNPs devem ser 

realizados e é necessário padronizar os métodos experimentais, por forma a facilitar a 

interpretação e a comparação dos estudos. Até porque os resultados discrepantes 

observados impedem conclusões definitivas sobre a segurança das AuNPs. 

 

2.7.2. Toxicidade das AgNPs 

Apesar dos grandes benefícios da utilização de AgNPs na indústria agroalimentar, 

um uso tão extenso levanta algumas questões quanto ao seu impacto na saúde 

humana. A toxicidade das AgNPs pode estar associada à concentração, ao tempo de 

exposição (crónica ou aguda) e às possíveis interações das AgNPs com outros 

componentes no organismo (ex: proteínas e lípidos). Os efeitos tóxicos das AgNPs são 

também altamente dependentes das suas características físico-químicas, como por 

exemplo forma, tamanho, revestimento, carga superficial, estado de agregação, método 

de síntese, etc. (Morais et al., 2019; Rezvani et al., 2019; Tortella et al., 2020). Por 

exemplo, AgNPs mais pequenas causam maior toxicidade do que as de maiores 

dimensões (Antony et al., 2015; Kim and Tanguay, 2014), as AgNPs com revestimentos 
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catiónicos causam maior toxicidade que as AgNPs com revestimentos aniónicos e 

neutros (Rezvani et al., 2019) e as AgNPs biossintetizadas causam menos toxicidade 

do que as sintetizadas quimicamente (Antony et al., 2015; De Lima et al., 2012). Por fim, 

a toxicidade das NPs depende do tipo de organismo ou até mesmo da espécie em 

estudo e, portanto, neste caso, as AgNPs podem ser tóxicos contra mamíferos, 

invertebrados ou microorganismos, mas os possíveis efeitos negativos vão depender 

dos mecanismos de defesa que cada organismo tem para eliminar os compostos 

indesejáveis (Antony et al., 2015; Tortella et al., 2020). Para a avaliação da toxicidade 

das AgNPs, vários estudos foram realizados. Para tal, foram estudadas AgNPs de 

diferentes tamanhos, sem revestimento ou com diferentes revestimentos, a diferentes 

concentrações e em diversos modelos in vitro, incluindo linhas celulares e células 

isoladas de animais e humanos. Ahamed et al., 2010 reviram alguns desses artigos e 

concluíram que um grande número de estudos in vitro demonstra que as AgNPs (com 

diferentes características físico-químicas) têm capacidade de danificar as células 

derivadas do fígado, pulmão, cérebro, pele, sistema vascular e órgãos reprodutivos de 

mamíferos, incluindo de humanos. Além disso, concluíram que os mecanismos de 

toxicidade das AgNPs estão relacionados com danos nas membranas celulares, inibição 

da função mitocondrial, geração de ROS, danos no DNA e morte celular por apoptose.  

De forma a esclarecer quais os possíveis riscos após a exposição ou a ingestão de 

AgNPs, na Tabela 5 encontram-se reunidos alguns exemplos de estudos relevantes 

sobre os efeitos citotóxicos das AgNPs in vitro.  Entre outros resultados relevantes, 

Hussain et al., 2005 avaliaram a toxicidade aguda das NPs em células derivadas de 

fígado de rato (BRL 3A). Um dos tipos de NPs em estudo foram as AgNPs com 15 e 

100 nm. As células BRL 3A foram expostas a diferentes concentrações de AgNPs (2,5; 

5; 10; 25 e 50 µg/ mL) por 24 horas. Para a determinação da toxicidade destas NPs 

foram avaliados vários parâmetros indicadores de toxicidade, nomeadamente os níveis 

de glutationa reduzida (GSH), libertação de lactato desidrogenase (LDH), níveis de 

ROS, função mitocondrial e potencial de membrana mitocondrial (MMP). Os resultados 

deste estudo mostraram um aumento da libertação de LDH de maneira dependente da 

concentração, apresentando uma diferença significativa na viabilidade das células entre 

as culturas controlo e aquelas expostas às três concentrações mais elevadas (10, 25 e 

50 µg/ mL). As AgNPs provocaram a diminuição significativa da função mitocondrial das 

células (5–50 µg/ mL). Os resultados mostraram ainda depleção significativa do nível de 

GSH, redução do MMP e aumento dos níveis de ROS (25–50 µg/ mL). Em resumo, as 

AgNPs demonstraram ser altamente tóxicas, sugerindo que a citotoxicidade de AgNPs 

(15 e 100 nm) nas células do fígado é provavelmente mediada pelo stresse oxidativo e 
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têm feitos específicos sobre as mitocôndrias. Gurunathan et al., 2018 verificaram que a 

exposição de células epiteliais humanas (HCT116 e HT-29) a AgNPs causa um efeito 

citotóxico dependente da concentração (de 2 para 10 µg/ mL). Essa citotoxicidade foi 

expressa pelo aumento da libertação da LDH, geração de ROS e malondialdeído e pela 

diminuição da geração de ATP. Além disso, utilizando uma combinação de 

sequenciamento de RNA e ensaios funcionais (ex: medição da fragmentação do DNA), 

os autores verificaram que estas AgNPs induziram morte celular por apoptose em 

consequência da função mitocondrial prejudicada, dano no DNA e paragem do ciclo 

celular por desregulação funcional das proteínas p53.  

Ema et al., 2017 publicaram uma revisão sobre a toxicidade das AgNPs em 

mamíferos, obtidos a partir de ensaios em modelos animais (ratos e coelhos). Estes 

autores concluíram que as AgNPs se acumulam nos órgãos reprodutores após 

diferentes tipos de exposição (oral, intraperitoneal, intravenosa e subcutânea), a 

diferentes doses (administração única ou repetida) e a diferentes tempos de exposição. 

As AgNPs causaram toxicidade testicular/ espermática e toxicidade ovárica. Os autores 

concluíram que estas NPs podem atravessar as barreiras biológicas, uma vez que foram 

detetadas AgNPs na placenta, no leite materno e nas crias dos animais expostos. Por 

fim, Ema et al., 2017 verificaram que a formação de ROS e consequente, stress 

oxidativo e inflamação foram os principais fatores responsáveis pela citotoxicidade. 

Embora esta revisão apresente informações iniciais, os dados ainda são limitados 

relativamente à potencial toxicidade das AgNPs sobre a função reprodutora e sobre o 

desenvolvimento. 

As AgNPs podem-se acumular em diferentes órgãos, como fígado, rins, cérebro, 

testículos e pulmões (Antony et al., 2015; Garcia et al., 2016). A exposição oral de 

AgNPs pode levar à toxicidade em diversos tecidos e órgãos (Antony et al., 2015; 

Simbine et al., 2019). As AgNPs podem causar efeitos neurotóxicos (Bagheri-Abassi et 

al., 2015), hepatotóxicos (El Mahdy et al., 2015) e genotóxicos (El Mahdy et al., 2015; 

Patlolla et al., 2015). Por exemplo, Patlolla et al., 2015 realizaram um estudo in vivo para 

avaliar a genotoxicidade das AgNPs. O material a testar consistiu em AgNPs com a 

dimensão de 10 nm, uma pureza   de 99,5 % e uma área superficial de 2,0 m2/ g. O 

estudo foi realizado em ratos Sprague-Dawley machos, que foram divididos em cinco 

grupos: um grupo de controlo e quatro grupos experimentais. Cada grupo experimental 

recebeu por via oral, uma vez por dia, durante cinco dias, as seguintes doses: 5, 25, 50, 

100 mg/ Kg de peso corporal. Os animais foram observados, sacrificados 24 horas após 

a última administração e a medula óssea recolhida para análise. Um controlo negativo 

foi realizado em paralelo, administrando água da mesma maneira que nos grupos 
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tratados. Os resultados deste estudo mostraram que as AgNPs induzem a produção de 

ROS na medula óssea de ratos cujos níveis aumentaram de uma forma dependente da 

dose, com diferença significativa entre o grupo controlo e o tratado com as duas doses 

mais altas (50 e 100 mg/ Kg). No ensaio do cometa, todas as doses de AgNPs 

mostraram causar danos ao DNA. Em comparação com o controlo, as duas doses mais 

altas (50 e 100 mg/ kg) de AgNPs provocaram um aumento estatisticamente significativo 

do comprimento total da cauda do DNA. Os resultados mostraram ainda que o índice 

mitótico diminuiu significativamente com o aumento das doses de AgNPs, mostrando 

que as NPs atingiram o tecido alvo. A frequência de aberrações cromossómicas também 

aumentou com doses crescentes de AgNPs. Por fim, o ensaio do micronúcleo mostrou 

um aumento na frequência de micronúcleos de forma dependente da dose de AgNPs, 

obtendo-se uma diferença significativa para as duas doses mais altas (50 e 100 mg/ kg). 

Assim sendo, este estudo mostrou que as AgNPs são genotóxicos em ratos e que o 

efeito pode ser mediado pelo stress oxidativo, de uma forma dependente da dose.  

Como já referido, as NPs são sensíveis ao meio circundante, podendo interagir com 

os diferentes componentes do meio onde se encontram. A alta reatividade da prata leva 

a que as AgNPs sofram diversas transformações, principalmente em ambientes 

aeróbicos aquosos. Em mamíferos essas transformações dependem da via de 

exposição e das interações das AgNPs com diferentes biomoléculas. Devido à 

complexidade dos fluídos biológicos, estas interações desencadeiam a formação de 

várias espécies de prata a partir das AgNPs, nomeadamente Ag (0)/ Ag (I), solúvel/ 

precipitado/ NP, complexado com tiol, cloreto ou proteínas. Portanto, o destino das 

AgNPs em contexto biológico é bastante complexo. Avaliar a toxicidade das AgNPs é 

um processo difícil, pois a diversidade de espécies de prata produzidas nessas 

condições dificulta a realização de estudos relevantes e a correta interpretação dos 

resultados.  
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Tabela 5| Exemplos de estudos sobre os efeitos de citotoxicidade das AgNPs in vitro. 

Referência Linha celular 

Tamanho das 

AgNPs 

(nm) 

Concentração das 

AgNPs (µg/ mL) 

Tempo de 

exposição 
Resultados 

(Hussain et al., 2005) 

Fibroblastos 

hepáticos de ratos 

(BRL 3A)  

15 e 100  2,5; 5; 10; 25 e 50  24 h 

AgNPs mostraram-se altamente tóxicas, 

com aumento dos níveis de ROS, 

sugerindo que a citotoxicidade de AgNPs 

nas células do fígado é provavelmente 

mediada pelo stresse oxidativo. 

(Gurunathan et al., 

2018) 

Células epiteliais 

do colon humano 

(HCT116 e HT-

29) 

2-10 2, 4, 6, 8 e 10  24 h 

AgNPs causaram perda significativa de 

viabilidade quando as concentrações de 

AgNPs aumentou de 2 para 10 µg/ mL. Foi 

alcançada uma citotoxicidade de 

aproximadamente 50 % a uma 

concentração de 5 µg/ mL (com aumento 

da libertação da LDH, geração de ROS e 

com diminuição da geração de ATP). 

(Avalos et al., 2014) 

Células de 

carcinoma 

hepatocelular 

humano (HepG2) 

e células de 

leucemia humana 

(HL-60) 

4,7 e 42 0,84–500  24, 48 e 72h 

A citotoxicidade das AgNPs foi 

dependente do tamanho. AgNPs 

pequenas foram muito mais citotóxicos 

que as AgNPs maiores. Além disso, foi 

identificada uma diferença na resposta 

celular, as células HepG2 foram muito 

mais sensíveis às AgNPs do que as 

células HL-60. 
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Tabela 5| Continuação. 

Referência Linha celular 

Tamanho das 

AgNPs 

(nm) 

Concentração das 

AgNPs (µg/ mL) 

Tempo de 

exposição 
Resultados 

(Vila et al., 2018) 

 

Células epiteliais 

de carcinoma do 

colon humano 

(Caco-2) 

7,74 ± 2,48  

 
1-100  24 h 

AgNPs nas concentrações testadas não 

afetaram significativamente a viabilidade 

celular das Caco-2 em comparação com o 

controlo.  A exposição a estas AgNPs a 

uma concentração de 100 µg/ mL causou 

apenas 20 % de citotoxicidade nas 

células.  

(Silvan et al., 2018) 

 

Células epiteliais 

do colon humano 

(HT-29, Caco-2 e 

CCD-18) 

10–50  0,61– 39,4  24 h 

Observou-se uma viabilidade semelhante 

em todas as linhas celulares para as 

diferentes concentrações de AgNPs 

testadas. As 3 linhas celulares mostraram 

um efeito citotóxico dependente da 

concentração (entre 9,85 e 39,4 µg/ mL). 

Contudo, nenhuma citotoxicidade 

significativa ocorreu até concentrações de 

4,93 µg/ mL. 
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Rezvani et al., 2019 publicaram uma revisão sobre os efeitos das AgNPs, obtidos a 

partir de ensaios em modelos animais e em células animais ou humanas, concluindo 

que as AgNPs, em consequência das suas dimensões reduzidas, podem passar pelas 

membranas biológicas, penetrar nas células e causar citotoxicidade a vários níveis, 

dependendo do organismo em estudo ou do tipo de célula. Os autores verificaram ainda 

que após diferentes vias de exposição (ex: oral e intravenosa) as AgNPs podem causar 

genotoxicidade, resposta inflamatória no fígado e nos rins e alterações negativas nas 

funções de vários órgãos (ex: pulmões, baço e intestino). Além disso, verificaram que 

diversos estudos sugerem o fígado como o principal órgão acumulador de prata, após 

a exposição de AgNPs e, portanto, este órgão pode ser particularmente suscetível à 

exposição de AgNPs. Posto isto, os autores concluíram que apesar das ótimas 

propriedades antimicrobianas das AgNPs, estas NPs se não forem sujeitas a uma 

avaliação rigorosa e completa do risco e se não forem utilizadas dentro de limites 

seguros, podem potencialmente causar os mesmos tipos de efeitos negativos (que 

causam aos microorganismos) aos animais, aos seres humanos e ao meio ambiente. 

Isto é, a exposição a AgNPs pode levar a complicações de saúde nos seres vivos, 

incluindo nos seres humanos. Além disso, as AgNPs podem ser libertadas no meio 

ambiente por diversas vias, podendo entrar na cadeia alimentar e também na vida 

aquática e, portanto, causar efeitos nefastos também a nível ambiental. Portanto, é 

necessária uma avaliação toxicológica completa das AgNPs para evitar consequências 

indesejadas da sua utilização. 

Atualmente, os mecanismos de toxicidade das AgNPs ainda estão a ser investigados. 

Contudo, várias hipóteses foram sugeridas para explicar os efeitos tóxicos das AgNPs, 

incluindo stresse oxidativo, resposta inflamatória, dano molecular incluindo dano do 

DNA e desnaturação de proteínas, alteração da função mitocondrial, alterações na 

morfologia celular e apoptose. A toxicidade das AgNPs resulta, possivelmente, de um 

ou da combinação destes efeitos observados nas células de mamíferos (Rezvani et al., 

2019; Tortella et al., 2020). Em consequência da alta afinidade da prata com o enxofre, 

McShan et al., 2014 verificaram que um dos mecanismos importantes de toxicidade das 

AgNPs resulta da interação das mesmas com proteínas ou com outro tipo de moléculas 

com enxofre na sua constituição. Estes autores, verificaram também que as AgNPs 

rompem e penetram as membranas celulares de células de mamíferos e causam danos 

oxidativos que levam à apoptose.  

Tanto as AgNPs como os iões de prata (Ag+) parecem apresentar atividade oxidativa 

forte que pode levar a toxicidade em vários organismos, incluindo em humanos (Antony 

et al., 2015; Morais et al., 2019; Tortella et al., 2020). Como as AgNPs libertam Ag+ em 
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meio aquoso, é necessário distinguir entre os efeitos tóxicos das AgNPs e dos Ag+ 

dissolvidos. Assim sendo, tem disso apontado que muitos efeitos biológicos das AgNPs 

podem resultar da ação dos Ag+ libertados. Além disso, a toxicidade das AgNPs parece 

aumentar à medida que a concentração de Ag+ na suspensão de NPs aumenta, 

sugerindo que Ag+ é mais tóxico do que a forma AgNPs (Beer et al., 2012; Bilberg et al., 

2012; Rezvani et al., 2019). Na revisão Rezvani et al., 2019, os resultados dos vários 

estudos apontam para uma maior toxicidade dos iões Ag+ do que das AgNPs de 

qualquer tamanho. Os dados in vitro sugerem que os Ag+ podem alterar por exemplo, a 

replicação celular, a função mitocondrial, afetar o ciclo redox e produzir ROS que, 

consequentemente, podem levar à morte celular. Nesta revisão, foi referido, como 

exemplo, um estudo realizado por Shim et al., 2017 que investigou o mecanismo pelo 

qual os Ag+ causam efeitos letais. O estudo foi realizado em macrófagos do pulmão de 

rato (células J774.1), avaliando o efeito citotóxico e o stress oxidativo provocado pelos 

Ag+. Do estudo concluiu-se que os Ag+ causam stresse oxidativo nas células J774.1, 

resultando em morte celular necrótica, em vez da apoptótica, devido à rápida conversão 

de GSH em glutationa oxidada seguido por stresse oxidativo. 

Como já referido, o mecanismo para a toxicidade celular das AgNPs ainda não está 

completamente compreendido, pois os dados disponíveis, até ao momento, são 

bastante controversos. Enquanto os estudos mais recentes apontam o Ag+ como um 

dos fatores principais da toxicidade das AgNPs, estudos prévios apontam para o 

contrário, isto é, indicam que toxicidade das AgNPs não pode ser causada 

exclusivamente pela libertação de Ag+. De facto, num estudo anterior, Kawata et al., 

2009 concluíram que as AgNPs em elevadas concentrações (de 1,0 a 3,0 mg/ L) 

induzem alterações morfológicas nas células e danos cromossómicos numa extensão 

muito superior àquela causada por concentrações similares de Ag+, indicando que a 

libertação de Ag+ não é suficiente para explicar os efeitos tóxicos destas NPs. A 

comparação da ação das AgNPs com os Ag+ na prevalência de defeitos fenotípicos em 

peixe-zebra foi realizado por Asharani et al., 2008 e concluíram que nenhum dos 

defeitos fenotípicos observados no tratamento por exposição a AgNPs foi observado em 

embriões expostos a Ag+. Portanto, se a toxicidade é causada pelos Ag+ ou pelas 

próprias AgNPs permanece discutível, pelo que, a toxicidade mediada pelas AgNPs 

necessita de mais investigações (Antony et al., 2015; Tortella et al., 2020). Como estes 

exemplos, existem muitos outros de estudos fornecendo informações ambíguas. Isto é, 

ainda não há um consenso quanto aos efeitos negativos que estas NPs podem causar 

e quanto aos mecanismos envolvidos. Embora a toxicidade das AgNPs já tenha sido 

demonstrada in vitro e in vivo para diferentes organismos, são necessários mais estudos 
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para avaliar, por exemplo os possíveis efeitos toxicológicos da exposição oral a AgNPs, 

na saúde humana, como consequência da migração destas NPs das embalagens para 

os alimentos. Além disso, os dados atuais ainda são muito limitados relativamente à 

capacidade destas NPs conseguirem atravessar as barreiras biológicas, como o TGI, a 

BHE, a placenta ou ser excretadas no leite materno. Também é preciso perceber como 

é que as AgNPs passam pelo TGI, se na forma intacta ou como Ag+ dissolvido devido 

ao ambiente ácido do estômago. Assim sendo, são necessários estudos adicionais 

utilizando metodologias mais avançadas, com vias e doses relevantes para a exposição 

humana. Por fim, é importante enfatizar que, o delineamento experimental, a validação 

das metodologias, e a caracterização das AgNPs, utilizadas em estudos de toxicidade, 

é essencial para garantir a confiança nos resultados obtidos (Martirosyan and 

Schneider, 2014; Morais et al., 2019; Peters et al., 2014; Tortella et al., 2020).  

 

2.7.3. Toxicidade das SeNPs 

No homem, o selénio tem uma margem estreita entre os efeitos benéficos e os 

tóxicos, o que limita substancialmente a sua aplicação. A ingestão de selénio pode 

influenciar tanto a síntese quanto a atividade das selenoproteínas, incluindo duas das 

principais selenoproteínas através das quais o selénio exerce efeitos antioxidantes, a 

glutationa peroxidase (GPx) e a tiorredoxina redutase (TrxR). Contudo, os efeitos 

antioxidantes ou pró-oxidantes (em níveis tóxicos) do selénio dependem de sua forma 

química. Isto é, os efeitos do selénio na saúde humana dependem não só da 

concentração, mas também da sua forma química. A sua toxicidade deve-se 

principalmente à geração de ROS e é fortemente influenciada pelo seu metabolismo 

(Hosnedlova et al., 2018; Kondaparthi et al., 2019; Menon et al., 2018). Assim sendo, 

até ao momento, a maioria dos estudos relacionados com o selénio concentraram-se 

em compostos como selenito, selenato, selenometionina (SeMet), metilselenocisteína 

(MeSeCys) e selenocisteína (SeCys). Porém, como já referido neste trabalho, nos 

últimos anos, e com o desenvolvimento da nanotecnologia, as SeNPs geraram 

considerável interesse (Menon et al., 2018; Sharma et al., 2017). As SeNPs demonstram 

ter atividades biológicas mais fortes do que os compostos orgânicos ou inorgânicos de 

selénio, nomeadamente eliminação de radicais livres, prevenção do desenvolvimento 

de cancro, indução de selenoproteínas e prevenção de danos no DNA por meio de forte 

atividade antioxidante (Kokila et al., 2017; Menon et al., 2018). Evidências in vitro e in 

vivo mostram que a suplementação com SeNPs é uma opção de tratamento oncológico 

complementar (Mary et al., 2016; Menon et al., 2018; Wang et al., 2015b). Por exemplo, 
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Mary et al., 2016 descreveram a síntese de SeNPs funcionalizadas com polietileno glicol 

(PEG) como um sistema de transporte de crocina para alcançar um efeito 

anticancerígeno. A crocina é um dos produtos ativos do açafrão e tem propriedades 

terapêuticas (ex: antioxidante e protetor de danos no DNA). Devido ao potencial 

terapêutico tanto das SeNPs como da crocina, ambos foram conjugados de forma a 

projetar um sistema sinérgico anticancro e com menor toxicidade. Os efeitos citotóxicos 

in vitro foram avaliados em células epiteliais normais do pulmão humano (L-132) e em 

células de cancro do pulmão humano (A549). Estas NPs conjugadas com crocina, por 

meio da indução da apoptose, causaram elevada citotoxicidade nas células A549 de 

maneira dependente do tempo (24 e 48 horas) e da concentração (5, 10, 20, 40 µM). 

Por outro lado, as PEG-SeNPs conjugadas com crocina não causaram toxicidade 

significativa nas células L-132, indicando que as PEG-SeNPs são biocompatíveis com 

estas células. Posto isto, os autores sugeriram que as PEG-SeNPs conjugadas com 

crocina possuem grande seletividade para as células cancerosas comparativamente às 

células normais. Os autores verificaram ainda que as PEG-SeNPs conjugadas com 

crocina diminuíram significativamente a proliferação das células A549 em ratinhos nus, 

conforme indicado pela diminuição do volume e do peso do tumor. Estes resultados 

demonstram a eficácia de supressão tumoral in vivo das PEG-SeNPs conjugadas com 

crocina. Os resultados sugerem que o uso destas NPs para transportar crocina abrem 

um novo caminho no tratamento eficiente do cancro do pulmão com menos efeitos 

colaterais. Além disso, as PEG-SeNPs conjugadas com crocina são potenciais 

candidatos a agentes quimioterápicos para outros tipos de cancro humanos.   

Atualmente, a toxicidade das SeNPs ainda não está completamente esclarecida, no 

entanto, foi demonstrado in vivo, em ratinhos, que este tipo de NPs aumenta a síntese 

e a atividade da glutationa-S-transferase de uma forma dependente do tamanho (Peng 

et al., 2007).  Devido à sua excelente biodisponibilidade e menor toxicidade, a SeMet foi 

considerada, durante muito tempo, a suplementação alimentar mais adequada em 

comparação com os vários compostos de selénio (Schrauzer, 1998). Wang et al., 2007 

realizaram um estudo in vivo em que compararam a SeMet com as SeNPs. O estudo foi 

realizado em ratinhos que foram expostos a diferentes doses de SeMet e de SeNPs, por 

administração oral única, durante diferentes tempos de exposição, conforme os 

diferentes objetivos. Isto é, uns ratinhos foram utilizados para o estudo do efeito da dose 

letal aguda (animais foram expostos por administração oral única a diferentes doses), 

outros para o estudo da toxicidade aguda numa dose não letal (animais foram mortos 

após várias horas da administração de uma dose de 10 mg/ kg em selénio, para as duas 

formas) e outros para o estudo da toxicidade repetida a curto prazo (animais foram 
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expostos durante 7 dias consecutivos a uma dose de 5 mg/ kg em selénio, para as duas 

formas). No final de cada conjunto de experiências, os ratinhos foram sacrificados e as 

amostras de sangue e tecidos foram recolhidas. Foram realizadas análises 

histopatológicas e foram avaliadas as alterações dos parâmetros bioquímicos (ALT, 

AST, LDH, GPx, TrxR, entre outros). Os resultados obtidos na avaliação da toxicidade 

aguda indicaram que a dose letal 50 (DL50) da SeMet (25,6 mg Se/ kg) foi muito inferior 

quando comparada com a DL50 das SeNPs (92,1 mg Se/ kg). Relativamente ao estudo 

da toxicidade aguda em dose não letal, os níveis das enzimas hepáticas, como a ALT, 

AST e LDH aumentaram significativamente em ratinhos tratados com SeMet, o que é 

indicativo de lesão hepática aguda grave, por outro lado, não foram observadas 

alterações nos níveis das enzimas hepáticas nos ratinhos tratados com SeNPs. Os 

autores também observaram que tanto a SeMet com as SeNPs causaram toxicidade a 

curto prazo (7 dias), no entanto, a SeMet causou maior toxicidade nos animais. Ambas 

as formas de selénio tiveram efeito sobre o peso corporal dos ratinhos, no entanto, a 

SeMet causou uma diminuição do peso de forma mais acentuada a partir do quinto dia 

do que as SeNPs. Além disso, a SeMet causou lesões hepáticas numa extensão 

superior. Os níveis de ALT, AST e LDH nos ratinhos tratados com SeMet foram 

significativamente superiores aos dos ratinhos tratados com SeNPs. Além disso, a 

SeMet causou alterações hepáticas graves e irreversíveis (picnose), enquanto que as 

SeNPs causaram alterações leves e reversíveis (degeneração hidrópica). 

Relativamente às selenoproteínas, em geral não foram observadas diferenças 

significativas entre a SeMet e as SeNPs no aumento da atividade da GPx no plasma, 

no fígado e no rim e da TrxR no fígado e no rim, contudo, a atividade destas duas 

selenoproteínas foi maior para os ratinhos tratados com SeNPs. Dito isto, os autores 

concluíram que as SeNPs possuem toxicidade muito mais baixa do que SeMet, 

conforme indicado pela DL50, lesão hepática aguda e toxicidade a curto prazo. Além 

disso, as SeNPs não comprometeram o efeito fundamental nas selenoproteínas 

(aumento da atividade). Por fim, estes resultados sugerem que as SeNPs podem servir 

como um suplemento antioxidante com menor risco de toxicidade pelo selénio. Também 

Jia et al., 2005 realizaram um estudo  in vivo para avaliar a toxicidade crónica das SeNPs 

(20-60 nm). O estudo foi realizado em ratos Sprague-Dawley que foram divididos em 9 

grupos (12 machos + 12 fêmeas por grupo). Os animais foram alimentados com dieta 

contendo SeNPs ou selenito nas doses 0, 2, 3, 4, e 5 ppm em selénio, por treze 

semanas. Os animais foram observados ao longo do ensaio, sacrificados após noventa 

dias e o sangue recolhido para análise. Vários tecidos e órgãos foram removidos, 

pesados e reservados para análise histopatológica.  Além disso, foram analisadas 

alterações dos parâmetros bioquímicos (ALT, AST, “blood urea nitrogen” (BUN), 
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creatinina, albumina (ALB), proteína total (TP) colesterol, entre outros). Nos grupos 

alimentados com selenito na dose de 3 ppm em selénio foi observada inibição 

significativa do crescimento e degeneração das células hepáticas, indicativo de efeitos 

adversos desencadeados pelo selénio. Por outro lado, no grupo alimentado com SeNPs 

não foram observadas alterações na dose de 3 ppm. Para as duas doses mais altas (4 

e 5 ppm em selénio) foram identificadas diminuições significativas no peso corporal dos 

ratos que consumiram selenito e SeNPs. No entanto, na dose de 4 ppm em selénio a 

supressão do crescimento foi significativamente superior para o grupo com selenito. 

Relativamente à atividade da ALT, foi observado um aumento significativo para os 

animais que consumiram selenito nas doses mais elevadas (4 e 5 ppm em selénio). A 

TP e a ALB em ratos alimentados com selenito a 5 ppm em selénio foram 

significativamente mais baixas que nos animais controlo. Por outro lado, apenas a 

atividade da ALT nos animais alimentados com SeNPs na dose mais elevada (5 ppm 

em selénio) foi maior que o controlo. Em conclusão, este estudo demonstrou que, para 

a mesma dose de selénio, as SeNPs são menos tóxicas que o selenito. O que é 

consistente com estudos anteriores que demonstram que as SeNPs têm uma toxicidade 

a curto prazo menor que o selenito em ratos (doze e quinze dias de exposição por via 

oral) (Zhang et al., 2005). Ainda relativamente ao estudo de Jia et al., 2005, os autores 

verificaram também que os principais órgãos alvo de toxicidade do selénio foram o 

fígado, os rins e o baço, sendo que as principais lesões foram hepáticas. E ainda, que 

estes três órgãos bioacumulam muito mais selénio do que outros tecidos. Tais 

resultados estão em conformidade com outros estudos publicados na literatura, como 

por exemplo estudo realizado por Benko et al., 2012.  

Num estudo in vitro realizado por Wang et al., 2013, foi avaliado o efeito das SeNPs 

com tamanhos e concentrações diferentes em células epiteliais intestinais de cultura 

primária da carpa cruciada (Carassius auratus gibelio). O material a testar consistiu em 

SeNPs com três tamanhos diferentes: 13, 42 e 92 nm. As células do epitélio intestinal 

foram expostas às várias SeNPs a diferentes concentrações (0; 0,5; 1; 2; 3 e 5 µg/ mL) 

durante 48 horas. Os resultados deste estudo indicaram que as SeNPs com diferentes 

tamanhos e a diferentes concentrações tiveram efeitos variados sobre o conteúdo de 

proteínas das células epiteliais e sobre a atividade proteica (LDH libertada, teores de 

GPx, de superóxido dismutase (SOD) e bomba sódio-potássio) nas células testadas. 

Por exemplo, a atividade da LDH apenas aumentou significativamente na concentração 

de 5 µg/ mL de SeNPs de menores dimensões (13 nm) e foram observados teores 

significativamente maiores para todas as proteínas com as SeNPs de 42 e 92 nm em 

comparação com as SeNPs de menores dimensões (13 nm). Estes resultados 
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permitiram melhorar o conhecimento sobre o efeito do tamanho e da biodisponibilidade 

das SeNPs no trato intestinal da carpa cruciana. Em células epiteliais do fígado humano  

(HepG2), Zhang et al., 2004  não verificaram qualquer efeito significativo do tamanho 

das SeNPs (gama de SeNPs de 5 a 200 nm) na indução de selenoenzimas (GPx, 

glutationa peroxidase de hidroperóxido de fosfolipídios (PHGPx) e TrxR). Esta 

incongruência de resultados evidencia a necessidade de testar a toxicidade das NPs 

em diferentes modelos celulares. 

Apesar dos estudos mais recentes demostrarem que as SeNPs em comparação com 

os compostos de selénio exibem menos toxicidade e maior biodisponibilidade de selénio 

em ratinhos (Benko et al., 2012), a toxicidade destas NPs também pode variar entre 

espécies  diferentes (Li et al., 2008). No trabalho realizado por Li et al., 2008, em peixes 

Medaka (Oryzias latipes), expostos a soluções de 100 µg Se/ L de SeNPs e selenito de 

sódio durante 10 dias (água de exposição completamente substituída todos os dias), as 

SeNPs revelaram ser muito mais tóxicas para estes peixes do que o selenito de sódio, 

apresentando uma DL50 cinco vezes inferior à DL50 do selenito de sódio. Esta toxicidade 

pode ser consequência do facto das SeNPs se acumularem efetivamente mais (seis 

vezes mais) no fígado do que o selenito de sódio, embora essa diferença não seja 

estatisticamente significativa. Além disso, a acumulação de selénio nas brânquias e nos 

músculos foi muito mais elevada para os peixes expostos a SeNPs do que para os 

peixes expostos a selenito de sódio. 

Relativamente à síntese, as SeNPs podem ser sintetizadas por diversos métodos, 

contudo a biossíntese (recorrendo a plantas, fungos e bactérias) ganhou maior destaque 

nos últimos tempos devido à sua baixa toxicidade, melhor biodisponibilidade, relação 

custo-benefício favorável e por ser uma forma mais ecológica, uma vez que existem 

preocupações ambientais relativas ao selénio que é considerado um elemento perigoso 

para o meio ambiente. Além disso, a biossíntese permite otimizar os tamanhos e os 

rendimentos das NPs, ajustando a concentração do substrato, o tempo de exposição ao 

substrato, o pH e a temperatura. Entre os microorganismos utilizados na biossíntese de 

NPs, as bactérias têm recebido maior destaque devido à sua alta resistência aos metais 

e aos ambientes hostis (Pouri et al., 2017; Ranjitha and Ravishankar, 2018).  

Em geral, com base na toxicidade de selénio em órgãos de ratinhos alimentados com 

dietas com diferentes espécies e suplementos de selénio, a ordem de toxicidade é de 

selenato> selenito> SeNPs> aditivo nutricional orgânico  de selénio (Sel-Plex) (levedura 

enriquecida com selénio)> probiótico LactoMicroSe (Lactobacillus enriquecidos com 

selénio) (Benko et al., 2012). Num estudo posterior, Mal et al., 2017 fizeram uma 

comparação da toxicidade entre selenito de sódio, SeNPs biossintetizadas (tamanho 
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entre 100 a 400 nm), SeNPs grandes quimicamente sintetizadas (tamanho entre 50 a 

250 nm) e SeNPs pequenas quimicamente sintetizadas (tamanho entre 25 a 90 nm) em 

embriões de peixe-zebra (Danio rerio). Foi utilizado um regime de exposição aguda de 

96 horas, entre as 24 e as 120 horas após a fertilização. Os embriões foram expostos 

às seguintes concentrações: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mg/ L para selenito de sódio e 0,05; 

0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 e 5 mg/ L para cada NP em estudo. Os resultados demonstraram que 

as SeNPs biossintetizadas apresentaram um valor de DL50 de 1,77 mg/ L, 3,2 vezes 

menos tóxicas para embriões de peixe-zebra do que o selenito de sódio, que apresentou 

um valor de 0,55 mg/ L. Além disso, SeNPs biossintetizadas foram 10 vezes menos 

tóxicas que as SeNPs quimicamente sintetizadas. As SeNPs pequenas quimicamente 

sintetizadas e as SeNPs grandes quimicamente sintetizadas provocaram uma taxa de 

mortalidade semelhante nos embriões de peixe-zebra e mostraram uma LD50 de 0,17 

mg/ L e de 0,16 mg/ L, respetivamente, o que significa que o tamanho das SeNPs 

quimicamente sintetizadas não influenciou a toxicidade no modelo testado. Em resumo, 

a ordem de toxicidade foi a seguinte: SeNPs pequenas quimicamente sintetizadas ~ 

SeNPs grandes quimicamente sintetizadas> selenito de sódio> SeNPs biossintetizadas. 

Os autores concluíram que a presença de uma camada orgânica semelhante a ácido 

húmico (substâncias poliméricas extracelulares) na superfície das SeNPs 

biossintetizadas desempenhou um papel muito importante na redução da toxicidade das 

SeNPs biossintetizadas e, portanto, os agentes estabilizadores da superfície das NPs 

parecem ter um papel na toxicidade do selénio em embriões de peixes-zebra. Também 

Pouri et al., 2017 demonstraram a biodisponibilidade das SeNPs biossintetizadas. Estes 

autores compararam a absorção de SeNPs biossintetizadas (170 nm) com o selénio na 

forma convencional. O estudo foi feito em ratinhos injetados intraperitonealmente e as 

amostras de sangue foram recolhidas ao fim de 24 horas e 48 horas. Os resultados 

mostraram que a taxa de absorção nas primeiras 24 horas e a taxa de excreção nas 

segundas 24 horas foram maiores para as SeNPs biossintetizadas do que para o selénio 

na forma convencional. Como as SeNPs biossintetizadas apresentaram uma taxa de 

absorção e de excreção maior, estas apresentam menor toxicidade do que o selénio na 

forma convencional. 

Até ao momento, já são conhecidas várias espécies de plantas, fungos e bactérias 

candidatas à biossíntese de SeNPs, no entanto, os estudos sobre a síntese e a 

investigação da toxicidade das NPs resultantes ainda são poucos (Ranjitha and 

Ravishankar, 2018). Assim sendo, e em jeito de resumo, apesar do grande interesse 

que as SeNPs têm suscitado e dos vários relatos sobre os efeitos positivos, ainda 

existem algumas dúvidas sobre a toxicidade destas NPs e algumas objeções ao seu 
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uso na prática, pelo que serão necessários estudos mais aprofundados a este nível. Por 

exemplo, estudos comparativos mais detalhados entre diferentes espécies animais para 

avaliar a nanotoxicidade caso a caso e elucidar os mecanismos de toxicidade 

(Hosnedlova et al., 2018; Li et al., 2008; Sarkar et al., 2015).  

 

2.8. Células Caco-2 como modelo do epitélio 

intestinal humano para estudos biocinéticos 

e de toxicidade de NMs 

Para a realização deste trabalho foi utilizado como modelo experimental a linha 

celular epitelial humana Caco-2 (ATCC® HTB-37™) que foi estabelecida a partir de um 

adenocarcinoma do cólon. Embora derivada de um carcinoma do cólon, esta linha 

celular, em cultura, diferencia-se e polariza-se com um fenótipo, uma morfologia e um 

funcionamento que se assemelha aos enterócitos que revestem o intestino delgado 

humano (Hidalgo et al., 1989; Hubatsch et al., 2007; Turco et al., 2011). As células Caco-

2 expressam junções estreitas, microvilosidades e várias enzimas metabólicas 

características dos enterócitos, nomeadamente peptidases, esterases e glicoproteína-

P.  Além disso, estas células expressam todas as proteínas transportadoras intestinais 

apicais e basolaterais relevantes, como por exemplo proteínas transportadoras de 

aminoácidos (De Angelis and Turco, 2011; Hidalgo et al., 1989; Sambuy et al., 2005; 

Turco et al., 2011). Assim sendo, os valores de permeabilidade estimados a partir deste 

modelo celular correlacionam-se com os valores de absorção humana in vivo (Yee, 

1997). Constituem, assim, um dos modelos celulares in vitro mais utilizados em ensaios 

de permeabilidade para prever a absorção oral em seres humanos (De Angelis and 

Turco, 2011; Hubatsch et al., 2007; Turco et al., 2011). Contudo, estes ensaios devem 

ser realizados em concentrações não citotóxicas, garantir a integridade da barreira 

epitelial, isto é, são necessários ensaios preliminares, por forma a selecionar as 

concentrações não citotóxicas a ensaiar (De Angelis and Turco, 2011; Sun et al., 2008).  

A linha celular Caco-2 pode ser cultivada em monocamada num suporte (por 

exemplo, transwell) (Figura 11), permitindo uma diferenciação funcional e estrutural, 

formando uma barreira física e bioquímica de células polarizadas característica do 

intestino delgado (Hidalgo et al., 1989; Hubatsch et al., 2007). O sistema transwell tem 

sido muito utilizado em estudos de captação e translocação de NPs, de fármacos e de 

outros compostos administrados por via oral. Neste sistema, as células Caco-2 são 

cultivadas sobre uma membrana horizontal, que separa dois compartimentos, o 

compartimento superior, em contacto com a superfície apical, que corresponde ao 
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lúmen intestinal e o compartimento inferior que simula a circulação sanguínea ou 

linfática em contacto com a superfície basolateral dos enterócitos (Hubatsch et al., 2007; 

Nauli and Whittimore, 2015). Para que ocorra a formação da monocamada celular 

polarizada são necessários 21 dias (Figura 12). Durante este período as células sofrem 

diversas alterações morfológicas até estas atingirem a maturidade. No 4º dia, as células 

apresentam poucas e imaturas microvilosidades na região apical, contudo apresentam 

apertadas junções entre células adjacentes, mesmo na ausência de confluência. Esta 

só é atingida no 7º dia, altura em que as células também passam a ter uma forma 

cuboidal e junções intercelulares (desmossomas). No 14º dia as células passam a ter 

uma forma colunar e o núcleo fica localizado no bordo basolateral. Por fim, no 21º, dia 

as células Caco-2 atingem o máximo de diferenciação, principalmente ao nível da 

expressão de transportadores, muito importantes para o fenómeno de absorção 

(Artursson et al., 2001; Braun et al., 2000; De Angelis and Turco, 2011; Hidalgo et al., 

1989; Sun et al., 2008). 

 

 

Figura 11| Representação esquemática de um sistema transwell. 

 

Uma das formas mais utilizadas para a avaliação da integridade da monocamada 

celular é a determinação da resistência elétrica transepitelial (TEER) utilizando um 

voltímetro (Artursson et al., 2001; Braun et al., 2000). Este aparelho mede a resistência 

elétrica endotelial, através da utilização de elétrodos que são colocados no meio de 

cultura, tanto no compartimento inferior quanto no superior, e a resistência é 

determinada pelo fluxo de iões que atravessam o espaço paracelular. Trata-se de uma 

técnica simples e rápida que fornece informações sobre a confluência, o estado das 
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células e sobre a integridade das junções epiteliais da monocamada de células cultivada 

nos transwell (De Angelis and Turco, 2011).  

 

 

Figura 12| Representação esquemática da diferenciação das células Caco-2 num 

sistema transwell. As células apresentam vários microvilos no lado apical, 

característicos dos enterócitos do intestino delgado, após 21 dias em cultura. 
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Capítulo 3 

 

Avaliação da Citotoxicidade de 

Nanomateriais com Aplicação 

na Indústria Agroalimentar 
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3.1. Materiais e métodos 
 

3.1.1. Reagentes 

Neste trabalho, os reagentes utilizados eram de grau analítico ou de alta pureza. Os 

compostos utilizados na cultura celular foram obtidos na Gibco (Alfagene, Lisboa, 

Portugal) e todos os outros reagentes foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Lisboa, 

Portugal), salvo indicações do contrário. 

 

3.1.2. Síntese das nanopartículas  

Foram sintetizados seis tipos de NPs metálicas diferentes: AuNPs esféricas 

revestidas com citrato (12, 40 e 60 nm), AuNPs estreladas revestidas com MUA (60 nm), 

AgNPs estreladas revestidas com citrato (200 nm) e SeNPs esféricas revestidas com 

glucose (300 nm), com o objetivo de estudar a citotoxicidade, a captação celular e a 

permeabilidade destas NPs numa linha celular epitelial humana. Todas as NPs foram 

sintetizadas e cedidas pela Faculdade de Ciências da Universidade do Porto, no âmbito 

de uma colaboração com o grupo da Prof. Doutora Eulália Pereira, do Departamento de 

Química e Bioquímica. 

Todo o material de vidro utilizado na síntese dos seis tipos de NPs metálicas foi 

previamente limpo com água régia [mistura de ácido clorídrico com ácido nítrico na 

proporção de 3: 1 (v/ v)], lavado com água desionizada e passado por água Milli-Q 18,2 

MΩ.cm−1. 

As AuNPs esféricas de 12 nm revestidas com citrato foram sintetizadas pelo método 

de redução de ouro por citrato  (Bastús et al., 2011; Zabetakis et al., 2012). Trata-se de 

uma síntese química que foi inicialmente descrita por Turkevich e colaboradores, em 

1951. Este método é baseado na redução do ácido tetracloroáurico em solução aquosa, 

e à temperatura de ebulição, pelo citrato de sódio. Nesta reação, as moléculas de citrato 

de sódio atuam como agentes redutores para a formação de ouro coloidal, mas também 

atuam como agentes estabilizadores e de revestimento. Isto é, à medida que ocorre a 

redução de ouro, o citrato de sódio que é adicionado em excesso, vai sendo adsorvido 

à superfície das AuNPs, sob a forma de aniões de citrato. Desta forma, a agregação e 

o crescimento descontrolado das NPs é precavido pela formação deste revestimento 

que leva a repulsões eletrostáticas entres as NPs que estão em solução. A formação de 

nanoesferas de ouro é marcada pela mudança de cor da solução de amarelo claro para 

vermelho. No fim da síntese, algumas destas nanoesferas de 12 nm foram utilizadas 
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nos ensaios de citotoxicidade e outras foram utilizadas para a síntese de nanoesferas 

de maiores dimensões e para a síntese de nanoestrelas. As nanoesferas de maiores 

dimensões (40 e 60 nm) foram obtidas por etapas sucessivas de crescimento 

controlado, começando com as nanoesferas de 12 nm como sementes de nucleação e 

utilizando, de igual forma, o citrato de sódio como agente redutor, estabilizador e de 

revestimento (Bastús et al., 2011). As nanoestrelas de 60 nm revestidas com MUA foram 

sintetizadas de acordo com Yuan et al., 2012. É um método simples, de alto rendimento, 

livre de surfactantes, que origina nanoestrelas dispersas e que permite uma 

funcionalização simples da superfície. Resumidamente, a suspensão de nanoesferas 

de 12 nm foi diluída em água ultrapura e foi sendo acrescentada uma solução de ácido 

tetracloroáurico. Seguidamente, foi adicionado em simultâneo ácido ascórbico e nitrato 

de prata. O ácido ascórbico é o agente redutor, que permite que o ouro revista as 

nanoesferas; e o nitrato de prata é o responsável pela distribuição dos picos na 

superfície das nanoesferas, tornando-as em nanoestrelas (funciona como agente 

modelador da forma). No fim, a suspensão passou imediatamente de vermelho para 

azul escuro, indicando a formação de nanoestrelas de Au. Estas nanoestrelas foram 

posteriormente funcionalizadas com MUA. Para tal, foi adicionado, à suspensão de 

nanoestrelas, MUA dissolvido em etanol para que ocorresse a troca de revestimento de 

citrato para MUA. O excesso de MUA foi retirado por várias etapas de centrifugação e 

o sedimento foi ressuspenso em água ultrapura. 

As AgNPs estreladas de 200 nm revestidas com citrato foram sintetizadas de acordo 

com Garcia-Leis et al., 2013. Este método é baseado na redução química de Ag+ por 

hidroxilamina neutra, seguida de um processo de redução/ funcionalização induzido 

pelo citrato de sódio que apresenta grande afinidade pela superfície de prata. 

Resumidamente, uma solução de nitrato de prata foi adicionada gota a gota a uma 

mistura de hidroxilamina neutra com hidróxido de sódio.  A hidroxilamina neutra é o 

agente redutor responsável pela formação de NPs com picos nas superfícies. Em 

seguida, foi adicionado citrato de sódio, por forma a acelerar e a completar a redução. 

A adição de citrato de sódio permite também aumentar a estabilidade das AgNPs em 

suspensão. A solução final apresentou uma coloração azul escura indicando a formação 

de nanoestrelas.  

Relativamente às SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram 

sintetizadas por um método recente e simples, em que a glucose é simultaneamente 

utilizada como agente redutor e como revestimento da superfície (Nie et al., 2016). De 

um modo geral, uma solução de selenito de sódio foi reduzida a alta temperatura (115 

ºC) pela adição de uma solução de glucose. Além disso, como já referido, a glucose 
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também foi utilizada como agente de revestimento para impedir a agregação das NPs 

em solução aquosa. Após o final da reação, a cor da solução ficou vermelha indicando 

a formação de nanoesferas.  

Todas as NPs, no final da síntese, passaram por um processo de lavagem por 

centrifugação. De seguida, o sedimento foi ressuspenso em água ultrapura e por último, 

apenas as AuNPs (esféricas e estreladas) foram esterilizadas por filtração usando uma 

membrana de polietersulfona Whatman com tamanho de poro de 0,22 µm. As 

suspensões de NPs foram mantidas no frigorífico (4 ºC), em frascos bem fechados e 

protegidos da luz. Ao longo do estudo não foram detetados sinais de precipitação, nem 

mudanças de cor, indicando que as soluções-stock das NPs permaneceram estáveis. 

As soluções-stock foram agitadas no vortex e as diluições a testar foram preparadas em 

meio de cultura, nos dias em que os ensaios foram realizados. Todas as experiências 

foram realizadas usando os mesmos lotes de NPs. 

 

3.1.3. Caracterização das nanopartículas  

Para a caracterização das NPs foram utilizadas várias técnicas, tais como 

espectrofotometria de ultravioleta-visível (UV-vis), microscopia eletrónica de 

transmissão (TEM), difração dinâmica de luz (DLS), medição do ζ-potencial e análise de 

rastreamento de nanopartículas (NTA). Por falta de disponibilidade do equipamento, 

não foi possível utilizar algumas destas técnicas em todas as NPs aqui estudadas. Estas 

análises foram realizadas no Departamento de Química e Bioquímica da Faculdade de 

Ciências da Universidade do Porto.  

A caracterização das NPs foi realizada logo após a síntese. Por outro lado, a 

estabilidade coloidal quanto à agregação das NPs em meio de cultura celular não foi 

possível ser testada até à data de entrega desta dissertação, por motivos já 

mencionados anteriormente (Capítulo 1 na secção 1.1). Idealmente, todas as NPs aqui 

estudadas seriam colocadas em meio de cultura celular e incubadas a 37 ºC, com 

atmosfera humidificada e 5 % de CO2 por 24 horas, por forma a simular as mesmas 

condições dos ensaios de exposição utilizadas em todos os ensaios de cultura celular 

realizados neste trabalho. 

As NPs provenientes da síntese foram caracterizadas morfologicamente por TEM 

num microscópio H8100 (Hitachi) do MicroLab no Instituto Superior Técnico (IST), 

Universidade de Lisboa, e num microscópio JEM-1400 (JEOL) no Histology and Electron 

Microscopy Service (HEMS), Instituto de Investigação e Inovação em Saúde (i3S), 
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Universidade do Porto, operados a 200 kV. A análise de UV-vis foi realizada para 

verificar a estabilidade coloidal e avaliar o tamanho hidrodinâmico. Este tamanho foi 

calculado com base nas absorvências do pico da banda plasmónica e a 450 nm, 

conforme descrito por Haiss et al., 2007.  Os espectros foram adquiridos num 

espectrofotómetro UV-vis Cary 50 Bio (Varian), em células de quartzo (Labbox). A 

análise de DLS usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Worcestershire, 

Reino Unido), serviu para determinar a carga superficial (ζ-potencial) e o tamanho 

hidrodinâmico das NPs. Os resultados foram apresentados como Z average juntamente 

com o índice de polidispersão (PDI). O tamanho hidrodinâmico também foi avaliado por 

NTA usando o NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, Worcestershire, Reino Unido). 

Os resultados foram apresentados como: média ± erro padrão. 

 

3.1.4. Cultura celular 

Neste estudo, como já referido, foi utilizada a linha celular epitelial humana Caco-2 

(ATCC® HTB-37™). Esta linha celular foi fornecida pela Life Technologies (Invitrogen, 

França) e as células foram mantidas numa atmosfera humidificada com 5 % de CO2 e a 

37 ºC, em meio Eagle modificado por Dulbecco com alta concentração em glucose 

(DMEM), suplementado com 10 % de FBS, 1 % de solução de antibiótico-antimicótico 

(10000 U/ mL penicilina + 10000 µg/ mL estreptomicina) e 1 % de solução de 

aminoácidos não essenciais. As células foram rotineiramente cultivadas em frascos de 

75 cm2 Corning® (VWR, Lisboa, Portugal), sendo o meio trocado a cada 2-3 dias. A 

passagem celular foi efetuada com aproximadamente 80 % de confluência, expondo as 

células durante breves minutos a uma solução de tripsina/ EDTA a 0,25 %, até um 

máximo de 10 passagens. 

 

3.1.5. Ensaios de viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada após exposição às diferentes NPs por dois métodos 

(redução de MTT e incorporação de NR). Para tal, as células foram semeadas em placas 

de cultura de 96 poços numa densidade de 50 000 células por poço e incubadas com 

DMEM nas condições padrão durante 24h, momento em que as células atingiram a 

confluência. Todas as soluções diluídas foram preparadas a partir das soluções-stock, 

fornecidas pelo Departamento de Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da 

Universidade do Porto. Os seis tipos de NPs metálicas foram testados numa 

concentração diluída 10 vezes a partir da solução-stock (Tabela 6). Numa segunda fase, 
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apenas as SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram testadas a 

diferentes diluições (de 20 a 190x), por forma a se encontrar a concentração mais alta 

não citotóxica para as células Caco-2 (Tabela 7). As soluções-stock foram agitadas no 

vortex à temperatura ambiente. Este procedimento foi feito fora da câmara de fluxo 

laminar, pelo que foi realizado com o máximo de cuidado, de forma a que os frascos 

não se abrissem, evitando assim possíveis contaminações. Após a preparação das 

soluções diluídas dos seis tipos de NPs em meio de cultura celular suplementado com 

FBS, as células foram expostas às NPs por 24h, em pelo menos três experiências 

independentes realizadas em sextuplicado. Relativamente aos controlos, o Triton X-100 

a 1 % foi utilizado como controlo positivo, as células incubadas apenas com meio de 

cultura foram utilizadas como controlo negativo e os controlos de solventes foram 

dispensados, uma vez que a sua interferência seria residual graças ao método de 

síntese e de lavagem destas NPs, bem como a pequena percentagem de etanol 

utilizada na funcionalização com MUA. 

Em todos estes ensaios de viabilidade celular, os resultados foram normalizados 

tanto para os controlos negativos como para os controlos positivos e foram 

apresentados graficamente como percentagem de viabilidade celular em relação ao 

controlo negativo. 

 

3.1.5.1. Teste de redução de MTT  

A citotoxicidade das NPs foi avaliada pelo método colorimétrico de MTT, conforme 

descrito anteriormente (Dias da Silva et al., 2015). Neste ensaio, as redutases 

mitocondriais das células viáveis reduzem o MTT, um composto de coloração amarela 

e solúvel em água, em sais de formazano, um composto de coloração roxa e insolúvel 

em água. Como o MTT só pode ser reduzido quando estas enzimas estão ativas, a 

quantidade de sais de formazano obtida, pode ser usada como um indicador da 

atividade metabólica das células e, portanto, de viabilidade celular. Por conseguinte, 

após o tempo de exposição e do meio de cultura ter sido aspirado, as células foram 

incubadas com uma solução de MTT 1 mg/ mL em solução salina (HBSS, sem cálcio e 

sem magnésio) durante aproximadamente 30 min nas condições padrão. Em seguida, 

a solução foi aspirada e foram adicionados 100 L de solução de solubilização 

(dimetilsulfóxido, DMSO) aos poços, sendo as placas de 96 poços mantidas por 

aproximadamente 15 min no escuro à temperatura ambiente num agitador orbital para 
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a solubilização completa dos cristais de formazano. A absorvência foi medida a 570 nm 

num leitor de placas de múltiplos poços (BioTek Instruments, Vermont, EUA).  

O teste de redução de MTT é um procedimento simples, rápido, barato e que requer 

pouca manipulação das células e, portanto, apresenta várias vantagens em comparação 

com outros ensaios de citotoxicidade. Contudo, é necessário ter em conta que podem 

ocorrer efeitos interferentes, nomeadamente o facto das NPs poderem adsorver na sua 

superfície (devido à grande área de superfície) o formazano formado, subtraindo-o do 

extrato celular. Tal acontecimento pode levar a valores mais baixos de viabilidade 

celular. No entanto, a preparação das soluções das diferentes NPs metálicas em estudo, 

a diferentes concentrações, em meio de cultura com FBS, pode contribuir para a 

dispersão das NPs e para a formação de um revestimento com proteínas nas NPs e, 

portanto, pode levar a uma diminuição da adsorção de formazano na superfície (Kroll et 

al., 2009; Lewinski et al., 2008).  Estes tipos de situações são difíceis de controlar, pelo 

que, na literatura é aconselhado a realização de mais que um método para determinar 

a citotoxicidade, por forma a se poder averiguar possíveis interferências nos 

procedimentos laboratoriais (Lewinski et al., 2008; Marquis et al., 2009). Deste modo, 

foi realizado o teste de incorporação de NR, por forma a confirmar os resultados obtidos 

pelo MTT.  
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Tabela 6| Concentrações das soluções-stock e das concentrações testadas das diferentes NPs metálicas.   

Tipos de NPs 
AuNPs Esféricas 60 

nm Citrato 

AuNPs Esféricas 40 nm 

Citrato 

AuNPs Esféricas 12 nm 

Citrato 

AuNPs Estreladas 60 nm 

MUA 

AgNPs Estreladas 200 

nm Citrato 

Concentração da solução- 

stock (nM) 
0,074  0,16 15  0,17  0,10  

Concentração testada (nM)  

(Diluição de 10x a solução- 

stock) 

0,0074  0,016  1,5  0,017  0,010  

 

 

Tabela 7| Concentrações testadas das SeNPs esféricas com 300 nm revestidas com glucose.   

SeNPs Esféricas 300 nm Glucose (Concentração solução-stock: 0,1 nM) 

Diluições da 

solução-

stock 

20x 30x 40x 50x 60x 70x 80x 90x 100x 110x 120x 130x 140x 150x 160x 170x 180x 190x 

Concentração 

testada (nM) 0,005 0,0033 0,0025 0,002 0,0017 0,0014 0,0013 0,0011 0,001 0,0009 0,0008 0,00077 0,00071 0,00067 0,00063 0,00059 0,00056 0,00053 
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3.1.5.2. Teste de incorporação de NR 

A citotoxicidade das NPs também foi avaliada pelo ensaio do NR, conforme descrito 

anteriormente (Marcelo et al., 2018). Neste ensaio, o NR é incorporado pelas células 

viáveis e é acumulado nos lisossomas. A capacidade de incorporar o NR diminui à 

medida que as células vão morrendo. Desta forma, a perda da capacidade de 

incorporação deste corante corresponde à perda de viabilidade celular. O NR é depois 

removido das células viáveis num procedimento de lavagem e a viabilidade celular é 

proporcional à quantidade de corante extraído das células viáveis intactas. Por 

conseguinte, após a exposição aos seis tipos de NPs metálicas e remoção do 

sobrenadante, as células foram incubadas com uma solução de NR 50 μg/ mL em HBSS 

(sem cálcio, sem magnésio) durante aproximadamente 30 minutos nas condições 

padrão. Seguidamente, a solução de NR foi removida e as células foram lavadas com 

HBSS (sem cálcio, sem magnésio). Posteriormente, foram adicionados aos poços 100 

L de solução de lise (50 % de etanol/ 49 % de água/ 1 % de ácido acético glacial), 

sendo as placas de 96 poços mantidas por aproximadamente 15 min no escuro à 

temperatura ambiente num agitador orbital para que o corante intracelular fosse 

libertado dos lisossomas e fosse dissolvido. A absorvência do corante solubilizado foi 

lida a 540 nm e a 670 nm num leitor de placas de múltiplos poços (BioTek Instruments, 

Vermont, EUA).  

 

3.1.6. Ensaios de permeabilidade celular 

As condições para garantir a diferenciação celular e formação da monocamada, bem 

como os ensaios de permeabilidade das células Caco-2 foram realizados de acordo com 

o método descrito por Hubatsch et al., 2007, com algumas modificações. De modo a 

obter uma monocamada de células intestinais diferenciadas (apresentando polos apical 

e basolateral) as células foram semeadas em placas de 12 poços numa densidade de 

300 000 células, num sistema designado por transwell. Este sistema consiste numa 

membrana semipermeável de politereftalato de etileno com uma porosidade de 0,4 µm 

(Falcon®, EUA). Porém, este procedimento foi interrompido por motivos já referidos 

anteriormente (Capítulo 1 na secção 1.1). Idealmente, as células seriam mantidas em 

cultura durante 21 dias, por forma a garantir a correta e completa diferenciação celular 

e a obtenção da monocamada, e o meio seria trocado a cada 2-3 dias. Durante este 

período, a integridade da monocamada das Caco-2, isto é, a TEER das células 

cultivadas no sistema transwell seria medida com um voltímetro epitelial (EVOM). A 



77 
 

medição da TEER permitiria determinar se as células estariam confluentes e se já 

estabeleceriam entre si as junções estreitas que são necessárias para que as NPs não 

passem entre as células, mas sim pelas células. Por forma a determinar o valor de 

resistência da membrana, um transwell sem células seria utilizado como branco. Estas 

medições seriam efetuadas regularmente (a cada 2-3 dias), com as células à 

temperatura ambiente e os valores de TEER seriam expressos em Ohms (Ω), de acordo 

com a seguinte equação: RTEER = [RB – RC] × A. RTEER representa o valor de resistência 

elétrica transepitelial (Ω.cm2), RB representa a resistência das células em monocamada, 

RC significa o valor de resistência do transwell sem células (branco) e A corresponde à 

área de superfície da membrana onde se encontram as células.  

No 21º dia, os ensaios para determinação da permeabilidade da membrana intestinal 

seriam realizados. Para tal, as células semeadas no compartimento superior seriam 

lavadas com HBSS contendo iões de cálcio e magnésio e, em seguida, as diferentes 

NPs em estudo seriam adicionadas ao compartimento superior em meio de cultura novo 

(1 mL) numa concentração final indicada nas Tabelas 6 e 7. Tal como já referido, a 

concentração testada teria de corresponder a uma viabilidade celular de 100 %. Tanto 

durante os períodos de diferenciação como de exposição às NPs, 1 mL de meio de 

cultura de células seria adicionado ao lado inferior. As células seriam incubadas com os 

seis tipos de NPs por 24 h numa atmosfera humidificada com 5 % de CO2 e a 37 ºC. 

Após a incubação, seriam recolhidos 500 μL do lado superior e 500 μL do lado inferior 

para a quantificação de ouro, prata e selénio por espectrometria de absorção atómica 

em forno de grafite (GFAAS, graphite furnace atomic absorption spectrometry).  

 

3.1.7. Análise estatística 

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram apresentados como a 

média ± erro padrão da média (EPM) de pelo menos três experiências independentes 

realizadas em sextuplicado. A análise da distribuição dos dados (normalidade) foi 

avaliada por quatro testes: Anderson-Darling, D'Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e 

Kolmogorov-Smirnov. As comparações estatísticas entre os grupos foram realizadas 

pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn não corrigido. As diferenças foram 

consideradas significantes para valores de *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e 

****p<0,0001.  
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3.2. Resultados e discussão  

 

3.2.1. Caracterização das nanopartículas de ouro, 

prata e selénio 

Um procedimento imprescindível para a realização do estudo da citotoxicidade das 

NPs é a prévia caracterização físico-química das mesmas.  

O tamanho nominal corresponde ao tamanho das NPs secas, desidratadas. Como 

as NPs podem sofrer alterações quando colocadas num novo meio, devido à presença 

de aminoácidos e proteínas, alterações do pH, etc., é muito importante medir também o 

tamanho destas em suspensão (tamanho hidrodinâmico). Este tamanho não inclui 

apenas a parte metálica das NPs, inclui também tudo o que está na superfície das 

mesmas (revestimento). O tamanho hidrodinâmico pode variar consoante as NPs 

estejam em água ou em meio de cultura, uma vez que as NPs em solução interagem 

com o meio envolvente e com as outras NPs podendo mesmo ocorrer agregação, 

dispersão e aglomeração (Enea et al., 2020; Pereira, 2014). Para além das NPs 

poderem reagir com os vários componentes dos meios de cultura usados nos ensaios 

de citotoxicidade as NPs também podem interferir com os sistemas de deteção e, 

consequentemente, levar a resultados pouco credíveis (Kroll et al., 2009; Lewinski et al., 

2008). Assim sendo, antes da realização de tais ensaios foi necessário fazer a 

caracterização físico-química das NPs. Posto isto, após a síntese, os seis tipos de NPs 

metálicas foram caracterizados quanto às suas propriedades físico-químicas, 

estabilidade e estado de agregação. Contudo, por falta de disponibilidade de 

equipamento, não foi possível utilizar algumas destas técnicas em certas NPs aqui 

estudadas. Além disso, por razões mencionadas anteriormente (Capítulo 1 na secção 

1.1), não foi possível realizar a caracterização das NPs dispersas no meio de cultura 

DMEM suplementado com FBS. 

Foram realizados os seguintes testes de caracterização de NPs: espectro de 

absorção de UV-vis, imagem de TEM, medições de NTA, DLS e ζ-potencial. 
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Figura 13| Espectros de absorção de UV-vis das suspensões de AuNPs em forma 

de esferas, revestidas com citrato e com diferentes tamanhos (12, 40 e 60 nm) (imagens 

gentilmente cedidas por Miguel Peixoto de Almeida, Departamento de Química e 

Bioquímica, FCUP). 

 

A caracterização por espectrofotometria de UV-vis é muitas vezes utilizada para 

validar a síntese e para verificar a estabilidade coloidal das NPs sintetizadas. As 

suspensões de AuNPs revestidas com citrato e com diferentes tamanhos (12, 40 e 60 

nm) foram analisadas por esta técnica pelo investigador Miguel Peixoto de Almeida do 

Departamento de Química e Bioquímica da FCUP (Figura 13). Diversos fatores como o 

tipo de metal, distância interpartículas, forma, tamanho, composição das NPs e índice 

de refração do meio podem influenciar o comprimento de onda ao qual se verifica o 

máximo da banda plasmónica de ressonância superficial. Por exemplo, quanto maiores 

forem as nanoesferas mais o pico de absorção estará deslocado para a direita, 

comprimentos de onda mais altos  (Pereira, 2014). Pela análise da Figura 13 é possível 

verificar que ocorreu formação de AuNPs em forma de esferas, uma vez que os 

espectros apresentam uma banda plasmónica bem definida, centrada por volta dos 520 

nm, característica de NPs com esta forma e tamanhos. Assim sendo, o máximo de 

absorção foi a 528 nm para as AuNPs de maiores dimensões (60 nm), 526 nm para as 

AuNPs de 40 nm e 519 nm para as AuNPs mais pequenas (12 nm). Pela forma da 

banda, estes resultados indicam, ainda, que se trata de amostras bem estabilizadas pelo 

agente de revestimento e com dispersão reduzida de tamanhos, isto é, a banda 

plasmónica estreita indica uma distribuição homogénea de tamanhos especialmente 
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para a solução de AuNPs de 60 nm, pois é a amostra que apresenta a  banda 

plasmónica mais estreita. A ausência de outros picos plasmónicos indica que as 

amostras apresentam alta estabilidade e que não formaram agregados. O deslocamento 

da posição da banda plasmónica para comprimentos de onda mais altos poderia 

significar a presença de partículas de maior dimensão ou de agregados.  

 

 

Figura 14| Espectros de absorção de UV-vis da suspensão de AuNPs em forma de 

estrelas de 60 nm revestidas com MUA (imagens gentilmente cedidas por Miguel 

Peixoto de Almeida, Departamento de Química e Bioquímica, FCUP). 

 

As nanoestrelas são constituídas por um núcleo esférico do qual saem várias 

extremidades em forma de prismas triangulares irregulares que são os picos das 

estrelas e, portanto, as NPs em forma de estrelas apresentam uma ressonância 

plasmónica mais complexa (Pereira, 2014). Comparando a Figura 13 com a Figura 14 

é possível verificar que a banda plasmónica das NPs estreladas é muito mais larga do 

que a das esféricas. Esta largura deve-se ao facto de existir uma maior diversidade de 

formas nas nanoestrelas do que nas nanoesferas, por exemplo umas nanoestrelas 

podem ter três picos e outras podem ter cinco picos. Além disso, é possível verificar que 

ao contrário das AuNPs esféricas que apresentaram uma única banda plasmónica 

característica nos 520 nm, as AuNPs estreladas apresentaram mais do que uma banda 

plasmónica. O espectro de UV-vis das AuNPs em forma de estrelas apresenta uma 

banda mais larga e intensa entre os 650 e os 830 nm correspondente à banda de 

absorção dos picos das estrelas e uma banda mais pequena e menos intensa entre os 

500 e 600 nm correspondente à banda de absorção do núcleo. 

 



81 
 

 

Figura 15| Imagens representativas da análise por TEM de exemplos de NPs 

estudadas neste trabalho. A imagem à direita das AgNPs estreladas revestidas com 

citrato representa uma ampliação de uma NP em forma de estrela (informação cedida 

por Peixoto de Almeida, 2020, Departamento de Química e Bioquímica, FCUP). 

 

Por forma a confirmar as características obtidas por UV-vis foi realizada a 

caracterização das NPs por TEM. Esta técnica microscópia proporciona o acesso à 

morfologia das NPs com elevada resolução e permite determinar o estado de 

agregação. Na Figura 15 apresentam-se imagens TEM representativas das AuNPs, 

AgNPs e SeNPs. Pela análise de TEM é possível verificar que todas as NPs obtidas 

exibiram as formas desejadas. As AuNPs com citrato e as SeNPs com glucose 

apresentaram uma forma esférica, por outro lado, as AuNPs com MUA e as AgNPs com 

citrato apresentaram uma forma estrelar. As NPs em forma de esferas apresentaram 

um formato arredondado, superfície lisa e distribuição estreita de tamanho, enquanto 

que as NPs em forma de estrelas apresentaram um grande número de picos na 

superfície. Em todas as NPs não foram observados muitos agregados. 

O tamanho hidrodinâmico das NPs dispersas no solvente (água ultrapura) foi 

determinado por UV-vis, DLS e NTA. Os resultados encontram-se na Tabela 8 e estão 

de acordo com os valores esperados. Além disso, os valores obtidos foram 
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concordantes entre as diferentes técnicas. Todas as NPs apresentaram valores de PDI 

menores que 0,3; o que indica que estas NPs estão bem dispersas. 

As NPs com um ζ-potencial abaixo de -30 mV ou acima de +30 mV são mais estáveis, 

uma vez que a sua carga da superfície impede a agregação. Por outro lado, as NPs 

com carga próxima de 0 mV têm tendência a agregar e, portanto, são menos estáveis 

(Barhoum et al., 2018). O ζ-potencial das NPs em estudo foi determinado e os resultados 

obtidos encontram-se na Tabela 8. Todas as NPs apresentaram um valor de ζ-potencial 

negativo devido aos agentes de revestimento com carga negativa (citrato, MUA e 

glucose). Além disso, é possível verificar que os valores obtidos se situam na ordem dos 

‒ 40 mV, o que é indicativo de soluções com boa estabilidade e, portanto, com menor 

tendência de agregação.  

 

Tabela 8| Tamanho hidrodinâmico e ζ-potencial das NPs testadas. 

Amostras 
Tamanho hidrodinâmico (nm) 

ζ-potencial 

(mV) 

DLS 

NTA UV-vis DLS 
 Z average PDI 

AuNPs 

esféricas com 

citrato 

(pequenas) 

15,7 ± 0,1 0,28 - 12 -49 ± 5,1 

AuNPs 

esféricas com 

citrato 

(médias) 

-  54,4 ± 1,9 40 - 

AuNPs 

esféricas com 

citrato 

(grandes) 

-  - 60 - 

AuNPs 

estreladas 

com MUA 

67,9 ± 0,4 0,25 62,0 ± 0,7 - -33,8 ± 0,6 

AgNPs 

estreladas 

com citrato 

136,8 ± 1,5 0,22 190,4 ± 4,4 - -38,3 ± 0,6 

SeNPs 

esféricas com 

glucose 

 
378,0 ± 4,1 

 
0,03 196,6 ± 3,8  300 -42,9 ± 0,3  
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A partir destes resultados, é possível concluir que para uma caracterização rigorosa 

e completa das NPs é necessário recorrer a várias técnicas e ensaios. Além disso, é 

evidente que a padronização da metodologia de caracterização físico-química das NPs, 

ainda que adaptada a cada tipo de NP em estudo, permitirá a obtenção de resultados 

mais rigorosos e uma comparação mais fácil entre resultados.  

 

3.2.2. Estudo da citotoxicidade das 

nanopartículas de ouro, prata e selénio em 

células Caco-2  

As células Caco-2, uma linha celular epitelial humana, são frequentemente utilizadas 

em estudos in vitro para estudar a absorção de compostos administrados por via oral, 

incluindo NPs, devido à sua lenta diferenciação e formação de junções estreitas, 

resultando num fenótipo e num funcionamento que se assemelham aos enterócitos que 

revestem o epitélio do intestino delgado humano.  As células Caco-2 foram incubadas 

com as diferentes soluções, dos seis tipos de NPs metálicas em estudo, por forma a 

avaliar os potenciais efeitos citotóxicos destas NPs. Além disso, a avaliação da 

citotoxicidade foi realizada com o intuito de determinar uma concentração não citotóxica 

para ser utilizada nos ensaios de avaliação da permeabilidade destas NPs, através da 

monocamada de células Caco-2. Contudo, os ensaios de permeabilidade não foram 

concluídos a tempo da data de entrega deste trabalho, por motivos já mencionados 

anteriormente (Capítulo 1 secção 1.1).  

O principal parâmetro de avaliação da citotoxicidade das NPs é a determinação da 

viabilidade celular (Kroll et al., 2009; Lewinski et al., 2008). Neste trabalho, foram 

realizados dois dos principais métodos utilizados na avaliação da citotoxicidade das 

NPs: o teste de redução do MTT e o teste de incorporação do NR. As Figuras 16-19 

representam os resultados de toxicidade celular obtidos para as 6 NP metálicas. Os 

resultados de viabilidade celular foram calculados e expressos percentualmente em 

relação aos valores obtidos para as células controlo (células não expostas às NPs).  

Numa primeira fase, os seis tipos de NPs metálicas foram testados a uma 

concentração diluída 10x em relação à solução-stock. Numa segunda fase, apenas as 

SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram testadas numa gama de 

concentrações diluídas de 20 a 190x em relação à solução-stock. 
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Figura 16| Avaliação da citotoxicidade das diferentes NPs em estudo em células 

Caco-2 pelo ensaio de redução do MTT após 24 horas de exposição. Os resultados são 

apresentados como a % média de viabilidade celular em relação ao controlo negativo 

não tratado ± EPM de 4 experiências independentes realizadas em sextuplicado. As 

comparações estatísticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido 

pelo teste Dunn não corrigido. 

 

Os resultados da viabilidade celular obtidos pelos ensaios de redução de MTT (Figura 

16) não mostraram nenhum efeito significativo de citotoxicidade nas células Caco-2. Isto 

é, as AuNPs esféricas com citrato (12, 40 e 60 nm), as AuNPs estreladas com MUA (60 

nm) e as AgNPs estreladas com citrato (200 nm) não causaram uma diminuição na 

viabilidade celular inferior a 80 % após 24 horas de exposição. Da análise dos resultados 

pode-se inferir que tanto as AuNPs como as AgNPs são biocompatíveis com as células 

Caco-2, nas condições em que decorreram estes ensaios laboratoriais. 

Diversas interferências difíceis de controlar podem ocorrer nos ensaios de avaliação 

da viabilidade celular, pelo que deve-se realizar  mais de que um método com os 

mesmos materiais para aferir a viabilidade celular, de forma a se poder averiguar 

possíveis interferências nos procedimentos laboratoriais, bem como para permitir uma 

interpretação mais correta dos resultados obtidos (Kroll et al., 2009; Lewinski et al., 

2008). Posto isto, e como já referido, foi realizado um segundo método de avaliação da 

citotoxicidade dos seis tipos de NPs, o teste de incorporação do NR. 
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Figura 17| Avaliação da citotoxicidade das diferentes NPs em estudo em células 

Caco-2 pelo ensaio de incorporação do NR após 24 horas de exposição. Os resultados 

são apresentados como a % média de viabilidade celular em relação ao controlo 

negativo não tratado ± EPM de 4 experiências independentes realizadas em 

sextuplicado. As comparações estatísticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-

Wallis, seguido pelo teste Dunn não corrigido. 

 

A Figura 17 representa os resultados obtidos no estudo da viabilidade celular das 

células Caco-2, pelo ensaio da incorporação do NR, quando expostas durante 24 h a 

AuNPs esféricas com citrato (12, 40 e 60 nm), a AuNPs estreladas com MUA (60 nm) e 

a AgNPs estreladas com citrato (200 nm). Pela análise da Figura 17 é possível verificar 

que nenhuma destas cinco NPs metálicas causaram citotoxicidade significativa nesta 

linha celular e, portanto, estes resultados estão de acordo com os resultados obtidos 

pelo ensaio de MTT. A concordância destes resultados reforça ainda mais a ideia de 

que de facto, as AuNPs e as AgNPs não causam toxicidade nas células Caco-2, nas 

condições experimentais testadas. 

As SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram citotóxicas para as 

células Caco-2, quando testadas a uma concentração diluída 10x em relação à solução-

stock (0,01 nM). Por conseguinte, as SeNPs foram testadas numa gama de 

concentrações diluídas em relação à solução-stock de 20 a 190x, com o objetivo de 

identificar uma concentração que não provocasse citotoxicidade para posterior 

utilização nos ensaios de permeabilidade celular.  
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Figura 18| Avaliação da citotoxicidade das SeNPs esféricas de 300 nm revestidas 

com glucose, a diferentes concentrações (0,005 - 0,00053 nM), em células Caco-2 pelo 

ensaio de redução do MTT após 24 horas de exposição. Os resultados são 

apresentados como a % média de viabilidade celular em relação ao controlo negativo 

não tratado ± EPM de 3 experiências independentes realizadas em sextuplicado. As 

comparações estatísticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido 

pelo teste Dunn não corrigido. As diferenças foram consideradas significantes para 

valores de *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. 

 

Os resultados da viabilidade celular obtidos para as SeNPs esféricas de 300 nm 

revestidas com glucose pelos ensaios de MTT (Figura 18) mostraram uma citotoxicidade 

dependente da concentração. À medida que a diluição da solução-stock aumentou 

(concentração de SeNPs diminuiu) a viabilidade celular também aumentou. Estas 

SeNPs causaram efeitos citotóxicos significativos nas células Caco-2, mas apenas nas 

diluições mais pequenas (concentrações mais altas; de 0,005 a 0,001 nM). Nas diluições 

maiores (concentrações mais baixas; de 0,0009 a 0,00053 nM) as SeNPs não causaram 

diminuição significativa na viabilidade celular. Portanto, pode-se inferir que nestas 

concentrações mais baixas as SeNPs são biocompatíveis com as células Caco-2, nas 

condições em que decorreram estes ensaios laboratoriais. Contudo, estes resultados 

precisariam de ser confirmados pelos ensaios de incorporação do NR, que por motivos 
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já mencionados em cima (Capítulo 1 secção 1.1), não foi possível realizar o número de 

experiências independes (Figura 19).  
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Figura 19| Avaliação da citotoxicidade das SeNPs esféricas de 300 nm revestidas 

com glucose, a diferentes concentrações (0,005 - 0,001nM), em células Caco-2 pelo 

ensaio de incorporação de NR após 24 horas de exposição. Os resultados são 

apresentados como a % média de viabilidade celular em relação ao controlo negativo 

não tratado ± EPM de 1 experiência independente realizadas em sextuplicado. As 

comparações estatísticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido 

pelo teste Dunn não corrigido. As diferenças foram consideradas significantes para 

valores de *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. 

 

Diversos estudos multiparamétricos já foram desenvolvidos para investigar a 

influência das propriedades físico-químicas das AuNPs, AgNPs e SeNPs na toxicidade 

e nas interações com os sistemas biológicos. Contudo, conforme já referido na secção 

2.7 do Capítulo 2, existem resultados de estudos presentes na literatura que são 

contraditórios, o que impede que se retire conclusões rigorosas e definitivas sobre a 

segurança destas NPs metálicas. As discrepâncias dos resultados in vitro encontrados 

na literatura são atribuídas à utilização de diferentes condições experimentais, 
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nomeadamente linhas celulares, concentrações, tempos de exposição, maneiras de 

expressar as concentrações (ex: conteúdo de metal ou número de NPs) e diferentes 

métodos de síntese das NPs. Além disso, esses estudos in vitro incluem variações 

simultâneas de diferentes propriedades físico-químicas, como por exemplo tamanho, 

revestimento, forma, etc. Assim sendo, a ausência de uma padronização dos métodos 

para a caracterização das NPs e para os ensaios de toxicidade, dificulta a análise 

comparativa entre os resultados de estudos existentes na literatura e os resultados 

obtidos em estudos posteriores (Adewale et al., 2019; Ahamed et al., 2010; Lewinski et 

al., 2008; Menon et al., 2018; Rezvani et al., 2019; Sharma et al., 2017; Tao, 2018).  

Em relação às AuNPs, a análise dos resultados parece descartar qualquer fenómeno 

de citotoxicidade associado às AuNPs estreladas de 60 nm revestidas com MUA e às 

AuNPs esféricas revestidas com citrato de 12, 40 e 60 nm, no modelo in vitro usado e 

nas concentrações testadas. Estes resultados estão de acordo com os obtidos por Enea 

et al., 2020 que testaram quatro tipos de AuNPs: AuNPs esféricas de 15 nm com citrato, 

AuNPs esféricas de 15 nm com MUA, AuNPs esféricas de 60 nm com citrato e AuNPs 

estreladas de 60 nm com MUA. Estes autores não observaram nenhum efeito de 

citotoxicidade significativo das AuNPs nas células Caco-2, após 24 h de exposição, 

numa gama de concentrações de 1 a 60 µM Au. Apesar de ligeiras diferenças nos 

tamanhos das AuNPs em comparação com os utilizados neste trabalho, os 

revestimentos de citrato e de MUA não parecem estar associados a fenómenos de 

citotoxicidade. Porém, Enea et al., 2019 demonstraram que AuNPs esféricas de 14 nm 

revestidas com MUA, AuNPs esféricas de 14 nm revestidas com citrato, AuNPs 

esféricas de 50 nm revestidas com citrato, AuNPs esféricas de 50 nm revestidas com 

MUA e AuNPs estreladas de 50 nm revestidas com MUA provocaram uma diminuição 

dependente da concentração (de 1 a 60 µM Au) na viabilidade celular de células 

endoteliais microvasculares cerebrais humanas (células hCMEC/ D3), variando de 100 

% a 50 %, após 4 h de exposição. Os autores verificaram ainda um perfil de 

citotoxicidade semelhante após 24 h de exposição às diferentes AuNPs, mas com maior 

intensidade, o que demonstrou uma toxicidade dependente do tempo. Apesar dos 

tamanhos das AuNPs serem ligeiramente diferentes, os revestimentos e as formas das 

AuNPs são iguais às utilizadas nesta dissertação, pelo que se pode depreender que a 

suscetibilidade à toxicidade das AuNPs revestidas com MUA e citrato poderá também 

dever-se ao tipo de células, isto é, a toxicidade das AuNPs pode depender das 

características das células testadas.  

No que respeita às SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose, em 

concentrações inferiores a 0,0009 nM, e às AgNPs estreladas de 200 nm revestidas 
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com citrato a 0,010 nM, a análise dos resultados também parece descartar qualquer 

fenómeno de citotoxicidade nas células Caco-2. Contudo, uma comparação entre estes 

resultados preliminares de citotoxicidade e os resultados descritos na literatura é difícil 

devido à variação de diversos fatores experimentais. Porém, a biocompatibilidade das 

AgNPs e das SeNPs tem sido demonstrada para diferentes linhas celulares, embora 

tenham sido utilizadas NPs de diferentes tamanhos, com formas, revestimentos, cargas 

superficiais, estado de agregação, concentrações e métodos de síntese diferentes 

(Ahamed et al., 2010; Mal et al., 2017; Menon et al., 2018; Sharma et al., 2017; Silvan 

et al., 2018; Vila et al., 2018; Zhang et al., 2015). 

A função das NPs está relacionada com a composição do núcleo, enquanto que o 

revestimento determina a biocompatibilidade das mesmas. Além disso, regra geral o 

revestimento das NPs melhora a sua estabilidade em suspensão, diminuindo a 

formação de agregados (Lewinski et al., 2008). No caso das NPs metálicas testadas, 

revestidas com citrato, MUA ou glucose, o núcleo metálico (ouro, prata ou selénio) não 

se encontra em contacto com as células Caco-2. Portanto, o facto de não se terem 

encontrado sinais de citotoxicidade nas células Caco-2, pode estar relacionado com a 

proteção conferida pelo revestimento destas NPs. Resultados reportados na literatura 

comprovam a biocompatibilidade das AuNPs revestidas com citrato e com MUA (Enea 

et al., 2020; Fraga et al., 2013; Villiers et al., 2010) e das AgNPs revestidas com citrato 

(Zhang et al., 2015). Embora ainda não existam estudos que comprovem a 

biocompatibilidade das SeNPs revestidas com glucose, existem estudos com outros 

tipos de NPs revestidas com glucose que atestam a biocompatibilidade deste 

revestimento (Connor et al., 2005). 

Para além do revestimento, também a carga superficial parece ter tido aqui um papel 

fundamental na citotoxicidade dos seis tipos de NPs metálicas em estudo. Regra geral, 

as NPs com carga negativa são menos tóxicas que as NPs com carga positiva. Isto 

porque, as NPs carregadas positivamente têm maior afinidade para as membranas 

celulares que são carregadas negativamente. Assim sendo, tendo em conta que os três 

tipos de revestimentos (citrato, MUA e glucose) utilizados nos seis tipos de NPs tinham 

carga negativa, avaliada pelo ζ-potencial (Tabela 8), seria de esperar que estas NPs 

revestidas não causassem citotoxicidade apreciável.  

A citotoxicidade também pode variar conforme o tipo de revestimento das NPs, pelo 

que são necessários mais estudos sobre a caracterização do revestimento da superfície 

para melhorar a compreensão das interações entre as NPs e as células. Por exemplo, 

Enea et al., 2019 compararam os revestimentos de citrato e de MUA de AuNPs, e 
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observaram uma maior citotoxicidade para o citrato quando comparado com o MUA. Tal 

diferença na toxicidade pode ser resultado de uma maior internalização celular das NPs 

com citrato. O citrato tem menor capacidade estabilizadora em relação ao MUA, pelo 

que as NPs com citrato têm maior tendência para formar agregados, o que, 

consequentemente, aumenta o contacto com a membrana celular (Enea et al., 2019). 

Contudo, existem dados discrepantes a este nível (Chhour et al., 2017; Naha et al., 

2015). Por exemplo, AuNPs revestidas com MUA foram internalizadas por três linhas 

celulares de mamíferos [fibroblastos humanos (células BJ5ta), células epiteliais do cólon 

humano (células C2BBe1) e macrófagos de ratos (células J774A.1)] numa extensão 

superior em relação às AuNPs revestidas com citrato após 24 h de incubação (Naha et 

al., 2015). 

No âmbito da indústria agroalimentar, a escolha entre os vários tipos de 

revestimentos de NPs, recairá sobre aqueles que demonstrarem não causar toxicidade. 

Porém, como foi referido ao longo desta dissertação, o revestimento das NPs é apenas 

um dos muitos fatores a ter em consideração na avaliação da segurança das NPs para 

aplicações agroalimentares. Portanto, qualquer comparação entre resultados deve ser 

realizada com ponderação antes de se tirarem conclusões definitivas. A padronização 

de protocolos de avaliação da citotoxicidade e de caracterização físico-química permitirá 

estabelecer testes toxicológicos credíveis, resultados mais fidedignos e comparações 

entre resultados mais fiáveis. 
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Conclusões e perspetivas futuras 

Perante o que foi descrito nesta dissertação, é de salientar que a indústria 

agroalimentar tem beneficiado com a nanotecnologia, nomeadamente na maior eficácia 

dos agroquímicos, na biodisponibilidade de nutrientes e na segurança do material de 

contacto com os alimentos. Pode-se, assim, assumir, que efetivamente a 

nanotecnologia é algo promissor, e que daqui a uns anos pode trazer muitos mais 

benefícios para toda a sociedade, e em particular para a indústria agroalimentar. 

Contudo, atualmente, ainda existem algumas dúvidas quanto ao potencial risco para a 

saúde humana e para o meio ambiente, resultante da utilização destes NMs, devido às 

suas propriedades específicas, bem como, devido ao uso indiscriminado e ao aumento 

da exposição. Deste modo, a avaliação da segurança dos NMs é da maior importância 

para que se desenvolva melhores aplicações e produtos baseados na nanotecnologia, 

que possam ser um projeto sustentável e usado em larga escala. 

Relativamente aos resultados preliminares obtidos da avaliação da citotoxicidade de 

NMs com possível aplicação na indústria agroalimentar, estes indicam que as AuNPs 

esféricas revestidas com citrato de tamanhos diferentes (12, 40 e 60 nm), as AuNPs 

estreladas revestidas com MUA de 60 nm, as AgNPs estreladas revestidas com citrato 

de 200 nm e as SeNPs esféricas revestidas com glucose com 300 nm, a concentrações 

inferiores a 0,0009 nM, não apresentam toxicidade para as células Caco-2, nas 

condições experimentais descritas neste trabalho. Contudo, como são estudos 

preliminares de citotoxicidade a biocompatibilidade das AuNPs, AgNPs e SeNPs 

testadas para a linha celular Caco-2 terá de ser objeto de mais investigações. A análise 

comparativa entre estes resultados e estudos existentes na literatura foi dificultada 

devido à variação de diferentes condições experimentais e à variação simultânea de 

diferentes propriedades físico-químicas (ex: tamanho, forma e revestimento). Assim 

sendo, futuramente é necessário padronizar a metodologia de avaliação da 

citotoxicidade e da caracterização físico-química das NPs, ainda que adaptada para 

cada tipo de NP em estudo, uma vez que, permitirá estabelecer testes toxicológicos 

fiáveis, obter resultados mais fidedignos e comparações entre resultados mais fáceis. 

Futuramente, para melhorar a metodologia existente de avaliação de risco dos NMs 

devem ser abordadas as seguintes questões: 

• Caracterizar de forma rigorosa as propriedades físico-químicas dos NMs, como 

o estado de agregação e a área de superfície, e não apenas “size range” e o tamanho 

médio das NPs. 
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• Investigar a biocinética (especialmente após exposição oral) dos NMs, avaliar a 

influência das propriedades físico-químicas dos NMs nos seus comportamentos a nível 

da ADME nos organismos vivos e perceber até que ponto estes materiais conseguem 

ultrapassar as barreiras biológicas como o TGI, a BHE, a placenta ou serem excretados 

pelo leite materno. 

• Considerar as interações dos NMs com a matriz alimentar, a microbiota 

intestinal, o pH intestinal e com uma série de outras variáveis no organismo, por forma 

a identificar possíveis mudanças nas propriedades dos NMs que, consequentemente, 

podem alterar o perfil de ADME. 

• Investigar mais aprofundadamente os mecanismos de toxicidade dos diferentes 

tipos de NMs, nomeadamente das AuNPs, das AgNPs e das SeNPs. 

•  Fazer estudos que avaliem a toxicidade sistémica dos NMs em modelos animais 

expostos a doses que reflitam condições normais de exposição ambiental ou 

ocupacional tanto agudas como crónicas. 

• Estabelecer uma métrica de doses para facilitar a interpretação de estudos 

científicos (dose-efeito). 

• Avaliar a migração dos NMs das embalagens para os alimentos. 

• Estudar as relações entre as propriedades físico-químicas dos NMs, com as 

condições ambientais de transporte e armazenamento (ex: temperatura, radiação UV) 

e com o pH/ polaridade dos alimentos. 

• Avaliar a influência da concentração e das propriedades físico-químicas dos NMs 

no seu destino e comportamento ambiental, por forma a verificar se ocorre 

bioacumulação dos NMs na cadeia alimentar. 

• Estabelecer a relação entre o destino, o comportamento, o tempo de persistência 

no ambiente e o estado de estabilidade dos NMs, com as características ambientais do 

local onde foram libertados (ex: pH e salinidade). 

As aplicações e os produtos baseados na nanotecnologia devem ser eficientes e 

devem cumprir com os requisitos de segurança alimentar (ex: retardar a oxidação e 

controlar o crescimento de microorganismos), com a qualidade do produto (ex: sabor e 

aroma) e com a sustentabilidade. Espera-se que, quando aperfeiçoadas e seguras do 

ponto de vista da saúde humana e ambiental as aplicações nanotecnológicas na 

indústria agroalimentar, sejam muito atrativas e usadas em larga escala. 



94 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 5 

 

Referências bibliográficas 



95 
 

Referências bibliográficas 

Abbaspour, A., Norouz-Sarvestani, F., Noori, A., Soltani, N., 2015. Aptamer-conjugated 

silver nanoparticles for electrochemical dual-aptamer-based sandwich detection of 

Staphylococcus aureus. Biosens. Bioelectron. 68, 149–155. 

https://doi.org/10.1016/j.bios.2014.12.040 

Adegbeye, M.J., Elghandour, M.M.M., Barbabosa-Pliego, A., Monroy, J.C., Mellado, M., 

Reddy, P.R.K., Salem, A.Z.M., 2019. Nanoparticles in equine nutrition: Mechanism 

of action and application as feed additives. J. Equine Vet. Sci. 78, 29–37. 

https://doi.org/10.1016/j.jevs.2019.04.001 

Adewale, O.B., Davids, H., Cairncross, L., Roux, S., 2019. Toxicological behavior of gold 

nanoparticles on various models: Influence of physicochemical properties and other 

factors. Int. J. Toxicol. 38, 357–384. https://doi.org/10.1177/1091581819863130 

Afonso, A.S., Pérez-López, B., Faria, R.C., Mattoso, L.H.C., Hernández-Herrero, M., 

Roig-Sagués, A.X., Maltez-da Costa, M., Merkoçi, A., 2013. Electrochemical 

detection of Salmonella using gold nanoparticles. Biosens. Bioelectron. 40, 121–

126. https://doi.org/10.1016/j.bios.2012.06.054 

Ahamed, M., Alsalhi, M.S., Siddiqui, M.K.J., 2010. Silver nanoparticle applications and 

human health. Clin. Chim. Acta 411, 1841–1848. 

https://doi.org/10.1016/j.cca.2010.08.016 

Ahmed, H.H., El-Maksoud, M.D.A., Moneim, A.E.A., Aglan, H.A., 2017. Pre-clinical 

study for the antidiabetic potential of selenium nanoparticles. Biol. Trace Elem. 

Res. 177, 267–280. https://doi.org/10.1007/s12011-016-0876-z 

Aigbogun, I.E., Mohammed, S.S.D., Orukotan, A.A., Tanko, J.D., 2017. The role of 

nanotechnology in food industries - A review. J. Adv. Microbiol. 7, 1–9. 

https://doi.org/10.9734/JAMB/2017/38175 

Aillon, K.L., Xie, Y., El-Gendy, N., Berkland, C.J., Forrest, M.L., 2009. Effects of 

nanomaterial physicochemical properties on in vivo toxicity. Adv. Drug Deliv. Rev. 

61, 457–466. https://doi.org/10.1016/j.addr.2009.03.010 

Al-Samarrai, A.M., 2012. Nanoparticles as alternative to pesticides in management plant 

diseases - A Review. Int. J. Sci. Res. Publ. 2, 2–5. 

Albanese, A., Walkey, C.D., Olsen, J.B., Guo, H., Emili, A., Chan, W.C.W., 2014. 

Secreted biomolecules alter the biological identity and cellular interactions of 



96 
 

nanoparticles. ACS Nano 8, 5515–5526. https://doi.org/10.1021/nn4061012 

Alex, S., Tiwari, A., 2015. Functionalized gold nanoparticles: synthesis, properties and 

applications - A review. J. Nanosci. Nanotechnol. 15, 1869–1894. 

https://doi.org/10.1166/jnn.2015.9718 

Alger, H., Momcilovic, D., Carlander, D., Duncan, T. V., 2014. Methods to evaluate 

uptake of engineered nanomaterials by the alimentary tract. Compr. Rev. Food Sci. 

Food Saf. 13, 705–729. https://doi.org/10.1111/1541-4337.12077 

Alkilany, A.M., Nagaria, P.K., Hexel, C.R., Shaw, T.J., Murphy, C.J., Wyatt, M.D., 2009. 

Cellular uptake and cytotoxicity of gold nanorods: Molecular origin of cytotoxicity 

and surface effects. Small 5, 701–708. https://doi.org/10.1002/smll.200801546 

Amenta, V., Aschberger, K., Arena, M., Bouwmeester, H., Moniz, F.B., Brandhoff, P., 

Gottardo, S., Marvin, H.J.P., Mech, A., Pesudo, L.Q., Rauscher, H., Schoonjans, 

R., Vettori, M.V., Weigel, S., Peters, R.J., 2015. Regulatory aspects of 

nanotechnology in the agri/ feed/ food sector in EU and non-EU countries. Regul. 

Toxicol. Pharmacol. 73, 463–476. https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2015.06.016 

Antony, J.J., Sivalingam, P., Chen, B., 2015. Toxicological effects of silver nanoparticles. 

Environ. Toxicol. Pharmacol. 40, 729–732. 

https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.etap.2015.09.003 

Anwar, A., Minhaz, A., Khan, N.A., Kalantari, K., Afifi, A.B.M., Shah, M.R., 2018. 

Synthesis of gold nanoparticles stabilized by a pyrazinium thioacetate ligand: A new 

colorimetric nanosensor for detection of heavy metal Pd(II). Sensors Actuators B 

Chem. 257, 875–881. https://doi.org/10.1016/j.snb.2017.11.040 

Artursson, P., Palm, K., Luthman, K., 2001. Caco-2 monolayers in experimental and 

theoretical predictions of drug transport. Adv. Drug Deliv. Rev. 46, 27–43. 

https://doi.org/10.1016/s0169-409x(00)00128-9 

Asharani, P. V, Wu, Y.L., Gong, Z., Valiyaveettil, S., 2008. Toxicity of silver nanoparticles 

in zebrafish models. Nanotechnology 19, 255102. https://doi.org/10.1088/0957-

4484/19/25/255102 

Aueviriyavit, S., Phummiratch, D., Maniratanachote, R., 2014. Mechanistic study on the 

biological effects of silver and gold nanoparticles in Caco-2 cells – Induction of the 

Nrf2/HO-1 pathway by high concentrations of silver nanoparticles. Toxicol. Lett. 

224, 73–83. https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2013.09.020 

Avalos, A., Haza, A.I., Mateo, D., Morales, P., 2014. Cytotoxicity and ROS production of 



97 
 

manufactured silver nanoparticles of different sizes in hepatoma and leukemia cells. 

J. Appl. Toxicol. 34, 413–423. https://doi.org/10.1002/jat.2957 

Baek, M., Chung, H.-E., Yu, J., Lee, J.-A., Kim, T.-H., Oh, J.-M., Lee, W.-J., Paek, S.-

M., Lee, J.K., Jeong, J., Choy, J.-H., Choi, S.-J., 2012. Pharmacokinetics, tissue 

distribution, and excretion of zinc oxide nanoparticles. Int. J. Nanomedicine 7, 

3081–3097. https://doi.org/10.2147/IJN.S32593 

Bagheri-Abassi, F., Alavi, H., Mohammadipour, A., Motejaded, F., Ebrahimzadeh-

Bideskan, A., 2015. The effect of silver nanoparticles on apoptosis and dark neuron 

production in rat hippocampus. Iran. J. Basic Med. Sci. 18, 644–648. 

https://doi.org/10.22038/ijbms.2015.4644 

Bajak, E., Fabbri, M., Ponti, J., Gioria, S., Ojea-Jiménez, I., Collotta, A., Mariani, V., 

Gilliland, D., Rossi, F., Gribaldo, L., 2015. Changes in Caco-2 cells transcriptome 

profiles upon exposure to gold nanoparticles. Toxicol. Lett. 233, 187–199. 

https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2014.12.008 

Bajpai, V.K., Kamle, M., Shukla, S., Mahato, D.K., Chandra, P., Hwang, S.K., Kumar, P., 

Huh, Y.S., Han, Y.-K., 2018. Prospects of using nanotechnology for food 

preservation, safety, and security. J. Food Drug Anal. 26, 1201–1214. 

https://doi.org/10.1016/j.jfda.2018.06.011 

Bala, R., Kumar, M., Bansal, K., Sharma, R.K., Wangoo, N., 2016. Ultrasensitive 

aptamer biosensor for malathion detection based on cationic polymer and gold 

nanoparticles. Biosens. Bioelectron. 85, 445–449. 

https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.05.042 

Bar-Ilan, O., Albrecht, R.M., Fako, V.E., Furgeson, D.Y., 2009. Toxicity assessments of 

multisized gold and silver nanoparticles in zebrafish embryos. Small 5, 1897–1910. 

https://doi.org/10.1002/smll.200801716 

Barhoum, A., García-Betancourt, M.L., Rahier, H., Van Assche, G., 2018. 

Physicochemical characterization of nanomaterials: Polymorph, composition, 

wettability, and thermal stability, Emerging Applications of Nanoparticles and 

Architectural Nanostructures: Current Prospects and Future Trends. Elsevier Inc. 

https://doi.org/10.1016/B978-0-323-51254-1.00009-9 

Bastús, G.N., Comenge, J., Puntes, V., 2011. Kinetically controlled seeded growth 

synthesis of citrate-stabilized gold nanoparticles of up to 200 nm: Size focusing 

versus ostwald ripening. Langmuir 27, 11098–11105. 



98 
 

https://doi.org/10.1021/la201938u 

Beer, C., Foldbjerg, R., Hayashi, Y., Sutherland, D.S., Autrup, H., 2012. Toxicity of silver 

nanoparticles-Nanoparticle or silver ion? Toxicol. Lett. 208, 286–292. 

https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2011.11.002 

Belluco, S., Losasso, C., Patuzzi, I., Rigo, L., Conficoni, D., Gallocchio, F., Cibin, V., 

Catellani, P., Segato, S., Ricci, A., 2016. Silver as antibacterial toward Listeria 

monocytogenes. Front. Microbiol. 7, 1–9. https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00307 

Benko, I., Nagy, G., Tanczos, B., Ungvari, E., Sztrik, A., Eszenyi, P., Prokisch, J., 

Banfalvi, G., 2012. Subacute toxicity of nano-selenium compared to other selenium 

species in mice. Environ. Toxicol. Chem. 31, 2812–2820. 

https://doi.org/10.1002/etc.1995 

Bergin, I.L., Witzmann, F.A., 2013. Nanoparticle toxicity by the gastrointestinal route: 

Evidence and knowledge gaps. Int. J. Biomed. Nanosci. Nanotechnol. 3, 163-210. 

https://doi.org/10.1504/IJBNN.2013.054515 

Bilberg, K., Hovgaard, M.B., Besenbacher, F., Baatrup, E., 2012. In vivo toxicity of silver 

nanoparticles and silver ions in zebrafish (Danio rerio). J. Toxicoloxicol. 2012, 

293784. https://doi.org/10.1155/2012/293784 

Bocate, K.P., Reis, G.F., de Souza, P.C., Junior, A.G.O., Durán, N., Nakazato, G., 

Furlaneto, M.C., de Almeida, R.S., Panagio, L.A., 2019. Antifungal activity of silver 

nanoparticles and simvastatin against toxigenic species of Aspergillus. Int. J. Food 

Microbiol. 291, 79–86. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2018.11.012 

Borel, T., Sabliov, C.M., 2014. Nanodelivery of bioactive components for food 

applications: Types of delivery systems, properties, and their effect on adme profiles 

and toxicity of nanoparticles. Annu. Rev. Food Sci. Technol. 5, 197–213. 

https://doi.org/10.1146/annurev-food-030713-092354 

Bouwmeester, H., Dekkers, S., Noordam, M.Y., Hagens, W.I., Bulder, A.S., de Heer, C., 

ten Voorde, S.E., Wijnhoven, S.W., Marvin, H.J., Sips, A.J., 2009. Review of health 

safety aspects of nanotechnologies in food production. Regul. Toxicol. Pharmacol. 

53, 52–62. https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2008.10.008 

Boxall, A.B.A., Tiede, K., Chaudhry, Q., 2007. Engineered nanomaterials in soils and 

water: how do they behave and could they pose a risk to human health? 

Nanomedicine 2, 919–927. https://doi.org/10.2217/17435889.2.6.919 

Braun, A., Hämmerle, S., Suda, K., Rothen-Rutishauser, B., Günthert, M., Krämer, S.D., 



99 
 

Wunderli-Allenspach, H., 2000. Cell cultures as tools in biopharmacy. Eur. J. 

Pharm. Sci. 11, 51–60. https://doi.org/10.1016/S0928-0987(00)00164-0 

Brown, D.M., Donaldson, K., Borm, P.J., Schins, R.P., Dehnhardt, M., Gilmour, P., 

Jimenez, L.A., Stone, V., 2004. Calcium and ROS-mediated activation of 

transcription factors and TNF-α cytokine gene expression in macrophages exposed 

to ultrafine particles. Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol. 286, 344–353. 

https://doi.org/10.1152/ajplung.00139.2003 

Bumbudsanpharoke, N., Ko, S., 2015. Nano-food packaging: An overview of market, 

migration research, and safety regulations. J. Food Sci. 80, R910–R923. 

https://doi.org/10.1111/1750-3841.12861 

Carneiro, M.F.H., Barbosa, F., 2016. Gold nanoparticles: A critical review of therapeutic 

applications and toxicological aspects. J. Toxicol. Environ. Heal.- Part B Crit. Rev. 

19, 129–148. https://doi.org/10.1080/10937404.2016.1168762 

Chaicherd, S., Killingsworth, M.C., Pissuwan, D., 2019. Toxicity of gold nanoparticles in 

a commercial dietary supplement drink on connective tissue fibroblast cells. SN 

Appl. Sci. 1, 336. https://doi.org/10.1007/s42452-019-0354-2 

Chandhru, M., Logesh, R., Rani, S.K., Ahmed, N., Vasimalai, N., 2019. One-pot green 

route synthesis of silver nanoparticles from jack fruit seeds and their antibacterial 

activities with Escherichia coli and Salmonella bacteria. Biocatal. Agric. Biotechnol. 

20, 101241. https://doi.org/10.1016/j.bcab.2019.101241 

Chen, H., Zhou, K., Zhao, G., 2018. Gold nanoparticles: From synthesis, properties to 

their potential application as colorimetric sensors in food safety screening. Trends 

Food Sci. Technol. 78, 83–94. https://doi.org/10.1016/j.tifs.2018.05.027 

Chen, Z., Meng, H., Xing, G., Chen, C., Zhao, Y., 2007. Toxicological and biological 

effects of nanomaterials. Int. J. Nanotechnol. 4, 179-196. 

https://doi.org/10.1504/IJNT.2007.012323 

Chhour, P., Kim, J., Benardo, B., Tovar, A., Mian, S., Litt, H.I., Ferrari, V.A., Cormode, 

D.P., 2017. Effect of gold nanoparticle size and coating on labeling monocytes for 

CT tracking. Bioconjug. Chem. 28, 260–269. 

https://doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.6b00566 

Cho, M., Cho, W.-S., Choi, M., Kim, S.J., Han, B.S., Kim, S.H., Kim, H.O., Sheen, Y.Y., 

Jeong, J., 2009. The impact of size on tissue distribution and elimination by single 

intravenous injection of silica nanoparticles. Toxicol. Lett. 189, 177–183. 



100 
 

https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2009.04.017 

Choi, S.Y., Jeong, S., Jang, S.H., Park, J., Park, J.H., Ock, K.S., Lee, S.Y., Joo, S.-W., 

2012. In vitro toxicity of serum protein-adsorbed citrate-reduced gold nanoparticles 

in human lung adenocarcinoma cells. Toxicol. Vitr. 26, 229–237. 

https://doi.org/10.1016/j.tiv.2011.11.016 

Cockburn, A., Bradford, R., Buck, N., Constable, A., Edwards, G., Haber, B., Hepburn, 

P., Howlett, J., Kampers, F., Klein, C., Radomski, M., Stamm, H., Wijnhoven, S., 

Wildemann, T., 2012. Approaches to the safety assessment of engineered 

nanomaterials (ENM) in food. Food Chem. Toxicol. 50, 2224–2242. 

https://doi.org/10.1016/j.fct.2011.12.029 

Connor, E.E., Mwamuka, J., Gole, A., Murphy, C.J., Wyatt, M.D., 2005. Gold 

nanoparticles are taken up by human cells but do not cause acute cytotoxicity. Small 

1, 325–327. https://doi.org/10.1002/smll.200400093 

Dankovich, T.A., Gray, D.G., 2011. Bactericidal paper impregnated with silver 

nanoparticles for point-of-use water treatment. Environ. Sci. Technol. 45, 1992–

1998. https://doi.org/10.1021/es103302t 

De Angelis, I., Turco, L., 2011. Caco-2 cells as a model for intestinal absorption. Curr. 

Protoc. Toxicol. 1–15. https://doi.org/10.1002/0471140856.tx2006s47 

De Jong, W.H., Hagens, W.I., Krystek, P., Burger, M.C., Sips, A.J.A., Geertsma, R.E., 

2008. Particle size-dependent organ distribution of gold nanoparticles after 

intravenous administration. Biomaterials 29, 1912–1919. 

https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2007.12.037 

De Lima, R., Seabra, A.B., Durán, N., 2012. Silver nanoparticles: A brief review of 

cytotoxicity and genotoxicity of chemically and biogenically synthesized 

nanoparticles. J. Appl. Toxicol. 32, 867–879. https://doi.org/10.1002/jat.2780 

Des Rieux, A., Fievez, V., Garinot, M., Schneider, Y.-J., Préat, V., 2006. Nanoparticles 

as potential oral delivery systems of proteins and vaccines: A mechanistic 

approach. J. Control. Release 116, 1–27. 

https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2006.08.013 

Dias da Silva, D., Arbo, M.D., Valente, M.J., Bastos, M. de L., Carmo, H., 2015. 

Hepatotoxicity of piperazine designer drugs: Comparison of different in vitro models. 

Toxicol. Vitr. 29, 987–996. https://doi.org/10.1016/j.tiv.2015.04.001 

Donaldson, K., Stone, V., Tran, C.L., Kreyling, W., Borm, P.J.A., 2004. Nanotoxicology. 



101 
 

Occup. Environ. Med. 61, 727–728. https://doi.org/10.1136/oem.2004.013243 

Du, J., Hu, Z., Yu, Z., Li, H., Pan, J., Zhao, D., Bai, Y., 2019. Antibacterial activity of a 

novel Forsythia suspensa fruit mediated green silver nanoparticles against food-

borne pathogens and mechanisms investigation. Mater. Sci. Eng. C 102, 247–253. 

https://doi.org/10.1016/j.msec.2019.04.031 

Duncan, T. V, 2011. Applications of nanotechnology in food packaging and food safety: 

Barrier materials, antimicrobials and sensors. J. Colloid Interface Sci. 363, 1–24. 

https://doi.org/10.1016/j.jcis.2011.07.017 

Dutta, P.K., Tripathi, S., Mehrotra, G.K., Dutta, J., 2009. Perspectives for chitosan based 

antimicrobial films in food applications. Food Chem. 114, 1173–1182. 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.11.047 

El Mahdy, M.M., Eldin, T.A.S., Aly, H.S., Mohammed, F.F., Shaalan, M.I., 2015. 

Evaluation of hepatotoxic and genotoxic potential of silver nanoparticles in albino 

rats. Exp. Toxicol. Pathol. 67, 21–29. https://doi.org/10.1016/j.etp.2014.09.005 

Elsaesser, A., Howard, C.V., 2012. Toxicology of nanoparticles. Adv. Drug Deliv. Rev. 

64, 129–137. https://doi.org/10.1088/1361-6528/ab6dfb 

Ema, M., Okuda, H., Gamo, M., Honda, K., 2017. A review of reproductive and 

developmental toxicity of silver nanoparticles in laboratory animals. Reprod. 

Toxicol. 67, 149–164. https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2017.01.005 

Enea, M., De Almenida, P.M., Eaton, P., Dias da Silva, D., Periera, E., Soares, M.E., 

Bastos, M. de L., Carmo, H., 2019. A multiparametric study of gold nanoparticles 

cytotoxicity, internalization and permeability using an in vitro model of blood–brain 

barrier. Influence of size, shape and capping agent. Nanotoxicology 13, 990–1004. 

https://doi.org/10.1080/17435390.2019.1621398 

Enea, M., Pereira, E., Dias da Silva, D., Costa, J., Soares, M.E., Bastos, M. de L., Carmo, 

H., 2020. Study of the intestinal uptake and permeability of gold nanoparticles using 

both in vitro and in vivo approachess. Nanotechnology 31, 195102. https://doi.org/ 

10.1088/1361-6528/ab6dfb 

Favi, P.M., Gao, M., Arango, L.J.S, Ospina, S.P., Morales, M., Pavon, J.J., Webster, 

T.J., 2015. Shape and surface effects on the cytotoxicity of nanoparticles: Gold 

nanospheres versus gold nanostars. J. Biomed. Mater. Res. - Part A 103, 3449–

3462. https://doi.org/10.1002/jbm.a.35491 

Fondevila, M., Herrer, R., Casallas, M.C., Abecia, L., Ducha, J.J., 2009. Silver 



102 
 

nanoparticles as a potential antimicrobial additive for weaned pigs. Anim. Feed Sci. 

Technol. 150, 259–269. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2008.09.003 

Fraga, S., Brandão, A., Soares, M.E., Morais, T., Duarte, J.A., Pereira, L., Soares, L., 

Neves, C., Pereira, E., Bastos, M. de L., Carmo, H., 2014. Short- and long-term 

distribution and toxicity of gold nanoparticles in the rat after a single-dose 

intravenous administration. Nanomedicine: Nanotechnology, Biol. Med. 10, 1757–

1766. https://doi.org/10.1016/j.nano.2014.06.005 

Fraga, S., Faria, H., Soares, M.E., Duarte, J.A., Soares, L., Pereira, E., Costa-Pereira, 

C., Teixeira, J.P., Bastos, M. de L., Carmo, H., 2013. Influence of the surface 

coating on the cytotoxicity, genotoxicity and uptake of gold nanoparticles in human 

HepG2 cells. J. Appl. Toxicol. 33. https://doi.org/10.1002/jat.2865 

Fratoddi, I., Venditti, I., Cametti, C., Russo, M.V., 2015. How toxic are gold 

nanoparticles? The State-of-the-Art. Nano Res. 8, 1771–1799. 

https://doi.org/10.1007/s12274-014-0697-3 

Fröhlich, E., Roblegg, E., 2012. Models for oral uptake of nanoparticles in consumer 

products. Toxicology 291, 10–17. https://doi.org/10.1016/j.tox.2011.11.004 

Garcia, T., Lafuente, D., Blanco, J., Sánchez, D.J., Sirvent, J.J., Domingo, J.L., Gómez, 

M., 2016. Oral subchronic exposure to silver nanoparticles in rats. Food Chem. 

Toxicol. 92, 177–187. https://doi.org/10.1016/j.fct.2016.04.010 

Garcia-Leis, A., Garcia-Ramos, J.V., Sanchez-Cortes, S., 2013. Silver nanostars with 

high SERS performance. J. Phys. Chem. C 117, 7791–7795. 

https://doi.org/10.1021/jp401737y 

Gherbawy, Y.A., Shalaby, I.M., El-Sadek, M.S.A., Elhariry, H.M., AbdelElah, B.A., 2013. 

The anti-fasciolasis properties of silver nanoparticles produced by Trichoderma 

harzianum and their improvement of the anti-fasciolasis drug triclabendazole. Int. J. 

Mol. Sci. 14, 21887–21898. https://doi.org/10.3390/ijms141121887 

Gil, P.R., Hühn, D., Del Mercato, L.L., Sasse, D., Parak, W.J., 2010. Nanopharmacy: 

Inorganic nanoscale devices as vectors and active compounds. Pharmacol. Res. 

62, 115–125. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2010.01.009 

Gogos, A., Knauer, K., Bucheli, T.D., 2012. Nanomaterials in plant protection and 

fertilization: Current state, foreseen applications, and research priorities. J. Agric. 

Food Chem. 60, 9781–9792. https://doi.org/10.1021/jf302154y 

Guo, J., Rahme, K., He, Y., Li, L.-L., Holmes, J.D., O’Driscoll, C.M., 2017. Gold 



103 
 

nanoparticles enlighten the future of cancer theranostics. Int. J. Nanomedicine 12, 

6131–6152. https://doi.org/10.2147/IJN.S140772 

Gurunathan, S., Qasim, M., Park, C., Yoo, H., Kim, J.-H., Hong, K., 2018. Cytotoxic 

potential and molecular pathway analysis of silver nanoparticles in human Colon 

Cancer Cells HCT116. Int. J. Mol. Sci. 19, 2269. 

https://doi.org/10.3390/ijms19082269 

Hagens, W.I., Oomen, A.G., De Jong, W.H., Cassee, F.R., Sips, A.J.A, 2007. What do 

we (need to) know about the kinetic properties of nanoparticles in the body? Regul. 

Toxicol. Pharmacol. 49, 217–229. https://doi.org/10.1016/j.yrtph.2007.07.006 

Hahn, J., Kim, E., You, Y.S., Gunasekaran, S., Lim, S., Choi, Y.J., 2017. A switchable 

linker-based immunoassay for ultrasensitive visible detection of Salmonella in 

Tomatoes. J. Food Sci. 82, 2321–2328. https://doi.org/10.1111/1750-3841.13861 

Haiss, W., Thanh, N.T.K., Aveyard, J., Fernig, D.G., 2007. Determination of size and 

concentration of gold nanoparticles from UV-vis spectra. Anal. Chem. 79, 4215–

4221. https://doi.org/10.1021/ac0702084 

Hameed, S., Wang, Y., Zhao, L., Xie, L., Ying, Y., 2020. Shape-dependent significant 

physical mutilation and antibacterial mechanisms of gold nanoparticles against 

foodborne bacterial pathogens (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and 

Staphylococcus aureus) at lower concentrations. Mater. Sci. Eng. C 108, 110338. 

https://doi.org/10.1016/j.msec.2019.110338 

Handford, C.E., Dean, M., Spence, M., Henchion, M., Elliott, C.T., Campbell, K., 2014. 

Nanotechnology in the Agri-Food industry on the island of Ireland: Applications, 

opportunities and challenges. Safefood. https://doi.org/10.13140/2.1.1022.5449 

Hardman, R., 2006. A toxicologic review of quantum dots: Toxicity depends on 

physicochemical and environmental factors. Environ. Health Perspect. 114, 165–

172. https://doi.org/10.1289/ehp.8284 

He, X., Aker, W.G., Leszczynski, J., Hwang, H.-M, 2014. Using a holistic approach to 

assess the impact of engineered nanomaterials inducing toxicity in aquatic systems. 

J. Food Drug Anal. 22, 128–146. https://doi.org/10.1016/j.jfda.2014.01.011 

He, X., Deng, H., Hwang, H.-M, 2019. The current application of nanotechnology in food 

and agriculture. J. Food Drug Anal. 27, 1–21. 

https://doi.org/10.1016/j.jfda.2018.12.002 

He, X., Fu, P., Aker, W.G., Hwang, H.-M., 2018. Toxicity of engineered nanomaterials 



104 
 

mediated by nano–bio–eco interactions. J. Environ. Sci. Heal. - Part C Environ. 

Carcinog. Ecotoxicol. Rev. 36, 21–42. 

https://doi.org/10.1080/10590501.2017.1418793 

Hidalgo, I.J., Raub, T.J., Borchardt, R.T., 1989. Characterization of the human colon 

carcinoma cell line (Caco-2) as a model system for intestinal epithelial permeability. 

Gastroenterology 96, 736–749. https://doi.org/10.1016/0016-5085(89)90897-4 

Hillyer, J.F., Albrecht, R.M., 2001. Gastrointestinal persorption and tissue distribution of 

differently sized colloidal gold nanoparticles. J. Pharm. Sci. 90, 1927–1936. 

https://doi.org/10.1002/jps.1143 

Hinkley, G.K., Carpinone, P., Munson, J.W., Powers, K.W., Roberts, S.M., 2015. Oral 

absorption of PEG-coated versus uncoated gold nanospheres: does agglomeration 

matter? Part. Fibre Toxicol. 12, 9. https://doi.org/10.1186/s12989-015-0085-5 

Hosnedlova, B., Kepinska, M., Skalickova, S., Fernandez, C., Ruttkay-Nedecky, B., 

Peng, Q., Baron, M., Melcova, M., Opatrilova, R., Zidkova, J., Bjørklund, G., Sochor, 

J., Kizek, R., 2018. Nano-selenium and its nanomedicine applications: A critical 

review. Int J Nanomedicine 13, 2107–2128. https://doi.org/10.2147/IJN.S157541 

Hosnedlova, B., Sochor, J., Baron, M., Bjørklund, G., Kizek, R., 2019. Application of 

nanotechnology based-biosensors in analysis of wine compounds and control of 

wine quality and safety: A critical review. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 1–19. 

https://doi.org/10.1080/10408398.2019.1682965 

Hsieh, Y.-H.P., Ofori, J.A., 2007. Innovations in food technology for health. Asia Pac. J. 

Clin. Nutr. 16, 65–73. 

Hubatsch, I., Ragnarsson, E.G.E., Artursson, P., 2007. Determination of drug 

permeability and prediction of drug absorption in Caco-2 monolayers. Nat. Protoc. 

2, 2111–2119. https://doi.org/10.1038/nprot.2007.303 

Hulla, J.E., Sahu, S.C., Hayes, A.W., 2015. Nanotechnology: History and future. Hum. 

Exp. Toxicol. 34, 1318–1321. https://doi.org/10.1177/0960327115603588 

Hussain, A., Sun, D.-W., Pu, H., 2020. Bimetallic core shelled nanoparticles 

(Au@AgNPs) for rapid detection of thiram and dicyandiamide contaminants in liquid 

milk using SERS. Food Chem. 317, 126429. 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.126429 

Hussain, N., Jaitley, V., Florence, A.T., 2001. Recent advances in the understanding of 

uptake of microparticulates across the gastrointestinal lymphatics. Adv. Drug Deliv. 



105 
 

Rev. 50, 107–142. https://doi.org/10.1016/S0169-409X(01)00152-1 

Hussain, S.M., Hess, K.L., Gearhart, J.M., Geiss, K.T., Schlager, J.J., 2005. In vitro 

toxicity of nanoparticles in BRL 3A rat liver cells. Toxicol. Vitr. 19, 975–983. 

https://doi.org/10.1016/j.tiv.2005.06.034 

Iavicoli, I., Leso, V., Beezhold, D.H., Shvedova, A.A., 2017. Nanotechnology in 

agriculture: Opportunities, toxicological implications, and occupational risks. Toxicol 

Appl Pharmacol 329, 96–111. https://doi.org/10.1016/j.taap.2017.05.025 

Jia, X., Li, N., Chen, J., 2005. A subchronic toxicity study of elemental Nano-Se in 

Sprague-Dawley rats. Life Sci. 76, 1989–2003. 

https://doi.org/10.1016/j.lfs.2004.09.026 

Jin, W., Huang, P., Wei, G., Cao, Y., Wu, F., 2016. Visualization and quantification of 

Hg2+ based on anti-aggregation of label-free gold nanoparticles in the presence of 

2-mercaptobenzothiazole. Sensors Actuators B Chem. 233, 223–229. 

https://doi.org/10.1016/j.snb.2016.04.071 

Jokar, M., Safaralizadeh, M.H., Hadizadeh, F., Rahmani, F., Kalani, M.R., 2016. Design 

and evaluation of an apta-nano-sensor to detect acetamiprid in vitro and in silico. J. 

Biomol. Struct. Dyn. 34, 2505–2517. 

https://doi.org/10.1080/07391102.2015.1123188 

Joye, I.J., Corradini, M.G., Duizer, L.M., Bohrer, B.M., LaPointe, G., Farber, J.M., 

Spagnuolo, P.A., Rogers, M.A., 2019. A comprehensive perspective of food 

nanomaterials, Advances in Food and Nutrition Research. Elsevier Inc. 

https://doi.org/10.1016/bs.afnr.2019.01.001 

Kah, M., Beulke, S., Tiede, K., Hofmann, T., 2013. Nanopesticides: State of knowledge, 

environmental fate, and exposure modeling. Crit. Rev. Environ. Sci. Technol. 43, 

1823–1867. https://doi.org/10.1080/10643389.2012.671750 

Kah, M., Hofmann, T., 2014. Nanopesticide research: Current trends and future priorities. 

Environ. Int. 63, 224–235. https://doi.org/10.1016/j.envint.2013.11.015 

Kanmani, P., Lim, S.T., 2013. Synthesis and structural characterization of silver 

nanoparticles using bacterial exopolysaccharide and its antimicrobial activity 

against food and multidrug resistant pathogens. Process Biochem. 48, 1099–1106. 

https://doi.org/10.1016/j.procbio.2013.05.011 

Kawata, K., Osawa, M., Okabe, S., 2009. In vitro toxicity of silver nanoparticles at 

noncytotoxic doses to HepG2 human hepatoma cells. Environ. Sci. Technol. 43, 



106 
 

6046–6051. https://doi.org/https://doi.org/10.1021/es900754q 

Khan, M.I., Mohammad, A., Patil, G., Naqvi, S.A.H., Chauhan, L.K.S., Ahmad, I., 2012. 

Induction of ROS, mitochondrial damage and autophagy in lung epithelial cancer 

cells by iron oxide nanoparticles. Biomaterials 33, 1477–1488. 

https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2011.10.080 

Kieliszek, M., Błazejak, S., 2016. Current knowledge on the importance of selenium in 

food for living organisms: A review. Molecules 21, 609. 

https://doi.org/10.3390/molecules21050609 

Kim, K.-T., Tanguay, R.L., 2014. The role of chorion on toxicity of silver nanoparticles in 

the embryonic zebrafish assay. Environ. Health Toxicol. 29, e2014021. 

https://doi.org/10.5620/eht.e2014021 

Klaine, S.J., Alvarez, P.J.J., Batley, G.E., Fernandes, T.F., Handy, R.D., Lyon, D.Y., 

Mahendra, S., McLaughlin, M.J., Lead, J.R., 2008. Nanomaterials in the 

environment: Behavior, fate, bioavailability, and effects. Environ. Toxicol. Chem. 27, 

1825–1851. https://doi.org/https://doi.org/10.1897/08-090.1 

Kokila, K., Elavarasan, N., Sujatha, V., 2017. Diospyros Montana leaf extract-mediated 

synthesis of selenium nanoparticles and their biological applications. New J. Chem. 

41, 7481–7490. https://doi.org/10.1039/c7nj01124e 

Kondaparthi, P., Flora, S.J.S., Naqvi, S., 2019. Selenium nanoparticles: An insight on its 

pro-oxidant and antioxidant properties. Front. Nanosci. Nanotech. 6, 1–5. 

https://doi.org/10.15761/FNN.1000189 

Kreuter, J., 2007. Nanoparticles - A historical perspective. Int. J. Pharm. 331, 1–10. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2006.10.021 

Kroll, A., Pillukat, M.H., Hahn, D., Schnekenburger, J., 2009. Current in vitro methods in 

nanoparticle risk assessment: Limitations and challenges. Eur. J. Pharm. Biopharm. 

72, 370–377. https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2008.08.009 

Kuswandi, B., Wicaksono, Y., Jayus, Abdullah, A., Heng, L.Y., Ahmad, M., 2011. Smart 

packaging: sensors for monitoring of food quality and safety. Sens. Instrumen. Food 

Qual. Saf. 5, 137–146. https://doi.org/10.1007/s11694-011-9120-x 

Laux, P., Tentschert, J., Riebeling, C., Braeuning, A., Creutzenberg, O., Epp, A., 

Fessard, V., Haas, K.-H., Haase, A., Hund-Rinke, K., Jakubowski, N., Kearns, P., 

Lampen, A., Rauscher, H., Schoonjans, R., Störmer, A., Thielmann, A., Mühle, U., 

Luch, A., 2018. Nanomaterials: Certain aspects of application, risk assessment and 



107 
 

risk communication. Arch. Toxicol. 92, 121–141. https://doi.org/10.1007/s00204-

017-2144-1 

Lead, J.R., Batley, G.E., Alvarez, P.J.J., Croteau, M.-N., Handy, R.D., McLaughlin, M.J., 

Judy, J.D., Schirmer, K., 2018. Nanomaterials in the environment: Behavior, fate, 

bioavailability, and effects - An updated review. Environ. Toxicol. Chem. 37, 2029–

2063. https://doi.org/10.1002/etc.4147 

Lee, E., Jeon, H., Lee, M., Ryu, J., Kang, C., Kim, S., Jung, J., Kwon, Y., 2019. Molecular 

origin of AuNPs-induced cytotoxicity and mechanistic study. Sci. Rep. 9, 2494. 

https://doi.org/10.1038/s41598-019-39579-3 

Lewinski, N., Colvin, V., Drezek, R., 2008. Cytotoxicity of Nanoparticles. Small 4, 26–49. 

https://doi.org/10.1002/smll.200700595 

Li-guang, S., Ru-jie, Y., Wen-bi, Y., Wen-juan, X., Chun-xiang, Z., You-she, R., Shi, L., 

Fu-lin, L., 2010. Effect of elemental nano-selenium on semen quality, glutathione 

peroxidase activity, and testis ultrastructure in male Boer goats. Anim. Reprod. Sci. 

118, 248–254. https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2009.10.003 

Li, H., Zhang, J., Wang, T., Luo, W., Zhou, Q., Jiang, G., 2008. Elemental selenium 

particles at nano-size (Nano-Se) are more toxic to Medaka (Oryzias latipes) as a 

consequence of hyper-accumulation of selenium: A comparison with sodium 

selenite. Aquat. Toxicol. 89, 251–256. 

https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2008.07.008 

Li, S.-D., Huang, L., 2008. Pharmacokinetics and biodistribution of the nanoparticles. 

Mol. Pharm. 5, 496–504. https://doi.org/10.1021/mp800049w 

Li, Xiaomin, Hu, Z., Ma, J., Wang, X., Zhang, Y., Wang, W., Yuan, Z., 2018. The 

systematic evaluation of size-dependent toxicity and multi-time biodistribution of 

gold nanoparticles. Colloids Surfaces B Biointerfaces 167, 260–266. 

https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2018.04.005 

Li, Xiaoling, Wang, Z., Li, Y., Bian, K., Yin, T., Gao, D., 2018. Self-assembly of bacitracin-

gold nanoparticles and their toxicity analysis. Mater. Sci. Eng. C 82, 310–316. 

https://doi.org/10.1016/j.msec.2017.07.053 

Lin, Y.-W., Huang, C.-C., Chang, H.-T, 2011. Gold nanoparticle probes for the detection 

of mercury, lead and copper ions. Analyst 136, 863–871. 

https://doi.org/10.1039/c0an00652a 

Liu, G., Huang, X., Zheng, S., Li, L., Xu, D., Xu, X., Zhang, Y., Lin, H., 2018a. Novel 



108 
 

triadimenol detection assay based on fluorescence resonance energy transfer 

between gold nanoparticles and cadmium telluride quantum dots. Dye. Pigment. 

149, 229–235. https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2017.09.050 

Liu, G., Lu, M., Huang, X., Li, T., Xu, D., 2018b. Application of gold-nanoparticle 

colorimetric sensing to rapid food safety screening. Sensors (Basel) 18, 4166. 

https://doi.org/10.3390/s18124166 

Long, T.C., Tajuba, J., Sama, P., Saleh, N., Swartz, C., Parker, J., Hester, S., Lowry, G. 

V, Veronesi, B., 2007. Nanosize titanium dioxide stimulates reactive oxygen species 

in brain microglia and damages neurons in vitro. Environ. Health Perspect. 115, 

1631–1637. https://doi.org/10.1289/ehp.10216 

Losasso, C., Belluco, S., Cibin, V., Zavagnin, P., Mičetić, I., Gallocchio, F., Zanella, M., 

Bregoli, L., Biancotto, G., Ricci, A., 2014. Antibacterial activity of silver 

nanoparticles: sensitivity of different Salmonella serovars. Front. Microbiol. 5, 227. 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00227 

Lu, Y., Xia, Y., Liu, G., Pan, M., Li, M., Lee, N.A., Wang, S., 2017. A review of methods 

for detecting melamine in food samples. Crit. Rev. Anal. Chem. 47, 51–66. 

https://doi.org/10.1080/10408347.2016.1176889 

Luan, Y., Chen, J., Li, C., Xie, G., Fu, H., Ma, Z., Lu, A., 2015. Highly sensitive 

colorimetric detection of Ochratoxin A by a label-free aptamer and gold 

nanoparticles. Toxins (Basel). 7, 5377–5385. 

https://doi.org/10.3390/toxins7124883 

Lv, M., Liu, Y., Geng, J., Kou, X., Xin, Z., Yang, D., 2018. Engineering nanomaterials-

based biosensors for food safety detection. Biosens. Bioelectron. 106, 122–128. 

https://doi.org/10.1016/j.bios.2018.01.049 

Majeed, W., Zafar, M., Bhatti, A., John, P., 2018. Therapeutic potential of selenium 

nanoparticles. J. Nanomed. Nanotech. 9, 1-4. https://doi.org/10.4172/2157-

7439.1000487 

Mal, J., Veneman, W.J., Nancharaiah, Y. V., van Hullebusch, E.D., Peijnenburg, W.J.G., 

Vijver, M.G., Lens, P.N.L., 2017. A comparison of fate and toxicity of selenite, 

biogenically, and chemically synthesized selenium nanoparticles to zebrafish 

(Danio rerio) embryogenesis. Nanotoxicology 11, 87–97. 

https://doi.org/10.1080/17435390.2016.1275866 

Marcelo, G., Ariana-Machado, J., Enea, M., Carmo, H., Rodríguez-González, B., Capelo, 



109 
 

J.L., Lodeiro, C., Oliveira, E., 2018. Toxicological evaluation of luminescent silica 

nanoparticles as new drug nanocarriers in different cancer cell lines. Materials 

(Basel). 11, 1310. https://doi.org/10.3390/ma11081310 

Marquis, B.J., Love, S.A., Braun, K.L., Haynes, C.L., 2009. Analytical methods to assess 

nanoparticle toxicity. Analyst 134, 425–439. https://doi.org/10.1039/b818082b 

Martirosyan, A., Polet, M., Bazes, A., Sergent, T., Schneider, Y.-J., 2012. Food 

nanoparticles and intestinal inflammation: A real risk? Inflamm. Bowel Dis. 8. 

https://doi.org/10.5772/52887 

Martirosyan, A., Schneider, Y.-J., 2014. Engineered nanomaterials in food: Implications 

for food safety and consumer health. Int. J. Environ. Res. Public Health 11, 5720–

5750. https://doi.org/10.3390/ijerph110605720 

Mary, T.A., Shanthi, K., Karuppaiya, V., Soundarapandian, K., 2016. PEG functionalized 

selenium nanoparticles as a carrier of crocin to achieve anticancer synergism. RSC 

Adv. 6, 22936–22949. https://doi.org/10.1039/c5ra25109e 

Mates, I., Antoniac, I., Laslo, V., Vicas, S., Brocks, M., Fritea, L., Milea, C., Mohan, A., 

Cavalu, S., 2019. Selenium nanoparticles: Production, characterization and 

possible applications in biomedicine and food science. UPB Sci. Bull. Ser. B Chem. 

Mater. Sci. 81, 205–216. 

McShan, D., Ray, P.C., Yu, H., 2014. Molecular toxicity mechanism of nanosilver. J. 

Food Drug Anal. 22, 116–127. https://doi.org/10.1016/j.jfda.2014.01.010 

Menon, S., Devi, K.S., Santhiya, R., Rajeshkumar, S., Kumar, S.V., 2018. Selenium 

nanoparticles: A potent chemotherapeutic agent and an elucidation of its 

mechanism. Colloids Surf. B Biointerfaces 170, 280–292. 

https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2018.06.006 

Morais, L. de O., Macedo, E.V., Granjeiro, J.M., Delgado, I.F., 2019. Critical evaluation 

of migration studies of silver nanoparticles present in food packaging: A systematic 

review. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 1–20. 

https://doi.org/10.1080/10408398.2019.1676699 

Morais, T., Soares, M.E., Duarte, J.A., Soares, L., Maia, S., Gomes, P., Pereira, E., 

Fraga, S., Carmo, H., Bastos, M. de L., 2012. Effect of surface coating on the 

biodistribution profile of gold nanoparticles in the rat. Eur. J. Pharm. Biopharm. 80, 

185–193. https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2011.09.005 

Naha, P.C., Chhour, P., Cormode, D.P., 2015. Systematic in vitro toxicological screening 



110 
 

of gold nanoparticles designed for nanomedicine applications. Toxicol. Vitr. 29, 

1445–1453. https://doi.org/10.1016/j.tiv.2015.05.022 

Nauli, A.M., Whittimore, J.D., 2015. Using caco-2 cells to study lipid transport by the 

intestine. J. Vis. Exp. e53086. https://doi.org/10.3791/53086 

Navarro, E., Baun, A., Behra, R., Hartmann, N.B., Filser, J., Miao, A.-J., Quigg, A., 

Santschi, P.H., Sigg, L., 2008. Environmental behavior and ecotoxicity of 

engineered nanoparticles to algae, plants, and fungi. Ecotoxicology 17, 372–386. 

https://doi.org/10.1007/s10646-008-0214-0 

Nemmar, A., Hoet, P.H.M., Vanquickenborne, B., Dinsdale, D., Thomeer, M., Hoylaerts, 

M.F., Vanbilloen, H., Mortelmans, L., Nemery, B., 2002. Passage of inhaled 

particles into the blood circulation in humans. Circulation 105, 411–414. 

https://doi.org/10.1161/hc0402.104118 

Nie, T., Wu, H., Wong, K.-H., Chen, T., 2016. Facile synthesis of highly uniform selenium 

nanoparticles using glucose as the reductant and surface decorator to induce 

cancer cell apoptosis. J. Mater. Chem. B 4, 2351–2358. 

https://doi.org/10.1039/c5tb02710a 

Nile, S.H., Baskar, V., Selvaraj, D., Nile, A., Xiao, J., Kai, G., 2020. Nanotechnologies in 

food science: Applications, recent trends, and future perspectives. Nano-Micro Lett. 

12, 1–34. https://doi.org/10.1007/s40820-020-0383-9 

Ogawara, K., Yoshida, M., Higaki, K., Kimura, T., Shiraishi, K., Nishikawa, M., Takakura, 

Y., Hashida, M., 1999. Hepatic uptake of polystyrene microspheres in rats: Effect of 

particle size on intrahepatic distribution. J. Control. Release 59, 15–22. 

https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0168-3659(99)00015-2 

Parveen, A., Mazhari, B.B.Z., Rao, S., 2016. Impact of bio-nanogold on seed germination 

and seedling growth in Pennisetum glaucum. Enzyme Microb. Technol. 95, 107–

111. https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2016.04.005 

Patlolla, A.K., Hackett, D., Tchounwou, P.B., 2015. Genotoxicity study of silver 

nanoparticles in bone marrow cells of Sprague-Dawley rats. Food Chem. Toxicol. 

85, 52–60. https://doi.org/10.1016/j.fct.2015.05.005 

Peng, D., Zhang, J., Liu, Q., Taylor, E.W., 2007. Size effect of elemental selenium 

nanoparticles (Nano-Se) at supranutritional levels on selenium accumulation and 

glutathione S-transferase activity. J. Inorg. Biochem. 101, 1457–1463. 

https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2007.06.021 



111 
 

Pereira, D.A., 2014. Síntese e funcionalização de nanopartículas de ouro para a 

formação de bionanoconjugados para o desenvolvimento de biossensores. 

Peters, R., Bouwmeester, H., Gottardo, S., Amenta, V., Arena, M., Brandhoff, P., Marvin, 

H.J.P., Mech, A., Moniz, F.B., Pesudo, L.Q., Rauscher, H., Schoonjans, R., Undas, 

A.K., Vettoria, M.V., Weigel, S., Aschberger, K., 2016. Nanomaterials for products 

and application in agriculture, feed and food. Trends Food Sci. Technol. 54, 155–

164. https://doi.org/10.1016/j.tifs.2016.06.008 

Peters, R., Brandhoff, P., Weigel, S., Marvin, H., Bouwmeester, H., Aschberger, K., 

Rauscher, H., Amenta, V., Arena, M., Moniz, F.B., Gottardo, S., Mech, A., 2014. 

Inventory of nanotechnology applications in the agricultural, feed and food sector. 

EFSA Support. Publ. https://doi.org/10.13140/RG.2.1.2071.1286 

Peters, R., Kramer, E., Oomen, A.G., Rivera, Z.E.H., Oegema, G., Tromp, P.C., Fokkink, 

R., Rietveld, A., Marvin, H.J.P., Weigel, S., Peijnenburg, A.A.C., Bouwmeester, H., 

2012. Presence of nano-sized silica during in vitro digestion of foods containing 

silica as a food additive. ACS Nano 6, 2441–2451. 

https://doi.org/10.1021/nn204728k 

Peters, R., Ten Dam, G., Bouwmeester, H., Helsper, H., Allmaier, G., vd Kammer, F., 

Ramsch, R., Solans, C., Tomaniová, M., Hajslova, J., Weigel, S., 2011. 

Identification and characterization of organic nanoparticles in food. Trends Anal. 

Chem. 30, 100–112. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.trac.2010.10.004 

Piacenza, E., Presentato, A., Zonaro, E., Lemire, J.A., Demeter, M., Vallini, G., Turner, 

R.J., Lampis, S., 2017. Antimicrobial activity of biogenically produced spherical Se-

nanomaterials embedded in organic material against Pseudomonas aeruginosa 

and Staphylococcus aureus strains on hydroxyapatite-coated surfaces. Microb. 

Biotechnol. 10, 804–818. https://doi.org/10.1111/1751-7915.12700 

Pineda, L., Chwalibog, A., Sawosz, E., Lauridsen, C., Engberg, R., Elnif, J., Hotowy, A., 

Sawosz, F., Gao, Y., Ali, A., Moghaddam, H.S., 2012a. Effect of silver nanoparticles 

on growth performance, metabolism and microbial profile of broiler chickens. Arch. 

Anim. Nutr. 66, 416–429. https://doi.org/10.1080/1745039X.2012.710081 

Pineda, L., Sawosz, E., Lauridsen, C., Engberg, R.M., Elnif, J., Hotowy, A., Sawosz, F., 

Chwalibog, A., 2012b. Influence of in ovo injection and subsequent provision of 

silver nanoparticles on growth performance, microbial profile, and immune status of 

broiler chickens. Open Access Anim. Physiol. 4, 1–8. 

https://doi.org/https://doi.org/10.2147/OAAP.S35100 



112 
 

Pouri, S., Motamedi, H., Honary, S., Kazeminezhad, I., 2017. Biological synthesis of 

selenium nanoparticles and evaluation of their bioavailability. Brazilian Arch. Biol. 

Technol. 60, 1–12. https://doi.org/10.1590/1678-4324-2017160452 

Powell, J.J., Faria, N., Thomas-Mckay, E., Pele, L.C., 2010. Origin and fate of dietary 

nanoparticles and microparticles in the gastrointestinal tract. J. Autoimmun. 34, 

J226–J233. https://doi.org/10.1016/j.jaut.2009.11.006 

Rainieri, S., Olasagasti, M., Barranco, A., 2018. Overview on the safety of commercial 

products containing metallic nanoparticles in the food sector. Nutr. Hosp. 35, 155–

158. https://doi.org/10.20960/nh.2143 

Ranjitha, V.R., Ravishankar, V.R., 2018. Extracellular synthesis of selenium 

nanoparticles from an actinomycetes Streptomyces griseoruber and evaluation of 

its cytotoxicity on HT-29 cell line. Pharm. Nanotechnol. 6, 61–68. 

https://doi.org/10.2174/2211738505666171113141010 

Rezvani, E., Rafferty, A., McGuinness, C., Kennedy, J., 2019. Adverse effects of 

nanosilver on human health and the environment. Acta Biomater. 94, 145-159. 

https://doi.org/10.1016/j.actbio.2019.05.042 

Sabella, S., Galeone, A., Vecchio, G., Cingolani, R., Pompa, P.P., 2011. AuNPs are toxic 

in vitro and in vivo: A review. J. Nanosci. Lett. 1, 145–165. 

Salamat-Miller, N., Johnston, T.P., 2005. Current strategies used to enhance the 

paracellular transport of therapeutic polypeptides across the intestinal epithelium. 

Int. J. Pharm. 294, 201–216. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2005.01.022 

Sambuy, Y., De Angelis, I., Ranaldi, G., Scarino, M.L., Stammati, A., Zucco, F., 2005. 

The Caco-2 cell line as a model of the intestinal barrier: Influence of cell and culture-

related factors on Caco-2 cell functional characteristics. Cell Biol. Toxicol. 21, 1–26. 

https://doi.org/10.1007/s10565-005-0085-6 

Sanguansri, P., Augustin, M.A., 2006. Nanoscale materials development - A food 

industry perspective. Trends Food Sci. Technol. 17, 547–556. 

https://doi.org/10.1016/j.tifs.2006.04.010 

Sarkar, B., Bhattacharjee, S., Daware, A., Tribedi, P., Krishnani, K.K., Minhas, P.S., 

2015. Selenium nanoparticles for stress-resilient fish and livestock. Nanoscale Res. 

Lett. 10, 371. https://doi.org/10.1186/s11671-015-1073-2 

Schleh, C., Semmler-behnke, M., Lipka, J., Wenk, A., Hirn, S., Schäffler, M., Schmid, G., 

Simon, U., Kreyling, W.G., 2012. Size and surface charge of gold nanoparticles 



113 
 

determine absorption across intestinal barriers and accumulation in secondary 

target organs after oral administration. Nanotoxicology 6, 36–46. 

https://doi.org/10.3109/17435390.2011.552811 

Schrauzer, G.N., 1998. Selenomethionine and selenium yeast: Appropriate forms of 

selenium for use in infant formulas and nutritional supplements. J. Med. Food 1, 

201–206. https://doi.org/10.1089/jmf.1998.1.201 

Shafiq, M., Anjum, S., Hano, C., Anjum, I., Abbasi, B.H., 2020. An overview of the 

applications of nanomaterials and nanodevices in the food industry. Foods 9, 148. 

https://doi.org/10.3390/foods9020148 

Shao, Y., Wu, C., Wu, T., Chen, S., Ding, T., Ye, X., Hu, Y., 2018. Green synthesis of 

sodium alginate-silver nanoparticles and their antibacterial activity. Int. J. Biol. 

Macromol. 111, 1281–1292. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.01.012 

Sharma, V.K., McDonald, T.J., Sohn, M., Anquandah, G.A.K., Pettine, M., Zboril, R., 

2017. Assessment of toxicity of selenium and cadmium selenium quantum dots: A 

review. Chemosphere 188, 403–413. 

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2017.08.130 

Shi, H., Magaye, R., Castranova, V., Zhao, J., 2013. Titanium dioxide nanoparticles: A 

review of current toxicological data. Part. Fibre Toxicol. 10, 15. 

https://doi.org/10.1186/1743-8977-10-15 

Shi, L., Xun, W., Yue, W., Zhang, C., Ren, Y., Shi, L., Wang, Q., Yang, R., Lei, F., 2011. 

Effect of sodium selenite, Se-yeast and nano-elemental selenium on growth 

performance, Se concentration and antioxidant status in growing male goats. Small 

Rumin. Res. 96, 49–52. https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2010.11.005 

Shi, Y.H., Xu, Z.R., Feng, J.L., Wang, C.Z., 2006. Efficacy of modified montmorillonite 

nanocomposite to reduce the toxicity of aflatoxin in broiler chicks. Anim. Feed Sci. 

Technol. 129, 138–148. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2005.12.006 

Shim, I., Choi, K., Hirano, S., 2017. Oxidative stress and cytotoxic effects of silver ion in 

mouse lung macrophages J774.1 cells. J. Appl. Toxicol. 37, 471–478. 

https://doi.org/10.1002/jat.3382 

Silvan, J.M., Zorraquin-Peña, I., de Llano, D.G., Moreno-Arribas, V.M., Martinez-

Rodriguez, A.J., 2018. Antibacterial activity of glutathione-stabilized silver 

nanoparticles against Campylobacter multidrug-resistant strains. Front. Microbiol. 

9, 458. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00458 



114 
 

Silvestre, C., Duraccio, D., Cimmino, S., 2011. Food packaging based on polymer 

nanomaterials. Prog. Polym. Sci. 36, 1766–1782. 

https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2011.02.003 

Simbine, E.O., Rodrigues, L. da C., Lapa-Guimarães, J., Kamimura, E.S., Corassin, 

C.H., de OLIVEIRA, C.A.F., 2019. Application of silver nanoparticles in food 

packages: A review. Food Sci. Technol. 39, 793–802. 

https://doi.org/10.1590/fst.36318 

Singh, N., Manshian, B., Jenkins, G.J.S., Griffiths, S.M., Williams, P.M., Maffeis, T.G.G., 

Wright, C.J., Doak, S.H., 2009. NanoGenotoxicology: The DNA damaging potential 

of engineered nanomaterials. Biomaterials 30, 3891–3914. 

https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2009.04.009 

Singh, T., Shukla, S., Kumar, P., Wahla, V., Bajpai, V.K., Rather, I.A., 2017. Application 

of nanotechnology in food science: Perception and overview. Front. Microbiol. 8, 

1501. https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01501 

Skalickova, S., Milosavljevic, V., Cihalova, K., Horky, P., Richtera, L., Adam, V., 2017. 

Selenium nanoparticles as a nutritional supplement. Nutrition 33, 83–90. 

https://doi.org/10.1016/j.nut.2016.05.001 

Soenen, S.J., Rivera-Gil, P., Montenegro, J.-M., Parak, W.J., De Smedt, S.C., 

Braeckmans, K., 2011. Cellular toxicity of inorganic nanoparticles: Common 

aspects and guidelines for improved nanotoxicity evaluation. Nano Today 6, 446–

465. https://doi.org/10.1016/j.nantod.2011.08.001 

Sonavane, G., Tomoda, K., Makino, K., 2008. Biodistribution of colloidal gold 

nanoparticles after intravenous administration: Effect of particle size. Colloids Surf. 

B: Biointerfaces 66, 274–280. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2008.07.004 

Song, K.-M., Jeong, E., Jeon, W., Cho, M., Ban, C., 2012. Aptasensor for ampicillin using 

gold nanoparticle based dual fluorescence-colorimetric methods. Anal. Bioanal. 

Chem. 402, 2153–2161. https://doi.org/10.1007/s00216-011-5662-3 

Steckiewicz, K.P., Barcinska, E., Malankowska, A., Zauszkiewicz–Pawlak, A., 

Nowaczyk, G., Zaleska-Medynska, A., Inkielewicz-Stepniak, I., 2019. Impact of gold 

nanoparticles shape on their cytotoxicity against human osteoblast and 

osteosarcoma in in vitro model. Evaluation of the safety of use and anti-cancer 

potential. J. Mater. Sci. Mater. Med. 30, 22. https://doi.org/10.1007/s10856-019-

6221-2 



115 
 

Strugari, A.F.G., Stan, M.S., Gharbia, S., Hermenean, A., Dinischiotu, A., 2019. 

Characterization of nanoparticle intestinal transport using an in vitro co-culture 

model. Nanomaterials 9, 5. https://doi.org/10.3390/nano9010005 

Su, H., Fan, H., Ai, S., Wu, N., Fan, H., Bian, P., Liu, J., 2011. Selective determination 

of melamine in milk samples using 3-mercapto-1-propanesulfonate-modified gold 

nanoparticles as colorimetric probe. Talanta 85, 1338–1343. 

https://doi.org/10.1016/j.talanta.2011.06.017 

Sun, H., Chow, E.C.Y., Liu, S., Du, Y., Pang, K.S., 2008. The Caco-2 cell monolayer: 

Usefulness and limitations. Expert Opin. Drug Metab. Toxicol. 4, 395–411. 

https://doi.org/10.1517/17425255.4.4.395 

Tao, C., 2018. Antimicrobial activity and toxicity of gold nanoparticles: Research 

progress, challenges and prospects. Lett. Appl. Microbiol. 67, 537–543. 

https://doi.org/10.1111/lam.13082 

Tarantola, M., Pietuch, A., Schneider, D., Rother, J., Sunnick, E., Rosman, C., Pierrat, 

S., Sönnichsen, C., Wegener, J., Janshoff, A., 2011. Toxicity of gold-nanoparticles: 

Synergistic effects of shape and surface functionalization on micromotility of 

epithelial cells. Nanotoxicology 5, 254–268. 

https://doi.org/10.3109/17435390.2010.528847 

Thiruvengadam, M., Rajakumar, G., Chung, I.-M., 2018. Nanotechnology: Current uses 

and future applications in the food industry. 3 Biotech 8, 74. 

https://doi.org/10.1007/s13205-018-1104-7 

Tortella, G.R., Rubilar, O., Durán, N., Diez, M.C., Martínez, M., Parada, J., Seabra, A.B., 

2020. Silver nanoparticles: Toxicity in model organisms as an overview of its hazard 

for human health and the environment. J. Hazard. Mater. 390, 121974. 

https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2019.121974 

Tournebize, J., Boudier, A., Joubert, O., Eidi, H., Bartosz, G., Maincent, P., Leroy, P., 

Sapin-Minet, A., 2012. Impact of gold nanoparticle coating on redox homeostasis. 

Int. J. Pharm. 438, 107–116. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2012.07.026 

Turco, L., Catone, T., Caloni, F., Di Consiglio, E., Testai, E., Stammati, A., 2011. Caco-

2/TC7 cell line characterization for intestinal absorption: How reliable is this in vitro 

model for the prediction of the oral dose fraction absorbed in human? Toxicol. Vitr. 

25, 13–20. https://doi.org/10.1016/j.tiv.2010.08.009 

Turkevich, J., Stevenson, P.C., Hillier, J., 1951. A study of the nucleation and growth 



116 
 

processes in the synthesis of colloidal gold. Discuss. Faraday Soc. 11, 55–75. 

https://doi.org/10.1039/DF9511100055 

Verdoodt, N., Basso, C.R., Rossi, B.F., Pedrosa, V.A., 2017. Development of a rapid and 

sensitive immunosensor for the detection of bacteria. Food Chem. 221, 1792–1796. 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.10.102 

Vermeiren, L., Devlieghere, F., Debevere, J., 2002. Effectiveness of some recent 

antimicrobial packaging concepts. Food Addit. Contam. 19, 163–171. 

https://doi.org/http://dx.doi.org/10.1080/02652030110104852 

Vila, L., García-Rodríguez, A., Cortés, C., Marcos, R., Hernández, A., 2018. Assessing 

the effects of silver nanoparticles on monolayers of differentiated Caco-2 cells, as 

a model of intestinal barrier. Food Chem. Toxicol. 116, 1–10. 

https://doi.org/10.1016/j.fct.2018.04.008 

Villiers, C.L., Freitas, H., Couderc, R., Villiers, M.-B., Marche, P.N., 2010. Analysis of the 

toxicity of gold nano particles on the immune system: Effect on dendritic cell 

functions. J. Nanoparticle Res. 12, 55–60. https://doi.org/10.1007/s11051-009-

9692-0 

Wadhwani, S.A., Shedbalkar, U.U., Singh, R., Chopade, B.A., 2016. Biogenic selenium 

nanoparticles: Current status and future prospects. Appl. Microbiol. Biotechnol. 100, 

2555–2566. https://doi.org/10.1007/s00253-016-7300-7 

Wang, H., Zhang, J., Yu, H., 2007. Elemental selenium at nano size possesses lower 

toxicity without compromising the fundamental effect on selenoenzymes: 

Comparison with selenomethionine in mice. Free Radic. Biol. Med. 42, 1524–1533. 

https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2007.02.013 

Wang, Q., Larese-Casanova, P., Webster, T.J., 2015a. Inhibition of various gram-

positive and gram-negative bacteria growth on selenium nanoparticle coated paper 

towels. Int. J. Nanomedicine 10, 2885–2894. https://doi.org/10.2147/IJN.S78466 

Wang, Y., Chen, P., Zhao, G., Sun, K., Li, D., Wan, X., Zhang, J., 2015b. Inverse 

relationship between elemental selenium nanoparticle size and inhibition of cancer 

cell growth in vitro and in vivo. Food Chem. Toxicol. 85, 71–77. 

https://doi.org/10.1016/j.fct.2015.08.006 

Wang, Y., Yan, X., Fu, L., 2013. Effect of selenium nanoparticles with different sizes in 

primary cultured intestinal epithelial cells of crucian carp, Carassius auratus gibelio. 

Int. J. Nanomedicine 8, 4007–4013. https://doi.org/10.2147/IJN.S43691 



117 
 

Woźniak, A., Malankowska, A., Nowaczyk, G., Grześkowiak, B.F., Tuśnio, K., Słomski, 

R., Zaleska-Medynska, A., Jurga, S., 2017. Size and shape-dependent cytotoxicity 

profile of gold nanoparticles for biomedical applications. J. Mater. Sci. Mater. Med. 

28, 92. https://doi.org/10.1007/s10856-017-5902-y 

Xia, Q., Huang, J., Feng, Q., Chen, X., Liu, X., Li, X., Zhang, T., Xiao, S., Li, H., Zhong, 

Z., Xiao, K., 2019. Size- and cell type-dependent cellular uptake, cytotoxicity and in 

vivo distribution of gold nanoparticles. Int. J. Nanomedicine 14, 6957–6970. 

https://doi.org/10.2147/IJN.S214008 

Xiulan, S., Xiaolian, Z., Jian, T., Zhou, J., Chu, F.S., 2005. Preparation of gold-labeled 

antibody probe and its use in immunochromatography assay for detection of 

aflatoxin B1. Int. J. Food Microbiol. 99, 185–194. 

https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2004.07.021 

Xun, W., Shi, L., Yue, W., Zhang, C., Ren, Y., Liu, Q., 2012. Effect of high-dose nano-

selenium and selenium–yeast on feed digestibility, rumen fermentation, and purine 

derivatives in sheep. Biol. Trace Elem. Res. 150, 130–136. 

https://doi.org/10.1007/s12011-012-9452-3 

Yee, S., 1997. In vitro permeability across Caco-2 cells (colonic) can predict in vivo (small 

intestinal) absorption in man - Fact or myth. Pharm. Res. 14, 763–766. 

https://doi.org/10.1023/a:1012102522787 

Yu, Z., Wang, W., Kong, F., Lin, M., Mustapha, A., 2019. Cellulose nanofibril/ silver 

nanoparticle composite as an active food packaging system and its toxicity to 

human colon cells. Int. J. Biol. Macromol. 129, 887–894. 

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.02.084 

Yuan, H., Khoury, C.G., Hwang, H., Wilson, C.M., Grant, G.A., Vo-Dinh, T., 2012. Gold 

nanostars: Surfactant-free synthesis, 3D modelling, and two-photon 

photoluminescence imaging. Nanotechnology 23, 075102. 

https://doi.org/10.1088/0957-4484/23/7/075102 

Zabetakis, K., Ghann, W.E., Kumar, S., Daniel, M.-C., 2012. Effect of high gold salt 

concentrations on the size and polydispersity of gold nanoparticles prepared by an 

extended Turkevich-Frens method. Gold Bull. 45, 203–211. 

https://doi.org/10.1007/s13404-012-0069-2 

Zhang, F., Durham, P., Sayes, C.M., Lau, B.L.T., Bruce, E.D., 2015. Particle uptake 

efficiency is significantly affected by type of capping agent and cell line. J. Appl. 



118 
 

Toxicol. 35, 1114–1121. https://doi.org/10.1002/jat.3138 

Zhang, J., Wang, H., Bao, Y., Zhang, L., 2004. Nano red elemental selenium has no size 

effect in the induction of seleno-enzymes in both cultured cells and mice. Life Sci. 

75, 237–244. https://doi.org/10.1016/j.lfs.2004.02.004 

Zhang, J., Wang, H., Yan, X., Zhang, L., 2005. Comparison of short-term toxicity 

between Nano-Se and selenite in mice. Life Sci. 76, 1099–1109. 

https://doi.org/10.1016/j.lfs.2004.08.015 

Zhang, J., Wang, X., Xu, T., 2008. Elemental selenium at nano size (Nano-Se) as a 

potential chemopreventive agent with reduced risk of selenium toxicity: Comparison 

with Se-methylselenocysteine in mice. Toxicol. Sci. 101, 22–31. 

https://doi.org/10.1093/toxsci/kfm221 

Zhang, L., Pornpattananangkul, D., Hu, C.-M.J., Huang, C.-M., 2010. Development of 

nanoparticles for antimicrobial drug delivery. Curr. Med. Chem. 17, 585–594. 

https://doi.org/10.2174/092986710790416290 

Zhang, X.-D., Wu, D., Shen, X., Liu, P.-X., Yang, N., Zhao, B., Zhang, H., Sun, Y.-M., 

Zhang, L.-A., Fan, F.-Y., 2011. Size-dependent in vivo toxicity of PEG-coated gold 

nanoparticles. Int. J. Nanomedicine 6, 2071–2081. 

https://doi.org/10.2147/ijn.s21657 

Zhou, X., Wang, Y., Gu, Q., Li, W., 2009. Effects of different dietary selenium sources 

(selenium nanoparticle and selenomethionine) on growth performance, muscle 

composition and glutathione peroxidase enzyme activity of crucian carp (Carassius 

auratus gibelio). Aquaculture 291, 78–81. 

https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2009.03.007 

Zhu, X., Zhu, L., Duan, Z., Qi, R., Li, Y., Lang, Y., 2008. Comparative toxicity of several 

metal oxide nanoparticle aqueous suspensions to Zebrafish (Danio rerio) early 

developmental stage. J. Env. Sci. Heal. A Tox. Hazard. Subst. Env. Eng. 43, 278–

284. https://doi.org/10.1080/10934520701792779 

Ziarati, P., Shirkhan, F., Mostafidi, M., Zahedi, M.T., 2018. A comprehensive review: 

Toxicity of nanotechnology in the food industry. J. Med. Discov. 3, 18010. 

https://doi.org/10.24262/jmd.3.2.18010 

Zodrow, K., Brunet, L., Mahendra, S., Li, D., Zhang, A., Li, Q., Alvarez, P.J.J., 2009. 

Polysulfone ultrafiltration membranes impregnated with silver nanoparticles show 

improved biofouling resistance and virus removal. Water Res. 43, 715–723. 



119 
 

https://doi.org/10.1016/j.watres.2008.11.014 

Zorraquín-Peña, I., Cueva, C., Bartolomé, B., Moreno-Arribas, M.V., 2020. Silver 

nanoparticles against foodborne bacteria. Effects at intestinal level and health 

limitations. Microorganisms 8, 132. 

https://doi.org/10.3390/microorganisms8010132 

 

 


