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) ¢Son seguros los colorantes alimenticios nanoparticulados? Uso del modelo biolégico in vivo Caenorhabditis
elegans para evaluar su toxicidad aguda

PALABRAS CLAVE RESUMEN
Introduccion: Este estudio explora los efectos toxicoldgicos de las nanoparticulas de plata (AgNPs) y na-
noparticulas de 6xido de hierro (FeZO3NPs), que se utilizan como colorantes alimentarios (E-174 y E-172,
Aelves respectivamente), al entrar en contacto con un medio acuoso que simula matrices alimentarias. Para ello
Alimentarios; se ha empleado el modelo bioldgico in vivo Caenorhabditis elegans.

Metodologia: Se evalué el impacto de las NPs en parametros fisicoquimicos, como el tamafio de particula,

el el potencial zeta y la conductividad eléctrica. También se analizaron pardmetros biolégicos en C. elegans,

Estabilidad; incluyendo letalidad, estrés oxidativo y apoptosis o muerte celular.

Nematodo: Resultados: El analisis fisicoquimico revelé cambios significativos en las propiedades de las NPs en contac-
! to con el medio acuoso. Las AgNPs mostraron una mayor estabilidad, asi como un aumento en su solubi-

Propiedades lizacion. Las Fe,0,NPs mostraron una mayor toxicidad aguda en comparacion con las AgNPs, exponiendo

toxicoldgicas. tasas de letalidad mas altas y mayor estrés oxidativo. El andlisis de la apoptosis celular destacd aiin mas

sus efectos toxicos.

Conclusiones: Los resultados del estudio mostraron el papel critico de las caracteristicas fisicoquimicas de
las NPs y sus interacciones bioldgicas. Se demostré que las variaciones en la estabilidad de las NPs pueden
aumentar su potencial téxico cuando se utilizan como aditivos alimentarios. Los hallazgos requieren una
investigacion exhaustiva para comprender mejor el comportamiento de las NPs en las matrices alimenta-
rias y los riesgos para la salud asociados, garantizando asi la sequridad del consumidor.
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ABSTRACT

Introduction: This study explores the toxicological effects of silver nanoparticles (AgNPs) and iron oxide
nanoparticles (Fe,O,NPs), which are used as food colorants (E-174 and E-172, respectively), when they come
into contact with an aqueous medium that simulates food matrices. For this purpose, the in vivo biological
model Caenorhabditis elegans was used.

Methodology: The impact of NPs was evaluated on physicochemical parameters, such as particle size,
zeta potential, and electrical conductivity. Biological parameters in C. elegans were also analyzed, including
lethality, oxidative stress, and apoptosis or cell death.

Results: Physicochemical analysis revealed significant changes in the properties of the NPs upon
contact with the aqueous medium. The AgNPs exhibited greater stability, as well as an increase in their
solubilization. Fe,O,NPs exhibited higher toxicity compared to AgNPs, showing higher lethality rates and
increased oxidative stress. The analysis of cell apoptosis further highlighted their toxic effects.

Conclusions: The results of the study demonstrated the critical role of the physicochemical characteristics
of NPs and their biological interactions. Variations in the stability of NPs can increase their toxic potential
when used as food additives. These findings require thorough investigation to better understand the
behaviour of NPs in food matrices and the associated health risks, thereby ensuring consumer safety.

Funding: Recovery, Transformation and Resilience Plan of the Valencian Community, through the
“Investigo Program” project. European project “NAMS4NANO: Integration of Results from New Approach
Methodologies in Chemical Risk Assessments: Case Studies Addressing Considerations at the Nanometric
Scale”, supported by the European Food Safety Agency (EFSA).

1. Este estudio muestra los efectos toxicolégicos agudos de las AgNPs y Fe,O,NPs como
colorantes alimentarios, evaluando letalidad, estrés oxidativo y apoptosis en C. elegans,
destacando la importancia de evaluar su seguridad en matrices alimentarias.

2. Se observaron cambios fisicoquimicos significativos en las propiedades de las AGNPs y
Fe,O,NPs al entrar en contacto con medios acuosos, lo que influye en su estabilidad y
solubilizacién.

3. Las Fe,0,NPs mostraron mayor toxicidad aguda que las AgNPs, con mayor letalidad y estrés
oxidativo en C. elegans, sugiriendo posibles riesgos para la salud asociados a su uso como
aditivos alimentarios.

ll-. La estabilidad e interacciones de las nanoparticulas son clave para evaluar su toxicidad,
requiriendo mds investigacion sobre su comportamiento en matrices alimentarias y los
riesgos potenciales para la salud.

Furones S, Grau R, Barat JM, Verdd S. ¢{Son seguros los colorantes alimenticios nanoparticulados? Uso del modelo
biolégico in vivo Caenorhabditis elegans para evaluar su toxicidad aguda. Rev Esp Nutr Hum Diet. 2025; 29(1): 79-88.
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‘ INTRODUCCION

Los aditivos alimentarios son sustancias afiadidas para mejo-
rar la calidad, seguridad, vida Gtil o modificar caracteristicas
como color, sabor o textura. Entre ellos, los nanomateriales
(NMs), especialmente las nanoparticulas (NPs), son cada vez
mas utilizados en campos como la biomedicina, tecnologia de
la informacién, cosmética e industria alimentaria, gracias a sus
propiedades especificas como su pequefio tamafo, naturaleza
quimica y gran superficie de contacto. Las NPs, conocidas como
nanoaditivos, tienen aplicaciones en la industria alimentaria, ya
sea como ingredientes o en materiales de envasado. Se ha de-
mostrado que pueden mejorar la seqguridad alimentaria al pro-
longar la vida atil de los productos®34,

Sin embargo, cuando las NPs se incorporan a matrices alimen-
tarias acuosas, sus propiedades pueden cambiar, afectando su
estabilidad y aumentando su potencial téxico, como el estrés
oxidativo y el dafio celular>®. Por ello, es fundamental estudiar
cémo las matrices alimentarias influyen en su comportamiento,
especialmente para NPs autorizadas como aditivos alimenta-
rios. Entre ellos estdn el 6xido de hierro (Fe,0,, E172) y la pla-
ta (Ag, E174), que son colorantes alimentarios autorizados en
la Unién Europea segtn el Reglamento (CE) 1333/2008 sobre
aditivos alimentarios. El E174 se utiliza en la decoracién de con-
fiteria, chocolates y licores, mientras que el E172 se encuentra
en productos como pescado ahumado y crustaceos. A pesar de
su aprobacion, la genotoxicidad y citotoxicidad de estos aditivos
se ha demostrado en diferentes estudios’™°. En vista de estas
preocupaciones, la EFSA ha publicado dos opiniones cientificas
sefialando que la informacién disponible es insuficiente para
garantizar su seguridad, subrayando la necesidad de mds datos
sobre los riesgos potenciales de estos nanoaditivos!!2.

Uno de los modelos experimentales sugeridos para estudiar la
toxicidad aguda de las NPs es Caenorhabditis elegans, un nema-
todo no pardsito ampliamente utilizado en bioensayos toxico-
I6gicos. Este organismo tiene caracteristicas ventajosas, como
su facil mantenimiento, ciclo de vida rapido (3 dias) y peque-
fio tamafio (1 mm en su etapa adulta), lo que permite reali-
zar experimentos rdpidos con minimas muestras®®. Ademas, su
transparencia facilita el estudio de procesos celulares median-
te colorantes bioquimicos y proteinas fluorescentes. Ademas,
comparte funciones bioldgicas con los mamiferos, incluyendo
genes y vias de sefalizacién, lo que lo convierte en un modelo
Gtil para estudiar mecanismos toxicoldgicos que pueden extra-
polarse a organismos superiores, proporcionando un primer
paso en la identificacién de peligros toxicoldgicos®®.

Este estudio tiene como objetivo especifico examinar los cam-
bios en las propiedades de las AgNPs y Fe,O,NPs durante su

contacto con medios acuosos. Dichos cambios pueden afectar
significativamente a su funcionalidad y sequridad, lo que po-
tencialmente puede resultar en efectos adversos para la salud.
Para abordar esto, se empled el modelo in vivo Caenorhabditis
elegans para evaluar la exposicién aguda en ambos tipos de
NPs, centrdndose en varios parametros biolégicos del nema-
todo, incluida la letalidad, el estrés oxidativo y la apoptosis o
muerte celular.

‘ METODOLOGIA

Preparacion de la dispersion de nanoparticulas

En este estudio se utilizaron AgNPs (Sigma Aldrich, St. Louis,
EE. UU., nanopolvo, tamafo <100 nm, 99,5% de trazas en
base a metales, referencia: 576832-5G) y Fe,O,NPs (Sigma Al-
drich, St.Louis, EE. UU., nanopolvo, tamafio <50 nm, referencia:
544884-5G).

Ambas NPs se suspendieron en agua desionizada a concen-
traciones de 12,5, 25 y 50 pug/mL. Luego, fueron sometidas a
sonicacién en un bafo de ultrasonidos durante 2 minutos a
20°C para evitar la aglomeracién. Por Ultimo, las dispersiones
se almacenaron a 80°C para generar un proceso acelerado de
desestabilizacion, utilizando un bafio termostdtico durante di-
ferentes tiempos de exposicién (0, 3, 6, 24, 72, 192, 336 y 456
horas). Las dispersiones se sonicaron nuevamente, durante 2
minutos a 20°C, antes de testar sus caracteristicas fisicoquimi-
cas y toxicoldgicas a cada tiempo de exposicion.

Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

Ambas NPs fueron caracterizadas midiendo sus principales
caracteristicas fisicoquimicas: tamafio de particula promedio,
potencial zeta y conductividad eléctrica. Estas caracteristicas
se estudiaron para obtener una mejor comprensién del com-
portamiento de las NPs durante el tiempo de exposicion. Para
mantener las mismas condiciones de la prueba, las dispersio-
nes de NPs prepararon en medio K* (32 mM KCl, 51 mM Nacl),
manteniendo el pH en un rango de 6,0 a 6,5 (Sigma Aldrich,
St. Louis, EE. UU.). Este es el medio liquido estandar de man-
tenimiento para C. elegans, y también se utiliz6 en las pruebas
toxicolégica.

Las tres mediciones fisicoquimicas se realizaron en un Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido).
Los tamafios de las particulas se midieron mediante la técnica de
dispersién dindmica de luz (DLS) y los resultados se presentaron
como el tamafo promedio de las particulas, expresado en nand-
metros (hm), y se resumieron como medias.
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Preparacion y mantenimiento de C. elegans

La cepa silvestre Bristol N2 de Caenorhabditis elegans fue utili-
zada como organismo modelo. La poblacién de nematodos se
mantuvo en placas de agar con medio de crecimiento de ne-
matodos (NGM), sembradas con la cepa OP50 de Escherichia coli
a 20°C, como fuente de alimento para los nematodos. Antes
de los ensayos, las poblaciones de nematodos se sincronizaron
para obtener poblaciones de la misma edad adulta y reducir |a
variacién?e.

Procedimiento de exposicion aguda

El efecto de la exposiciéon aguda a NPs en C. elegans se evalu6
utilizando diferentes pardmetros bioldgicos. Las pruebas se lle-
varon a cabo en medio K*, como medio liquido para el manteni-
miento de los nematodos. Los nematodos adultos sincronizados
en la etapa L4 fueron expuestos a las NPs siguiendo los tiempos
de exposicién acuosa y a tres concentraciones probadas (ver
seccién 2.1). La exposicién aguda fue de 24 horas en un incu-
bador a 20°C. Después de este tiempo, se realizaron evalua-
ciones toxicoldgicas. También se incluyeron controles negativos
(C), que consistieron Gnicamente en medio K* sin exposicién a
NPs. Todos los grupos se probaron por duplicado, y el ndmero
de nematodos varié segin el ensayo. Los datos obtenidos se
expresaron como medias.

Evaluaciones de toxicidad aguda utilizando C. elegans

Prueba de letalidad: La prueba de letalidad se realizé para de-
terminar el efecto de las NPs en la viabilidad de C. elegans. La
prueba se llevé a cabo con un volumen final de 250 pL. La po-
blacién estudiada fue de alrededor de 200 nematodos adultos.
Tras la exposicion, el ndmero de nematodos vivos y muertos se
contd visualmente usando una lupa estereoscopica. Se conside-
ré que los nematodos estaban muertos si no respondian cuan-
do se les tocaba con una punta esterilizada®. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de nematodos muertos sobre el
nimero total de nematodos en cada tubo (tasa de mortalidad),
considerando las muestras de control.

Ensayo de ROS: El objetivo de este ensayo fue cuantificar las
especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares generadas
bajo estrés oxidativo causado por la exposicién a NPs, midiendo
la fluorescencia de los nematodos con el tinte 2',7"-diclorofluo-
rescina diacetato (H,DCF-DA, 0,5 mM) (Fisher Scientific, Schwer-
te, Alemania). Se evaluaron al menos 200 nematodos adultos
sincronizados (L4). Tras la exposicion a NPs, los nematodos se
trataron con la solucién de H,DCF-DAy se midid la fluorescencia
a 490 nm (excitacién) y 510-570 nm (emisién) usando un lector
VANTAstar (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). Los resultados
se expresaron como unidades de fluorescencia ROS (ROSFU),
comparando las muestras con los controles.

Analisis de apoptosis en la linea germinal

La medicién de la apoptosis en la linea germinal se realizé utili-
zando el protocolo descrito por Lant y Derry”. En este método,
el dafio celular se midié analizando la intensidad de fluores-
cencia mediante la tincién con naranja de acridina (AO, 1 mg/
mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.). Tras la exposicién a NPs,
los nematodos fueron tratados con la solucién de AO duran-
te 1 hora a temperatura ambiente. Los pasos posteriores y la
medida de la intensidad de fluorescencia se llevaron a cabo de
la misma manera que en el ensayo de ROS. Los resultados se
expresaron como unidades de fluorescencia de AO (AOFU).

Anadlisis estadistico

Los resultados de la caracterizacidén de las NPs y los datos ob-
tenidos de las pruebas de toxicidad aguda en C. elegans fueron
examinados mediante un estudio de varianza (ANOVA), em-
pleando un procedimiento de comparacién multiple para iden-
tificar cudles medias eran significativamente diferentes con un
nivel de significancia del 95%. En aquellos casos en los que el
efecto fue significativo (valor de P<0,05), las medias se compa-
raron utilizando el procedimiento de la diferencia minima signi-
ficativa (LSD) de Fisher.

‘ RESULTADOS

Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

Tamaho promedio de particula: En este estudio, ambas NPs
mostraron disminuciones en los tamafios promedio durante
la exposicién térmica hasta 6 horas, siendo mds notables en
Fe,O,NPs, debido a la solubilizaciéon de particulas, ocurriendo
mds rapido para las pequenas. A las 6 horas, la sobresaturacion
critica indujo nucleacién, incrementando el tamafio promedio
total.

A medida que el tiempo de exposicién aumento, el tamafio pro-
medio de particulas disminuyé por solubilizacién, aumentando
la energia libre superficial y las fuerzas de cohesién, lo que fa-
cilitd la coalescencia con los nicleos e increment6 el tamarfio
total’®'®. La mayoria de las particulas mds pequefias sufrieron
este proceso, mientras que una minoria persistié en solubili-
zarse sin coalescencia. Mientras que en las AgNPs mds con-
centradas (50 pg/mL) el tamafio promedio aumenté mds que
en las diluidas (12,5 y 25 pg/mL), ocurrié lo contrario con las
Fe,O,NPs. Figuras 1y 2.

Potencial zeta: El potencial zeta es una propiedad fisica que in-
dica la carga superficial neta de las NPs, afectando la fuerza
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Ggura 1. Evolucion del tamafio de particula promedio, potencial zeta y conductividad eléctrica de AgNPs durante la exposicién\

térmica.
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Resultados expresados como medias con barras de desviacién estandar.

p<0,05 indica diferencias significativas.

repulsiva entre las particulas y, por lo tanto, su tendencia a
aglomerarse o nuclearse. Los criterios de estabilidad de las NPs
se evallan considerando valores de potencial zeta dentro del
rango de mas de +30 mV a menos de -30 mV?°. Los valores de
zeta potencial de las AgNPs no tratadas térmicamente fueron
de -25,620,47 mV, -26,89+0,47 mV y -27,71+0,47 mV para las
concentraciones de 12,5, 25 y 50 pg/mL, respectivamente. Es-
tos valores indican una fuerte carga superficial, relacionada con
la alta concentracién de Ag*, generando fuerzas repulsivas que
previenen la aglomeracién y garantizan la estabilidad de la dis-
persién.

En el caso de las Fe,O,NPs no tratadas térmicamente, los valores
de zeta potencial fueron menores: -13,29+0,46 mV, -12,18+0,46

mV y -10,09£0,46 mV en concentraciones de 12,5, 25 y 50 pg/
mL, respectivamente, sugiriendo una mayor inestabilidad por la
menor concentracién de Fe*, lo que resulté en repulsién mas dé-
bil y mayor aglomeracion de las NPs.

Conductividad eléctrica: La conductividad eléctrica de las dis-
persiones de NPs refleja su capacidad para conducir corriente,
influenciada por el tamafio, forma, superficie y iones de las parti-
culas, lo cual puede afectar a su aglomeracién?.

La conductividad de ambas NPs aumento hasta las 6 horas de
exposicion, debido a la disolucién de particulas y reduccién del
tamafio promedio, resultando en una mayor energia libre de su-
perficie. El aumento en la concentracién de Ag*y Fe¥ facilité un
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flujo de corriente eficiente. Tras la nucleacién a las 6 horas, los
tamanos de los nlcleos aumentaron y la concentracion de io-
nes disminuyd, estableciendo barreras para el flujo de corriente
eléctrica. A lo largo del tiempo de exposicion, a pesar de una
concentracién constante de iones, el tamafio promedio de las
particulas creci6, reduciendo atin mas la conductividad.

Evaluaciones toxicoldgicas usando C. elegans

Ensayo de letalidad: El efecto de la exposicion aguda a AgNPs y
Fe,O,NPs en la mortalidad de C. elegans se ilustra en las Figuras
3a y 4a, donde se observa que las tres concentraciones pro-
vocaron un aumento significativo en las tasas de mortalidad a
medida que se prolong6 el tiempo de exposiciéon a ambas NPs.

Estas tendencias sugieren que la solubilizacién de ambas NPs,
antes y después de la nucleacion, afectd significativamente la
mortalidad de los nematodos. A pesar de la solubilizacién mas
lenta después de la nucleacion, las particulas que no sufrieron
coalescencia redujeron progresivamente su tamafo y se solu-
bilizaron, lo que llevé a su ingestién por parte de C. elegans y
resulté ser mas perjudicial en términos de mortalidad.

En el caso de las Fe,O,NPs, la concentracion de iones Fe** en
dispersién, tras la nucleacion, fue mds alta que la de las AgNPs.
Esto sugiere una correlacién con la toxicidad aguda aumentada,
especialmente a medida que se extendia el tiempo de exposi-
cién térmica, lo que llevé a una mayor tasa de mortalidad de
los nematodos.



Rev Esp Nutr Hum Diet. 2025; 29(1): 79 - 88

¢5on seguros los colorantes alimenticios nanoparticulados? Uso del modelo biolégico in vivo Caenorhabditis elegans para evaluar su toxicidad aguda

Ggura 3. Evolucién de la toxicidad aguda de AgNPs en C. elegans durante la exposicion térmica: letalidad, dafio por estrés oxidativo)
dafo celular a diferentes concentraciones.

a b

oo 125 pgiml, == 25 pgiml, —a— 108 5 -8 125 pgiml =—k=— 25 ugiml —— 50 pgimL

a0

25

nar

0.8z |

—

Hivel ROS [ROSFU)

Letalidad (% nematodos muertos)
-

L - b
e ok
5 .
) 08z ®
D o o o i i e . 00 200 00 400 500

Tiempo de exposicidn térmica de las NPs (k) Tiemps de expogicion trmice de las NPe (k)

c

Hivel AQ (ADFU)

200
Tiempo de exposicidn ermica e las NPs [h)

300 #00 500

Resultados expresados como medias con barras de desviacién estandar.
p<0,05 indica diferencias significativas.

Ensayo de ROS: La exposiciéon aguda a AgNPs mostrd un efecto
significativo en funcién del tiempo de exposicién y la concentra-
cion de particulas, mientras que este efecto no se observo en las
Fe,O,NPs, como se puede ver en las Figuras 3b y 4b, respecti-
vamente. Inicialmente, las Fe203NPs no tratadas térmicamen-
te produjeron mds ROS que las AgNPs, pero tras 72 horas en
medios acuosos, su produccion se estabilizd. Aunque las AgNPs
generaron altas cantidades de ROS, su toxicidad aguda no al-
canzo los niveles de las Fe,0,NPs, posiblemente debido a la ma-
yor concentracién de iones Fe3*. Factores como el tamafio de las
particulas y el estado de aglomeraciéon también influyen en Ia
toxicidad aguda.

Analisis de apoptosis en linea germinal: Las Figuras 3c y 4c
muestran el impacto de las AgNPs y las Fe,0O,NPs en la muer-
te celular de C. elegans, respectivamente. La exposicién aguda a
AgNPs mostré un efecto significativo relacionado con el tiempo
de exposicién y la concentracién de NPs, especialmente a 50
Hg/mL. Por otro lado, la exposicién de Fe O,NPs también tuvo
un efecto significativo, pero los tiempos de exposicion superio-
res a 6 horas no aumentaron la muerte celular. En general, la
toxicidad aguda de ambas NPs fue similar, aunque las Fe,O,NPs
provocaron mas muerte celular que las AgNPs antes de la nu-
cleacién, lo que indica que son mas perjudiciales debido a su
composicién quimica.
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Ggura 4. Evolucion de la toxicidad aguda de Fe,O,NPs en C. elegans durante la exposicion térmica: letalidad, dafio por estrés oxidati\b

y dano celular a diferentes concentraciones.
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Resultados expresados como medias con barras de desviacién estandar.

p<0,05 indica diferencias significativas.

‘ DISCUSION

Ambas NPs experimentaron cambios significativos en tamano,
estabilidad y carga superficial, afectando a parametros que se
relacionan con la toxicidad. Los resultados fisicoquimicos obser-
vados siguen el mecanismo de LaMer, que explica cémo la con-
centraciéon de mondmeros en solucién provoca una nucleacién
explosiva cuando se supera la sobresaturacién critica?. Posterior-
mente, las particulas crecen a través de la maduracién de Ost-
wald, donde los nucleos sufren coalescencia con particulas mas
pequefas?. Zhang et al. reportaron un patrén similar en AgNPs,

con una reduccién inicial del tamafio por solubilizacion, sequido
de un aumento debido a la nucleacién. Ademas, las concentracio-
nes de las NPs influyen en la disolucion y coalescencia?.

El potencial zeta de las AgNPs mostr6 una fuerte carga superfi-
cial que previno la aglomeracién®. Sin embargo, con la exposi-
cién térmica se disminuyé la carga superficial, desestabilizando
las NPs?. Las Fe,O,NPs eran inicialmente mds inestables, pero
se estabilizaron tras la nucleacién debido a la alta concentra-
cién de Fe*?.

Los resultados toxicolégicos mostraron que la toxicidad aguda
de las AgNPs en C. elegans esta relacionada con el tamafioy la
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solubilidad de las particulas, siendo las de menor tamafio mas
téxicas®. Rossbach et al.?® destacaron que la composicién quimi-
cay la concentracion de iones también influyen en la toxicidad.
El ensayo de ROS llevado a cabo por Luo et al.*° revelé una toxi-
cidad dosis-dependiente para las AgNPs, con una mayor gene-
racién de ROS. En general, la toxicidad aguda de ambas NPs fue
similar, aunque las Fe,O,NPs resultaron mas perjudiciales antes
de la nucleacién, debido a su composicién quimica®.

‘ CONCLUSIONES

Este estudio destaca el uso eficaz de C. elegans como modelo
para evaluar la toxicidad aguda de NPs en un corto tiempo. Aun-
que los niveles de exposicion humana de las NPs a través de
alimentos son considerablemente mas bajos, C. elegans propor-
ciona una valiosa herramienta inicial para la investigacién. Uno
de los objetivos clave fue sentar las bases para comprender los
efectos de las AgNPs y Fe,O,NPs en un modelo biolégico, lo cual
es un paso crucial hacia la evaluacién de su seguridad. Dada
la falta de informacién bioldgica y toxicolégica sobre las NPs,
especialmente E172 y E174 utilizadas como aditivos alimenta-
rios, es urgente que la EFSA y la comunidad cientifica amplien
las investigaciones sobre los riesgos potenciales de estos com-
puestos. Futuras investigaciones deberdn enfocarse en pruebas
en matrices acuosas con diferentes niveles de pH para simular
mejor las condiciones alimentarias reales. Ademas, la incorpo-
racion de técnicas avanzadas como SEM, TEM, XRD y EDS per-
mitira un analisis detallado de la morfologia, estructura y com-
posicién de las NPs. Paralelamente, se necesitan mds estudios
de toxicidad en C. elegans, que incluyan ensayos de funciones
corporales e intestinales, junto con evaluaciones a largo pla-
zo para entender mejor los riesgos asociados con la exposicion
continua a NPs en alimentos.
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