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RESUMO

LOPES, JM. Avaliacéo do efeito fitotoxico de nanoparticulas de magnetita na germinacao de
sementes e no desenvolvimento de plantulas de Pennisetum glaucum (L.) R. Br. 2017. 39f.
Monografia (Graduacdo em Engenharia Ambiental e Sanitaria) — Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Ambiental, Centro Federal de Educacdo Tecnoldgica de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2017.

Uma variedade de nanoparticulas (NPs), produzidas em escala industrial, estdo sendo
desenvolvidas e incorporadas em produtos comerciais devido as suas propriedades fisico-
quimicas Unicas em compara¢do com materiais de maiores dimensfes. Com a geragdo de NPs
de magnetita cada vez maior devido aos seus diferentes fins, fazem-se necessarios mais
estudos sobre os seus efeitos em diferentes espécies de plantas e culturas. O presente estudo
pretende, portanto, avaliar os efeitos fitotoxicos das NPs de magnetita por meio de seus
efeitos na germinacdo das sementes, crescimento das raizes e partes aéreas das plantulas,
contetdo de pigmentos cloroplastideos e a eficiéncia fotossintética do fotossistema Il (Fv/Fm)
da espécie Pennisetum glaucum (L.) R. Br. (milheto). Observou-se que a porcentagem de
germinacdo, o conteddo de clorofilas totais, caratendides e xantofilas e a eficiéncia
fotoquimica (Fv/Fm) ndo foram afetados significativamente pelas diferentes concentragdes de
NPs de magnetita, em relacdo ao controle, porém o alongamento das raizes e folhas e a taxa
de transporte de elétrons foi inibido a medida que se aumentou a concentracdo de

nanoparticulas de magnetita.

Palavras-Chave: Nanotecnologia. Nanoparticulas de magnetita. Fitotoxicidade. Pennisetum

glaucum.



ABSTRACT

LOPES, JM. Phytotoxic effect of magnetite nanoparticles on seed germination and seedling
development of Pennisetum glaucum (L.) R. Br. 2017. 39f. Monography (Graduate in
Environmental and Sanitary Engineering) - Department of Environmental Science and
Technology, Federal Center of Technological Education of Minas Gerais, Belo Horizonte,
2017.

A variety of nanoparticles (NPs), produced on an industrial scale, are being developed and
incorporated into commercial products because of their unique physical-chemical properties
compared to larger materials. With the generation of increasing magnetite NPs due to their
different purposes, further studies on their effects on different species of plants and crops are
needed. The present study therefore aims to evaluate the phytotoxic effects of magnetite NPs
through their effects on seed germination, seedling root and aerial part growth, chloroplast
pigment content and quantum yield of photosynthesis of the species Pennisetum glaucum (L.)
R. Br. (pearl millet). It was observed that the percentage of germination, total chlorophyll
content, caratenoids and xanthophylls and photochemical efficiency (Fv/Fm) were not
significantly affected by the different concentrations of magnetite NPs in relation to the
control, but the elongation of the roots and leaves and the rate of electron transport were

inhibited as the concentration of magnetite nanoparticles increased.

Keywords: Nanotechnology. Magnetite nanoparticles. Phytotoxicity. Pennisetum glaucum.
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1. INTRODUCAO

Uma variedade de nanoparticulas (NPs), produzidas em escala industrial, estdo sendo
desenvolvidas e incorporadas em produtos comerciais devido as suas propriedades fisico-
quimicas Unicas em comparacdo com materiais de maiores dimensdes (Zhang et al., 2015).
Atualmente, alguns nanomateriais magnéticos vém sendo amplamente aplicados em diversas
areas, por exemplo, o oxido de ferro, e em especial a magnetita (Fe3O4), sdo 0s mais
empregados (Hannickel, 2011). As NPs de magnetita, por exemplo, podem ser aplicadas em
ferrofluidos, tomografia de ressonancia magnética, carreador de farmacos, separacdo
magnética, agente de vedacéo (Blaney, 2007), biomedicina (Diniz et al., 2015) entre outros.

O uso extensivo de NPs metalicas e de 6xido de metal em diferentes campos e a
possibilidade das mesmas entrarem na cadeia alimentar através de plantas, devido a liberacédo
acidental para ambientes terrestres, aquaticos e atmosféricos, podem comprometer o
crescimento e o rendimento de culturas (Rizwanet al., 2016; Nair et al., 2016). Uma variedade
de NPs de oxidos metalicos (nAl,O3, nCeO,, nZnO, nCuO, nTiO,, nFe30,4) influenciam
negativamente a germinacdo e desenvolvimento das plantas (Siddigi et al., 2017). NPs de
CuO, por exemplo, podem reduzir significativamente o percentual de germinacdo,
comprimento das raizes e o nivel de carotendides do arroz (Shaw et al., 2013). Os limites de
concentracdo das NPs sdo importantes para determinar se a mesma € um nutriente ou uma
toxina, por exemplo, NPs em baixas concentracfes, podem ser usadas como transportadoras e
fornecedoras de nutrientes as plantas para aumentar seu crescimento (Liu et al., 2016), porém,
em concentragdes mais elevadas a maioria dos estudos envolvendo NPs indicam certo grau de
fitotoxicidade (Ma et al., 2010).

Existem varios estudos sobre os efeitos das NPs de magnetita nas plantas,
principalmente em relacdo a fitotoxicidade e alteracdo de suas funcBes metabdlicas.
Nanoparticulas superparamagnéticas (NPs-SPMs) de éxido de ferro em plantas Lemna gibba
causaram toxicidade, indicada pela diminuicdo do teor de clorofila, deterioracdo das funcGes
do fotossistema 11 (FSII), forte producédo de espécies reativas de oxigénio e inibicao da taxa de
crescimento (Barhoumi et al., 2015). Ao Contrario, NPs-SPMs de magnetita possuem
propriedades que sdo eficazes para as culturas (EI-Nasr et al., 2015), como a da soja,
aumentando os niveis de clorofila, sem vestigios de toxicidade (Ghafariyan et al., 2013), e

mudas de melancia, incrementando a porcentagem de germinacdo e melhorando o0s

1



pardmetros de crescimento (Pariona et al., 2016). Além disso, 0 campo magnético da
magnetita pode afetar positivamente os fatores fisiol6gicos (taxa de regeneracdo em termos de
biomassa e altura das plantas) e bioquimicos (proteina total, clorofila, superoxido dismutase,
catalase, peroxidase e peroxidase de ascorbato) (Alikamanoglu et al., 2011). No entanto, em
alguns casos as NPs de magnetita ndo provocam um efeito evidente na taxa de germinacao e
no crescimento da planta, como consequéncia, ndo se observa um estresse oxidativo,
mantendo os mesmos niveis de clorofila e de O* ou H,O, em relacéo as plantas de controle
(lannone et al., 2016).

Alguns pardmetros fotossintéticos sdo utilizados para avaliar o stress ou danos
causados nas plantas pelas NPs, tais como a intensidade de emissédo de fluorescéncia dos
pigmentos cloroplastideos, a eficiéncia maxima do fotossistema Il (FSII) ou Fv/Fm e a taxa
de transporte de elétrons (ETR) sob o ponto de saturacdo (Du et al,. 2016) Os efeitos das NPs
de magnetita variam dependendo das concentracfes e dimensdes das particulas testadas, bem
como as espécies de plantas utilizadas, podendo apresentar efeitos inibitérios (Ren et al.,
2011; Mushtaq et al., 2011), incremento da germinacdo (Ren et al., 2011, Lebedev et al.,
2014; Shankramma et al., 2016) ou ndo apresentar qualquer efeito (lannone et al., 2016; Lee
et al., 2010; Lopez-Luna et al., 2016; Wang et al., 2011; Ghafariyan et al., 2013).

Com a geracdo de NPs de magnetita cada vez maior devido aos seus diferentes fins,
fazem-se necessarios mais estudos sobre os seus efeitos em diferentes espécies de plantas e
culturas. Isto porque, as aplicacGes dessas NPs em cultivo de plantas determinam diferentes

efeitos, que podem ser toxicos ou benéficos.

2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos fitotoxicos das NPs de magnetita por meio de seus efeitos na
germinacdo das sementes, crescimento das raizes e partes aéreas das plantulas, conteldo de
pigmentos cloroplastideos e parametros fotossintéticos (Fv/Fm e ETR) da espécie Pennisetum
glaucum (L.) R.Br. (milheto).



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Definicado de nanoparticulas e nanotecnologia

A nanotecnologia é definida como o design, caracterizacdo, producdo e aplicacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas de controle de forma e tamanho em nano-escala (Latif,
2006). O tamanho (extremamente pequeno), a estrutura e caracteristicas de superficie das NPs
resultam em propriedades fisico-quimicas Unicas que ndo sdo observadas com particulas
maiores do mesmo material (Stampoulis et al., 2009). A nanociéncia é a ciéncia que
desenvolve materiais a escala nanométrica, ou seja, na escala de 1-100 nanémetros, em que
1nm equivale a 10° m. A figura 1 apresenta esquematicamente a dimenséo de alguns objetos
expressa em nandmetros (Pereira, 2014).

Devido as propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais e o seu amplo potencial de
aplicacdo, eles oferecem diversificadas oportunidades de inovacdo para o0s setores de
materiais, eletrénica e biotecnologias (Silva et al., 2014). No entanto, as mesmas propriedades
que tornam os nanomateriais tdo atrativos, como pequeno tamanho, forma variada e alta area
superficial, podem também ser responsaveis por desequilibrios ambientais e efeitos nocivos

aos organismos vivos e ao homem (Nogueira et al., 2013).

Escala nanomeétrica
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Figura 1 - Dimensdes de algumas estruturas moleculares e materiais expressos em
nandmetros. Fonte: Pereira (2014).



As NPs podem ser de origem natural ou de origem antropogénica. Estas particulas
podem ser ainda categorizadas em materiais a base de carbono, como fulerenos e nanotubos
de carbono, polimeros organicos (dendrimeros, poliestireno) e ainda NPs inorganicas,
incluindo as NPs de dxidos metélicos (6xido de zinco, 6xido de ferro, dioxido de titanio e
Oxido de cério), de metais (ouro, prata e ferro), e compostos como o 6xido de Cu-Zn-Fe
(Teixeira, 2013).

As NPs existem na natureza desde o inicio da historia da Terra e sdo encontradas no
ambiente sob a forma de p6 vulcanico, poeira lunar, compostos minerais e outros, porém,
essas NPs naturais estdo presentes em concentragdes muito baixas e, portanto, ndo apresentam
impacto significativo (Yadav et al., 2014). Outros exemplos de fonte natural de NPs séo o sal
marinho e algumas moléculas como a magnetita biogénica e a proteina ferritina, de
aproximadamente 12 nm, que sdo encontradas no interior de organismos primitivos
(Paschoalino et al., 2010). As NPs antropogénicas podem ser formadas como um subproduto
de um determinado processo, por exemplo, durante a combustdo de determinados materiais,
ou produzidas intencionalmente devido as suas caracteristicas particulares (Teixeira, 2013).

As NPs artificiais sdo atualmente utilizadas em diferentes areas devido a seu carater
multidisciplinar de aplicacbes como a eletrdnica, Optica, téxteis, aplicacdes médicas,
cosméticos, embalagens de alimentos, tecnologia de tratamento de A&gua, células de
combustivel, catalisadores, e biossensores para remediacdo ambiental (Anjum et al., 2013). A
crescente utilizacdo das NPs se deve a relativa facilidade com que estas podem ser preparadas
e manipuladas, a sua elevada reatividade e area de superficie e a natureza ajustavel das suas
propriedades oéticas entre outras (Teixeira, 2013). No entanto, a producdo, utilizacdo e
eliminacdo de NPs fabricadas podem desencadear inevitavelmente descargas para a
atmosfera, solos e sistemas aquaticos, portanto, € crucial investigar o seu transporte através do
ambiente e seus possiveis impactos no meio ambiente e na saude, tanto para a protecdo
ambiental tanto para assegurar a sustentabilidade em longo prazo da industria nanotecnologia,
com seus beneficios associados (Ju-nam et al., 2008).

Producéo de nanomateriais
Os métodos de producdo das nanoparticulas sdo divididos em duas categorias
fundamentais: bottom-up e top-down (Fig. 2) (Dias, 2015). A técnica top-down corresponde a
fabricacdo de estruturas em nanoescala, a partir de outras de maior tamanho, geralmente, por
meio de processos fisicos. J& nas estratégias bottom-up o material ¢ sintetizado “montando” a
substancia atomo por atomo ou molécula por molécula, através de processos quimicos e
4



fisicos (Oliveira et al., 2015). Exemplos de métodos top-down de producdo de nanoparticulas
sdo a litografia, moagem de alta energia e moagem em moinho de bolas rotativas (Biondo,
2010). Exemplos de rotas bottom-up sdo os processos de sintese hidrotermal, o CVD

(chemical vapour deposition), Sol-Gel, entre outras (Schenkel, 2015).

Top-down Bottom-up
Nanoestruturas '
N K Ry
P6 ’ = OC Aglomerado o

Bulk

Figura 2 - Categorias dos métodos de producdo de nanoparticulas. Fonte: Dias (2015).

Atualmente os nanomateriais podem ser organizados em quatro tipos:

1) Nanomateriais a base de carbono

Nanotubos de carbono sdo folhas de grafeno enroladas que formam tubos estendidos.
Existem dois tipos de nanotubos de carbono: Single-walled (um tubo) ou multi-walled (varios
tubos concéntricos). Nanotubos de carbono tém assumido um papel importante no contexto de
nanomateriais devido a suas novas propriedades quimicas e fisicas, pois sdo mecanicamente
muito fortes, flexiveis, e podem conduzir extremamente bem a eletricidade. Os nanotubos de
carbono podem ser aplicados, por exemplo, em reforco de compdsitos, sensores,
nanoeletronica e exibicdo de dispositivos (The Royal Society, 2004).

2) Nanocompositos

Nanocompositos sdo materiais que combinam um ou mais componentes separados e
que quando projetados expdem as melhores propriedades de cada componente. (The Royal
Society, 2004). Séo obtidos pela incorporacdo do reforco nanométrico, tais como argila, silica,

nanotubos de carbono, entre outras, de dimensGes nanométricas, numa matriz. Podem ser
5



aplicadas na microinformatica, medicina, preparacdo de farmacos, dentaria, industria
automobilistica, petroquimica, indUstria aeronautica e industria de embalagens. (Oliveira et
al., 2015).

3) Dendrimeros

Os dendrimeros sdao moléculas poliméricas esféricas, formadas através de uma auto-
montagem hierdrquica do processo de nanoescala. Podem ser aplicados em revestimentos,
tintas, moléculas transportadoras (carreamento de farmacos) e remediagdo do meio ambiente
(The Royal Society, 2004).

4) Nanomateriais a base de metais

Nanoparticulas a base de Oxidos de metais sdo usados extensivamente em um
consideravel namero de aplicacbes, por exemplo, em produtos comerciais tais como
cosméticos e protetores solares (TiO,, Fe,O3 e ZnO), enchimentos em obturacdes dentarias

(Si0,), na catélise (TiO,) e como aditivos para combustiveis (CeO,) (Ju-Nam et al., 2008).

Aplicacdes de nanoparticulas
E bastante vasta a gama de aplicacBes que as NPs apresentam. No Quadro 1 se

encontra alguns exemplos de aplicacdes de algumas NPs fabricadas.

Quadro 1 - Campo de aplicacdo de algumas nanoparticulas fabricadas.

NANOPARTICULAS CAMPO DE APLICAQAO
TiO Cosméticos, produtos para a pele, protetores solares, células
2 solares, tintas e revestimentos.
7n0 Produtos para a pele, revestimentos de garrafas, etc.
Catalisador de combustdo dos combustiveis diesel para melhorar a
CeO; qualidade de emissdo, gas sensores, células solares e bombas de
oxigénio.
NPs de Prata Desinfectantes, curativos, roupas antibacterianas e pulverizagéo.
NPs de Ouro Terapia do cancro, sensores, catalisadores, tintas condutoras
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flexiveis e filmes.

Ferro e Oxido de Ferro | Medicina de imagem e remediagdo de guas subterraneas in situ.

Silica Isoladores térmicos e elétricos, carreamento de farmacos, etc.

Carreadores de drogas, genes e radionuclideos, agentes de
contraste em imagem por ressonancia magnética (ferrofluidos),
adsorcdo e posterior separacdo magnética de DNA/RNA,
NPs de Magnetita proteAl'n_as, bactéria}s, virus e outras biomoléculas e ,IndUstria

eletronica (producgéo de cabeca reprodutora de som e video e de
disquetes).

Fonte: Adaptado de Yadav et al. (2014).

Magnetita

Atualmente, alguns nanomateriais magnéticos vém sendo amplamente aplicados em
diversas areas. O 6xido de ferro, e em especial a magnetita (Fe3O,4), sdo 0s mais empregados
(Hannickel, 2011). A magnetita é um 6xido de ferro natural, que geralmente apresenta como
composi¢do 31,0% de FeO, 69% de Fe,O3 (Andrade, 2009). Nas Ultimas décadas inumeros
pesquisadores tem dedicado seus estudos na magnetita em funcdo do crescente nimero de
aplicacdes tecnoldgicas resultantes do seu comportamento superparamagnético, nao
toxicidade, a elevada biocompatibilidade, e eficiente capacidade de adsorcdo de cétions e
anions dispersos em meio aquosos (Salvino, 2014).

A magnetita € um material ceramico com propriedades magnéticas que possui uma
estrutura cristalina do tipo espinélio inverso contendo fons Fe**, Fe** e O em um arranjo
ctbico denso de face centrada. Em sua estrutura cristalina (Fig. 3) os fons O% estdo dispostos
no arranjo cubico gerando dois tipos de sitios de coordenagdo. Os sitios de coordenacdo
tetraédrica sdo compostos por quatro ions oxigénio, e os sitios de coordenacdo octaédrica por
seis ions oxigénio. Nesta estrutura, os ions Fe3+ estdo dispostos nos intersticios tetraédricos e
nos intersticios octaédricos posicionam-se os fons Fe** e Fe?* em quantidades exatamente

iguais resultando em 24 cétions, sendo 16 fons Fe** e 8 fons Fe?* (Salvino 2014).




Figura 3 — Representacdo da estrutura cristalina da magnetita. Fonte: Salvino (2014).

Dentre as rotas de sintese mais citadas na literatura para obtencdo de nanoparticulas de
magnetita estdo os métodos de co-preciptacdo, decomposicdo térmica e precursores

poliméricos e pelo método hidrotérmico (Costa, 2013).

3.2 Nanoparticulas e meio ambiente

A variada exposi¢do de NPs para 0 meio ambiente e seres humanos vem tornando-se
cada vez mais generalizada, aumentando assim a preocupacdo com 0s riscos das mesmas
alcancarem os diferentes compartimentos ambientais e se tornarem disponiveis causando
certo grau de toxicidade (Anjum et al., 2013; Paschoalino et al., 2010). Essa preocupacdo com
os riscos derivados de nanotecnologia deu origem a um novo campo de estudo chamado
nanotoxicidade, que aborda a toxicidade de nanomateriais sob varias formas de vida e ao meio
ambiente (Yadav et al., 2014). Os efeitos toxicos dependem do tipo de NP, por exemplo, NPs
metalicas geralmente sdo mais tdxicas do que nanoparticulas organicas (Simonin et al., 2015).
A figura 4 mostra alguns dos potenciais efeitos fitotoxicos das NPs no ambiente.
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Figura 4 - Esboco do fluxo de nanomateriais no ambiente para produzir potencialmente
efeitos fitotoxicos. Fonte: Adaptado de Yadav et al. (2014).

As fontes de emissdo de NPs para o ambiente podem ser variadas, por exemplo,
através de derrames industriais, aterros sanitarios, lamas de depuracdo utilizadas como
fertilizante e biorremediacdo (Simonin et al., 2015), e devido as suas caracteristicas
particulares, as NPs podem induzir potenciais impactos toxicos significativos na salde
ambiental (Teixeira, 2013). NPs em ecossistemas terrestres, por exemplo, podem alterar o
perfil dos sistemas de solo de plantas (Du et al., 2016; Zhu et al., 2008).

Atualmente, os nanomateriais industrializados podem ser considerados a principal
fonte de aporte de NPs no ambiente, aumentando os riscos de se tornarem biodisponiveis e
causarem toxicidade e desequilibrio ambiental (Nogueira et al., 2013). As comunidades
bidticas interagem com ambiente através de variados compartimentos, e fontes
potencialmente contaminadas com NPs podem provocar bioacumulacdo, onde havera
exposicdo subsequente de NPs para organismos de nivel superior por meio da cadeia

alimentar (Anjum et al., 2013).



O destino de NPs lancadas no solo pode variar dependendo de suas caracteristicas
fisicas e quimicas, podendo ser fortemente retidas na matriz sélida, tornando-se imoveis. As
propriedades do solo, por exemplo, as particulas de argila e substancias humicas, e a presenca
de microrganismos também podem afetar o comportamento e a mobilidade das NPs.
(Teixeira, 2013).

Os efeitos das nanoparticulas em plantas

NPs com diferentes composices, tamanhos, concentracfes, e propriedades fisico-
quimicas tém sido relatadas como influenciadoras no crescimento e desenvolvimento de
varias espécies de plantas podendo apresentar efeitos positivos e negativos (Hossain et al.,
2015). A toxicidade de metais e NPs de oOxido de metal podem ser causadas pela sua
dissolugdo e posterior liberacdo de ions metélicos toxicos, metais pesado, por exemplo, sdo
amplamente reconhecidos para inibir a germinagdo das sementes, crescimento e
desenvolvimento das plantas, e perturbar a sua bioquimica e processos fisiologicos (Lee et al.,
2010). A maioria dos estudos envolvendo NPs indica certo grau de fitotoxicidade,
especialmente em concentragdes elevadas, sendo a fitotoxicidade, portanto uma importante
consideracdo para entender os potenciais impactos ambientais das NPs (Ma et al., 2010; Lee
etal., 2010).

Condicbes ambientais extremas influenciam o crescimento das plantas, portanto, a
exposicdo das plantas a determinadas substancias naturais ou xenobidticas, acima de uma
concentracdo 6tima, pode causar toxicidade, causando acumulagdo nos tecidos vegetais, com
potenciais efeitos letais para as espécies ndo tolerantes (Yadav et al., 2014).

Alguns dos efeitos negativos dos materiais em escalas nanos sobre o crescimento de
plantas identificados em alguns estudos foram a inibicdo do crescimento da raiz e germinagao
de sementes; que varia muito, dependendo da composi¢do da NP o tamanho, a concentragéo e
também a espécie de planta (Riahi-Madvar et al., 2012). Por exemplo, NPs de aluminio
inibiram o alongamento de raiz de varias plantas (milho, pepino, soja, couve, e cenoura) (Zhu
et al., 2008) e NPs de dxido de zinco inibiram significativamente a germinagdo da semente
(Lee et al. 2010). Ao contrario, nanotubos de carbono podem ter um efeito positivo sobre a
germinacdo, uma vez que as NPs podem penetrar a espessura de revestimento da semente e
auxiliar na captacdo de agua em seu interior, ativando a absor¢do de agua e tornando as taxas
de germinacdo mais rapidas (Khodakovskaya et al., 2009). Os efeitos das NPs de magnetita na
germinacdo dependem da concentracdo e do tamanho testados, por exemplo, nanoparticulas
de magnetita, 9-18 nm, em menores concentracBes, apresentaram efeitos inibitorios na
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germinacdo (Ren et al.,, 2011), enquanto em maiores concentragdes, essas mesmas NPs
apresentaram um aumento na germinagéo (Ren et al., 2011, Shankramma et al., 2016). No
entanto, o contrario ocorreu com NPs de magnetita maiores, de 50-80nm, que apresentaram
um efeito inibitorio na germinacdo em maiores concentracdes (Mushtaq, 2011) e a medida
que a concentracdo foi reduzida causaram um incremento na germinacdo (Lebedev et al.,
2014).

A absorcéo e translocacdo de NPs de o0xidos de metais nos sistemas de plantas podem
ser realizadas via aplicacdo foliar, na qual as NPs vdo ser absorvidas através das folhas e
redistribuidas para raizes ou outros tecidos vegetais através dos vasos de floema e por meio do
solo ou meio contendo as NPs que serdo absorvidas pelas raizes e serdo redistribuidas para as
folhas (Ma et al., 2015). A absorcdo, translocacdo e acumulacdo de NPs dependem das
espeécies de plantas e do tamanho, tipo, composi¢do quimica, concentracdo e estabilidade das
NPs (Rico et al., 2011). Estudos mostram que NPs de magnetita, 8-10nm, ndo afetaram a
parte aérea das plantas de Triticum aestivum L. (lannone et al., 2016) e ndo causaram
diferencas visuais no crescimento da Cucurbita maxima (Zhu et al., 2008), porém outros
estudos apresentam efeitos de incremento do alongamento das raizes utilizando NPs de
magnetita, de 10-25nm, nas plantas de Lolium perenne L., Cucurbita mixta cv. white cushaw
(Wang et al., 2011) e Triticum aestivum L. (lannone et al., 2016).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das nanoparticulas de magnetita

As NPs de magnetita utilizadas neste estudo foram obtidas em estudo prévio (Lucas,
2017) por meio de um processo de eletrocoagulacéo, a partir da passagem de corrente através
de eletrodos de ago mergulhados em eletrélito consistindo de uma solugéo de cloreto de sodio.
Para confirmar a presenca de uma Unica fase nas NPs foram realizadas medidas de Difracdo
de raios-X pelo método de p6 (equipamento Shimadzu 7000) nas seguintes condi¢des de
operacgdo: Radiacdo Cu Ka (35 KV/ 40 mA), velocidade do gonidmetro 0,02° 20 por passo,
com tempo de contagem de 0,6 segundo por passo e coletados no intervalo 26 de 10° a 80°.
Para analisar a morfologia e dimensdo das NPs foram obtidas imagens de Microscopia

eletronica de transmissdo (equipamento Tecnai G2-12- Spirit Biotwin FEI - 120 kV).
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As imagens permitiram a identificagdo de nanoparticulas com didmetros variando de 5
a 50 nm, apresentando distribuicdo granulométrica heterogénea e morfologia esférica (Figura
5). Os difratogramas das NPs mostram a presenca de uma fase Unica, consistindo nos planos

caracteristicos da estrutura cristalina cubica de magnetita (FesO,4) (Figura 6).

Figura 5 - Imagem de MET das NPs de magnetita. Fonte: (Fiuza, 2017)
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Figura 6 — Difratogramas das NPs de magnetita. Fonte : Fiuza (2017).

4.2 Desinfeccdo das sementes

As sementes de milheto (BR1501) foram adquiridas da EMPRAPA Milho e Sorgo.
Um lote de sementes foi desinfetado em etanol 70% por 5 minutos e hipoclorito 2% por 30
minutos (Devi et al., 2000). Lavagens consecutivas em agua estéril foram realizadas e todo o

processo de desinfeccdo foi feito com agitacdo continua.

4.3 Preparacdo do meio

As nanoparticulas foram dispersas em meio MS (Murashige e Skoog 1962). Segundo

Lee et al. (2008) este meio foi selecionado para evitar a agregacéo e precipitacdo. O meio %2
MS Basal, adquirido pelo Sigma-Aldrich, foi suplementado com 7 g de &gar com o pH
ajustado em 5,8, sem adicdo de sacarose. Foram selecionados trés tratamentos com as
seguintes concentragcdes de NPs de magnetita: 400, 2.000 e 4.000 mg/L (Lee et al., 2010).
Todos os tratamentos, incluindo o controle, foram realizados em cinco repeti¢cdes. Para os
testes de germinacdo foram usadas em cada repeticdo lotes de 20 sementes previamente
desinfetadas e placas de Petri com 20 mL de meio MS; para os testes de crescimento foram
usadas lotes de 16 sementes previamente desinfetadas e germinadas por 48h no escuro a
25°C. O cultivo foi realizado em frascos com 30 mL de meio MS. Para os tratamentos, o valor
13



de massa (mg) de magnetita equivalente a concentracdo de NP do tratamento foi calculado
individualmente para o volume usado de meio MS, tanto para os testes de germinagdo e

crescimento.

4.4 Experimento de germinacdo das sementes

Para o teste de germinacdo as sementes foram colocadas na superficie do agar e a
montagem foi conduzida dentro do fluxo laminar para evitar contaminacao. As placas estéreis
contendo as sementes foram embrulhadas com papel aluminio (germinacdo no escuro) e
colocadas dentro da incubadora com temperatura constante de 25°C. A germinacdo foi
registrada apds cinco dias (Jain et al., 2017). A semente foi considerada germinada quando
houve a protrusdo da radicula e a porcentagem da germinacdo foi estimada para cada lote e

tratamento.

4.5 Experimento de crescimento

Apo6s a germinagdo por dois dias no escuro, as sementes de milheto foram colocadas
com a radicula em contato com a superficie do meio dentro dos potes para avaliar o
crescimento da raiz e parte aérea. Toda a montagem foi realizada dentro do fluxo laminar para
evitar contaminagéo. Apos cinco dias de incubacdo em uma camara de crescimento com foto
periodo de 12h de luz (densidade do fluxo de féton para fotossintese — 30 umol.m-2s-1) e
temperatura de 25°C, foram realizadas medicGes da raiz e parte area com o auxilio de uma

régua de precisao.

4.6 Parametros fotossintéticos e dosagem de pigmentos
cloroplastideos

Para a obtencdo do rendimento quéantico potencial (Fv/Fm) do FSII foi utilizado um
medidor de fluorescéncia modulada (Mini-PAM- Modelo Heinz Walz, Germany). Para
medidas instantdneas do Fv/Fm as folhas foram adaptadas a condi¢cdo de escuro por 30
minutos em seguida foi aplicado um pulso de saturacdo de luz para obter o Fm (méaximo de
fluorescéncia) e Fv/Fm= Fm-F,, sendo F, 0 minimo de fluorescéncia da folha submetida ao
escuro e Fv a fluorescéncia estacionéria. Valores de Fv/Fm <0,80 indicam fotoinibicdo
(Bjorkman e Demmig, 1987). O programa de curva de luz do Mini-PAM foi aplicado onde a
intensidade da luz actinica foi aumentada durante 4 minutos por oito pulsos de luz seguidos
um do outro em intervalos de 30 segundos. Os parametros extraidos da curva de luz foram: a

quantidade saturante de RFA (Radiacdo Fotossintética Ativa) e a taxa de transporte de
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elétrons (ETR) sob o ponto de saturacdo de luz (Scaramo et al,. 2001,2005; Duarte et al.,
2005).

Os valores de Fv/Fv e ETR foram determinados para trés plantulas do milheto,
selecionadas randomicamente de cada tratamento e controle. As intensidades luminosas
variaram de 35 a 1400 pumol de fotons m.s™. Os pigmentos cloroplastideos foram extraidos
com acetona 80% da massa fresca da parte aérea das plantulas e quantificados essencialmente
como descrito por Wellburn (1994).

4.7 Analises estatisticas

Os dados foram primeiramente verificados quanto a sua distribuicdo paramétrica
usando o teste de Kolmogorov-Smirnoff, seguido pelo teste de Bartlett. Os valores expressos
como porcentagens germinacio de sementes (G%) foram transformadas (x = arc-seno VG%)
antes da andlise estatistica. Para o0s dados paramétricos (germinacdo, pigmentos
cloroplastideos e parametros fotossintéticos) os valores médios obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA one-way) seguida de teste de Tukey com nivel de significancia
p<0,05. Para os dados ndo paramétricos (comprimento da raiz e parte aérea) todos os valores
obtidos por tratamento foram plotados no Box-Plot e os valores médios submetidos a analise
estatistica através do teste Kruskal-Wallis com nivel de significancia p<0,05. Todas as

analises foram realizadas utilizando o software Statistica 6,0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos da NP-magnetita na germinacao e no crescimento

Observou-se que a porcentagem de germinacdo das sementes de milheto ndo foi
afetada significativamente pelas diferentes concentracGes de NPs de magnetita em relagdo ao
controle (P = 0,81) (Fig. 7). Resultados similares, nos quais a porcentagem de germinacéo ndo
foi afetada, ja foram encontrados para sementes de Triticum aestivum var. waxwing (LOpez-
Luna et al. 2016), Cucurbita mixta cv. white cushaw e Lolium perenne L. (Wang et al. 2011).
Lee et al. (2010) mostraram que as mesmas concentracdes testadas de NPs de magnetita no
presente estudo também ndo afetaram significativamente a germinacdo de sementes de

Arabidopsis thaliana em relacéo ao controle como foi demonstrado acima com P. glaucum.
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Figura 7 - Porcentagem de germinacdo de sementes de Pennisetum glaucum (L.) R. Br. apds
cinco dias em diferentes concentracfes de NP-magnetita. Para comparacdes as letras mostram
os resultados da ANOVA-oneway e teste Tukey. As mesmas letras ndo sdo significativamente
diferentes (P> 0,05).

Além dos fatores como concentracao, e tipo de NP, a espécie de planta e a seletividade
da casca de sua semente podem influenciar na germinacdo, por exemplo, as espécies de
plantas podem apresentar cascas de semente impermeaveis, cascas semipermeaveis e cascas
altamente permeaveis (Wierzbicka et al., 1998). Algumas NPs podem penetrar o revestimento
de semente e ativar o processo de absor¢cdo de agua dentro das sementes, incrementando
assim, a taxa de germinacdo (Khodakovskaya et al., 2009), ja outras NPs ndo afetam a taxa de
germinacdo, 0 que pode ser o resultado de uma permeabilidade seletiva das cascas das
sementes, que ndo permitem que as nanoparticulas atravessem (Riahi-Madvar et al., 2012).

Foram observadas diferengas significativas no alongamento das raizes (Fig. 8) e folhas
(Fig. 9). A inibigdo do crescimento das raizes, assim como a parte aérea, ocorreu a medida
gue se aumentou a concentracdo de NPs de magnetita (Fig. 10). Resultados semelhantes
foram encontrados com NPs de magnetita 30-50nm, que apresentaram efeitos inibitorios no
comprimento das raizes de Arabidopsis thaliana (Lee et al., 2010) e Cucumis sativus
(Mushtaq et al.,, 2011) & medida que se aumentou a concentracdo. Os parametros
morfol6gicos da planta tais como a parte aérea foliar e comprimento das raizes sao

indicadores de saude vegetal (Rizwan et al., 2016).
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Um fator que pode ter afetado o crescimento da parte aérea € a formacéo de uma crosta
de Oxido férrico em torno das raizes, denominada “placa de ferro”. Essas placas de ferro na
superficie radicular podem ser consideradas parte do mecanismo de tolerancia a altos niveis
de Fe, por outro, elas podem determinar um desequilibrio nutricional, em razdo da elevada
capacidade dos grupos funcionais de hidréxido de Fe em imobilizar nutrientes e metais por
adsorcdo e/ou coprecipitacdo, inibindo a absorcdo, transporte e/ou utilizacdo de vérios
minerais (Jucosky, 2011). As desordens nutricionais associadas a toxidez de Fe podem ser
classificadas em toxidez direta, quando causada pela excessiva absor¢do do elemento pela
planta, e em toxidez indireta, causada pela deficiéncia generalizada de outros nutrientes,
geralmente provocada por altos teores de Fe2+. A concentracdo alta de Fe2+ na solugéo inibe
a formacéo de raizes novas e a camada de 6xidos depositada sobre as raizes existentes diminui
a capacidade de absorcdo de nutrientes, acarretando deficiéncias de P, K, Ca e Mg na parte
aérea do vegetal (Nava et al,. 2002).

Fageria et al. (1981) verificou que os niveis criticos toxicos de ferro na parte aérea com
20 e 40 dias de crescimento das plantas de Oriza sativa L. foram 680ppm e 850ppm. Duas das
concentracdes testadas de magnetita no presente estudo (2000 e 4000mg/L) foram bem
superiores aos niveis testados criticos de Fe estudados por Fageria et al. (1981), o que pode ter

causado a inibicéo do crescimento das raizes e parte aérea.
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Figura 8 - Comprimento das raizes de Pennisetum glaucum (L.) R.Br. crescendo em
diferentes concentragdes de NPs de magnetita. Para comparagdes as letras mostram 0s
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resultados da analise do teste Kruskal-Wallis. As mesmas letras ndo sdo significativamente

diferentes (P> 0,05).
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Figura 9 - Comprimento da parte aérea de Pennisetum glaucum (L.) R.Br. crescendo em
diferentes concentracdes de NPs de magnetita. Para comparacdes as letras mostram 0s
resultados da andlise do teste Kruskal-Wallis. As mesmas letras ndo séo significativamente

diferentes (P> 0,05).
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C

Figura 10 - Comprimento das raizes e parte aérea de Pennisetum glaucum (L.) R.Br.
crescendo em diferentes concentraces de NPs de magnetita, sendo elas: Controle (A),
400mg/L (B), 2000mg/L (C) e 4000mg/L (D).

5.2 Efeitos da NP-magnetita no contelddo de pigmentos e
rendimento quantico da fotossintese
Um dos efeitos da fitotoxicidade das NPs de magnetita é a alteracdo do contedo de
pigmentos cloroplastideos (Barhoumi et al., 2015; Li et al., 2013; Chen et al., 2013).
Observou-se para o milheto que ndo houve diferenga significativa entre o controle e 0s
tratamentos no conteudo de clorofilas totais (Fig. 10, P = 0,79) e no de caratendides e
xantofilas (Fig. 11, P=0,80).
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Figura 11 — Conteudo de caratendides e xantofilas das folhas de Pennisetum glaucum (L.) R.
Br. crescendo em diferentes concentracGes de NPs de magnetita. Para comparagdes as letras
mostram os resultados da ANOVA-oneway e teste Tukey. As mesmas letras ndo sao
significativamente diferentes (P> 0,05).
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Figura 12 - Contetdo de clororofila totais das folhas de Pennisetum glaucum (L.) R. Br.
crescendo em diferentes concentragcbes de NPs de magnetita. Para comparacGes as letras
mostram os resultados da ANOVA-oneway e teste Tukey. As mesmas letras ndo sdo
significativamente diferentes (P> 0,05).

Outros estudos, utilizando NPs de magnetita de 40-100 nm, ndo apresentaram efeito
significativo no contetdo de clorofila nas espécies Lactuca sativa (Trujillo-Reyes et al., 2014)
e Picochlorum sp. (Hazeem et al., 2015). J& as NPs de 9-50 nm reduziram significativamente
o conteudo de clorofila a das espécies Picochlorum sp. (Hazeem et al., 2015), e Chlorella
vulgaris (Chen et al., 2013), Lemna gibba (Li et al., 2013) e Citrullus lanatus (Barhoumi et

al,. 2015). Observa-se (Fig. 12) que ndo houve diferenca significativa para eficiéncia
20



fotoquimica (Fv/Fm) nas amostras submetidas a diferentes concentra¢cdes de nanoparticulas

de magnetita (P=0,84), indicando que ndo houve alteraces na fluorescéncia e no processo

fotossintético.
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Figura 13 - Rendimento quantico potencial (Fv/Fm) do fotossistema Il (PSII) das folhas de
Pennisetum glaucum (L.) R.Br. crescendo em diferentes concentracdes de NPs de magnetita.
Para comparacdes as letras mostram os resultados da ANOVA-oneway e teste Tukey. As

mesmas letras ndo séo significativamente diferentes (P> 0,05).

Os valores de ETR (Fig. 13) indicam que houve diferenca significativa entre 0s

tratamentos (P= 0,01). Resultados similares também foram encontrados com Lemna gibba

(Barhoumiet al., 2015).
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Figura 14- Taxa de transporte de elétrons (ETR) das folhas de Pennisetum glaucum (L.) R.
Br. crescendo em diferentes concentracfes de NPs de magnetita. Radiacdo Fotossintética
Ativa (RFA) para 90% de transporte de elétrons (barras). Para comparacgdes as letras mostram
os resultados da ANOVA-oneway e teste Tukey. As mesmas letras ndo sdo significativamente
diferentes (P> 0,05).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, o ferro em excesso pode deslocar o
balanco redox celular para um estado pro-oxidante, levando a uma diversidade de sintomas
morfoldgicos, bioguimicos e fisiologicos, gerando estresse oxidativo (Jucosky, 2011). Ha
evidéncias de que grande proporc¢do do fluxo de elétrons é desviada da assimilacdo de CO,
para reducdo de Oy, sob condigGes de estresse com baixa concentragdo intercelular de COs,
com aumentos na peroxidacdo lipidica, em plantas aroeiras sob estresse hidrico. A limitacdo
da absorcdo de CO; pelo déficit hidrico pode, portanto, aumentar a formacéo de espécies de
oxigénio reduzido e, consequentemente aumentar o seu potencial para danos no aparato

fotossintético. (Queiroz et al., 2002).

6. CONCLUSAO
A toxicidade por NPs de magnetita em Pennisetum glaucum (L.) R. Br. (milheto)

ocasionou alteragdes morfoldgicas na plantas, tais como inibicdo do crescimento das raizes e
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parte aérea. A porcentagem de germinacdo das sementes de milheto, a eficiéncia fotossintética
do FSII (Fv/Fm), e o conteddo dos pigmentos cloroplastideos (clorofila e caratendides e
xantofilas) ndo foram afetados significativamente pelas diferentes concentracGes de NPs de
magnetita em relacdo ao controle. O rendimento maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) e os
pigmentos cloroplastideos podem ndo ter sido afetados devido ao tempo de exposicéo as NPs
de magnetita, sugere-se um tempo de exposi¢do maior para melhor avaliar esses parametros.

Dentre os parametros avaliados o crescimento das raizes/parte aérea e a taxa de
transportes de elétrons foram os mais sensiveis para a deteccdo da toxicidez & NPs de
magnetita. Apesar do decréscimo nos valores de ETR, ndo se observaram alteracfes nos
valores do rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm). Os resultados obtidos
neste trabalho mostram que o estresse devido a adicdo das NPs de magnetita as plantas de
milheto ndo foi severa o suficiente para provocar fotoinibicéo, sugerindo que ndo houve sérios
danos no complexo coletor de luz do fotossistema 1.

O alongamento da parte aérea foi significativamente reduzido em relagéo ao controle, o
que pode ter uma explicacdo baseada no fato de que as NPs podem ter sido
adsorvidas/absorvidas pela parte radicular das plantulas de milheto comprometendo a
absorcdo de agua e nutrientes para as plantas. Sugere-se aa realizacdo de analises em amostras
nos tecidos das plantulas e raizes para verificar com veeméncia essa hipotese.

O modelo de planta Pennisetum glaucum (L.) R. Br. (milheto) mostrou ser um bom
bioindicador nas condicBes avaliadas, uma vez que em poucos dias obteve-se respostas

rapidas em relacdo a germinacdo e crescimento das plantas.
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