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RESUMO

A nanotecnologia é um campo em expansdo com aplicaces na medicina, industria
farmacéutica e agricultura. No entanto, a crescente liberacdo de nanoparticulas (NPs) no
ambiente durante sua producédo e uso levanta preocupac6es sobre seus impactos nos organismos
Vivos e no ecossistema. Este estudo aborda o impacto das NPs de 6xido de cobre (CuO) e ferro
(FeO) nas plantas cultivadas e examina suas possiveis aplica¢des na agricultura.

Além disso, o oxido de grafeno, um nanomaterial com propriedades mecanicas e hidrofilicas
Unicas, € investigado em relacao ao crescimento e fotossintese de plantas de soja. Os resultados
revelam que concentracfes especificas de 6xido de grafeno afetam significativamente o
crescimento das plantas de soja, causando redugdes no comprimento radicular, biomassa fresca
e seca, bem como impactos negativos nos parametros fotossintéticos e indice SPAD. Em
conjunto, esta pesquisa ressalta a necessidade de controle rigoroso na liberacdo de NPs no
ambiente e destaca tanto os desafios quanto as oportunidades de utilizar NPs, como o CuO, FeO
e Oxido de grafeno, na agricultura moderna, buscando um equilibrio entre os beneficios

potenciais e 0s impactos ambientais.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Oxido de cobre; Oxido de ferro; Oxido de grafeno.



ABSTRACT

Nanotechnology is an expanding field with applications in medicine, pharmaceuticals and
agriculture. However, the increasing release of nanoparticles (NPs) into the environment during
their production and use raises concerns about their impacts on living organisms and the
ecosystem. This study addresses the impact of copper oxide (CuO) and iron (FeO) NPs on crop
plants and examines their potential applications in agriculture. Furthermore, graphene oxide, a
nanomaterial with unique mechanical and hydrophilic properties, is investigated in relation to
the growth and photosynthesis of soybean plants. The results reveal that specific concentrations
of graphene oxide significantly affect the growth of soybean plants, causing reductions in root
length, fresh and dry biomass, as well as negative impacts on photosynthetic parameters and
SPAD index. Taken together, this research highlights the need for strict control over the release
of NPs into the environment and highlights both the challenges and opportunities of using NPs,
such as CuO, FeO and graphene oxide, in modern agriculture, seeking a balance between the

potential benefits and environmental impacts.

Keywords: Nanoparticles; Copper oxide; Iron oxide; Graphene oxide.
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Apresentacao

Esta Dissertacdo € composta por dois capitulos. O capitulo | compreende um artigo de
revisao sobre os impactos de nanoparticulas de 6xido de ferro e cobre sobre plantas cultivadas
e possibilidades de aplicacdes na agricultura. Este capitulo foi intitulado “Nanoparticulas de
oxido de ferro e cobre: possibilidades de aplicagbes na agricultura e impactos sobre
plantas cultivadas”. O capitulo II retine os efeitos de nanoparticulas de 6xido de grafeno no
crescimento e desenvolvimento de plantas de soja, com avaliacdo dos parametros biométricos,
do teor de clorofila nas folhas e aspectos do aparelho fotossintético e seu funcionamento. O
titulo do artigo ¢ “Impactos de nanoparticulas de 6xido de grafeno sobre o crescimento e
fotossintese de plantas de soja”. Os artigos foram redigidos seguindo as normas das revistas

as quais serdo submetidas, conforme descrito abaixo:

Capitulo I — Soares, R. A. S.; Marchiosi, R. e colaboradores. Nanoparticulas de 6xido de ferro
e cobre: possibilidades de aplicagGes na agricultura e impactos sobre plantas cultivadas. Sera

submetido ao Periddico Plant Physiology and Biochemistry (www.journals.elsevier.com/plant-

physiology-and-biochemistry).

Capitulo Il — Soares, R. A. S.; Marchiosi, R. e colaboradores. Impactos de nanoparticulas de
oxido de grafeno sobre o crescimento e fotossintese de plantas de soja. Serd submetido ao

Periodico Plant Physiology and Biochemistry (www.journals.elsevier.com/plant-physiology-

and-biochemistry).
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Nanoparticulas de 6xido de ferro e cobre: possibilidades de aplicacGes na agricultura e

Impactos sobre plantas cultivadas

Rafaela Andreza de Souza Soares?, Ana Paula Ferro?, Breno Miguel Joia, Tawany Aparecida
Valerio dos Santos, Guilherme Henrique Zavaski, Rodrigo Polimeni Constantin, Wanderley

Dantas dos Santos, Osvaldo Ferrarese-Filho e Rogério Marchiosi”
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Resumo

A nanotecnologia é um campo de pesquisa em plena expansdo, tendo seu inicio ha cerca de um
século. Sua matéria prima sdo as nanoparticulas (NPs) que, por defini¢do, sdo substancias que
possuem pelo menos uma de suas dimensdes menor do que 100 nm. Elas podem ser de
ocorréncia natural ou sintética, neste Gltimo caso sendo também denominadas nanomateriais
(NMs) ou NMs de engenharia (ENMs), com inimeras aplicacdes na medicina, na inddstria
farmacéutica e na agricultura. Atualmente, quantidades crescentes de NPs sao liberadas no meio
ambiente durante sua sintese, transporte, armazenamento e utilizacdo, levantando questdes
sobre seus possiveis impactos sobre 0s organismos Vvivos e 0 meio ambiente. As plantas, sendo
seres produtores nas cadeias alimentares, sdo portas de entrada de NPs para os diferentes niveis
troficos. Isto sugere que o controle da liberacdo de NPs para o meio ambiente bem como o
monitoramento de seus possiveis efeitos adversos sobre 0s organismos vivos sdo questfes
cruciais para o desenvolvimento sustentavel de tecnologias baseadas na utilizacdo de NPs. As
NPs de oxido de cobre (CuO) e ferro (FeO) estdo entre as mais amplamente utilizadas. Tem
sido proposto que essas NPs podem atuar como substitutos para os fertilizantes e pesticidas
convencionais utilizados na agricultura. Em contraste, estudos sugerem que elas podem afetar
processos fisiolégicos e bioguimicos e impactar negativamente 0 crescimento e
desenvolvimento de varias espécies de plantas. Quando absorvidas pelas plantas, elas podem,
por exemplo, gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) e desencadear estresse oxidativo.
Neste trabalho, revisaremos os impactos de nanoparticulas de CuO e FeO sobre plantas

cultivadas, bem como suas possibilidades de aplicagdes na agricultura moderna.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Nanomateriais; Nanofertilizantes; Oxido de cobre; Oxido de

ferro.
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1. Introducéo

O conceito de nanoparticula (NP) abrange uma gama de substancias cujo tamanho é menor que
100 nandmetros (10" cm) em pelo menos uma dimenséo. Estes materiais ganharam relevancia
quando pesquisas revelaram que suas propriedades fisico-quimicas, como o tamanho reduzido
(&rea de superficie e distribuicdo de tamanho), composicdo quimica (pureza, cristalinidade)
estrutura de superficie (reatividade, grupos organicos ou inorganicos, revestimentos),
solubilidade, forma e agregacéo, e também propriedades morfoldgicas e biologicas, podem ser
influenciadas por suas dimensdes (Khan et al., 2019; Nel, 2006; Nowack and Bucheli, 2007).
De fato, em escala nanométrica estas propriedades diferem das observadas em macroescala
(Hernandez-Diaz et al., 2021). As propriedades singulares das NPs permitem sua aplicacdo em
diferentes campos da ciéncia (Landa et al., 2017).

As NPs podem ter origem natural ou sintética. Elas sdo abundantes na natureza como
produtos de diversos processos naturais, como erupgdes vulcanicas, erosdo e incéndios
florestais. As plantas e os animais também podem ser fontes de emissao de NPs, como na queda
de cabelo em humanos (Buzea et al., 2007). As NPs sintéticas podem ser oriundas de trés
técnicas de sintese: 1) quimica, 2) fisica e 3) bioldgica ou verde. A primeira utiliza diversas
técnicas, como eletroquimica e método com fluido supercritico; a segunda usa deposi¢do de
fase gasosa, por exemplo, e a terceira emprega extrato de plantas, bactérias, fungos ou virus
(Ali et al., 2016; Hernandez-Diaz et al., 2021). A classificacdo das NPs depende do aspecto a
ser observado, tal como morfologia, tamanho e propriedades quimicas. Dentre as mais
empregadas, esta aquela que classifica as NPs de acordo com suas propriedades fisico-quimicas
em seis categorias: 1) NPs de carbono, 2) NPs metalicas, 3) NPs de ceramica, 4) NPs
condutoras, 5) NPs poliméricas e 6) NPs lipidicas (Khan et al., 2019).

Embora muitos avancos tenham sido alcangados apenas recentemente, a nanotecnologia
é uma area conhecida desde o século passado (Khan et al., 2019). As pesquisas envolvendo NPs
estdo em constante expansédo e investimento (Jeevanandam et al., 2018). Atualmente, as NPs
sdo globalmente e massivamente utilizadas em areas como agricultura, industria de alimentos
e biomedicina (Rizwan et al., 2017). Pode-se citar algumas aplicagcdes mais especificas como,
para fins terapéuticos e em diagnosticos (Singh et al., 2021), na captura de CO2 (Ganesh et al.,
2017), na deteccdo de gas (Ullah et al., 2017) e na melhoria das propriedades mecénicas em
revestimentos, lubrificantes e adesivos (Kot et al., 2016), entre outras (Shaalan et al., 2016). De
acordo com inumeros trabalhos, as NPs metalicas mostram varias aplicagcdes potenciais, como

na engenharia agricola (Prasad, 2014;
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Rizwan et al., 2017), nas ciéncias biomédicas (Singh et al., 2021), e nas ciéncias ambientais,
para a remocdo de poluentes perigosos, por exemplo (Zhao et al., 2021).

Atualmente, NPs também tém sido empregadas na agricultura em formulacGes de
fertilizantes e pesticidas. Como 0 uso generalizado ndo significa atoxicidade, uma analise
cuidadosa da concentracdo, destino e comportamento de NPs em sistemas naturais complexos
é aconselhavel (Giese et al., 2018) e essencial para prever impactos ambientais futuros e
estabelecer legislacdo regulatoria relevante (Dale et al., 2015). Modelos matematicos séo
particularmente importantes para isso, porque a determinacao experimental de NPs em meios
naturais complexos é dificil e métodos analiticos estdo em desenvolvimento (Dale et al., 2015;
Gottschalk et al., 2013; von der Kammer et al., 2012). Em geral, esses modelos sdo baseados
em 1) andlise experimental da liberacdo de uma NP especifica de vérios produtos, 2)
desenvolvimento de modelos de liberacdo de Nanomateriais de Engenharia (ENMs) especificos
para aplicativos e 3) construcdo de modelos que exploram o ciclo de vida completo de NPs de
uma variedade de aplicacgdes, que compreende fabricacéo, incorporacdo de ENMs em produtos,
uso dos mesmos, sua disperséo e transformagdes (Keller et al., 2013).

Estima-se que a populacdo mundial pode atingir 9,6 bilhGes de pessoas em 2050. Assim,
é previsto um aumento na quantidade de alimentos produzidos e, consequentemente, uma
elevacdo na utilizacdo de agroquimicos, acompanhando o aumento da produtividade das
plantacGes (Rai et al., 2018). Esse fato é comprovado pela alta producéo global de fertilizantes
inorganicos, que alcancou valores proximos de 190 milhdes de toneladas em 2019, segundo a
(World Food and Agriculture — Statistical Yearbook 2021, 2021). Adicionalmente, alguns
estudos mostram que percentuais maiores de 50% dos fertilizantes empregados no campo, sao
perdidos no ambiente e ndo atingem seu sitio especifico de acdo, fato decorrente de varios
fatores, como lixiviacdo, imobilizacdo, fotélise, hidrolise e degradacdo microbiana. Esse fato
reforca o0 aumento da quantidade de agroquimicos utilizados (Green and Beestman, 2007).

Os fertilizantes quimicos sintéticos, tradicionalmente utilizados, fornecem as plantas
nutrientes adequados para o seu crescimento e desenvolvimento, promovendo aumento de
produtividade. Dessa maneira, a produtividade das culturas depende, dentre outros fatores, do
uso dessas substancias. Em contrapartida, ha riscos ambientais associados ao seu uso
prolongado e em altas concentragdes, como poluicdo atmosférica e de lengois freaticos,
eutrofizacdo da agua e degradacdo do solo (Seleiman et al., 2021). O uso de pesticidas na
agricultura também €é um tema recorrentemente discutido, principalmente em relacdo a

magnificacdo trofica, que traz impactos diretos nas cadeias troficas (Singh et al., 2021).
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Nanofertilizantes (NFs) sédo formulados com NPs que contém macro e micronutrientes
e sdo fornecidos as culturas de forma controlada (Shang et al., 2019). NFs apresentam
caracteristicas que os tornam altamente propicios para 0 uso na agricultura moderna, como
grande area de superficie, maior capacidade de infiltracdo, liberacdo lenta e constante de
nutrientes (Kottegoda et al., 2017). De acordo com essas especificidades, os NFs sdo usados
para aumentar a biodisponibilidade de nutrientes para as plantas e, consequentemente, agregar
na fertilidade do solo e na produtividade vegetal (Pitambara and Shukla, 2019). O uso de NFs
enquadra-se como uma excelente alternativa para superar o impacto negativo dos fertilizantes
quimicos tradicionais, devido ao mecanismo de entrega inteligente de nutrientes para as plantas
(Okey-Onyesolu et al., 2021; Raliya et al., 2018), fato comprovadamente visivel pela sua
eficacia em termos de produtividade das culturas e sustentabilidade ambiental, em relacdo aos
fertilizantes utilizados na agricultura tradicional, quando utilizados em concentracdes ideais
(Seleiman et al., 2020). Os inimeros beneficios dos NFs langcam boas perspectivas para a
agricultura sustentavel e a mitigacdo das mudancas climaticas (Babu et al., 2022).

Os nanoherbicidas, nome dado aos herbicidas constituidos por NPs, tambeém podem ser
ferramentas promissoras no controle de plantas indesejaveis, sendo ecologicamente menos
danoso ao ambiente, assim, mostra-se uma boa opcao para substituir os herbicidas tradicionais,
pois tem potencial iminente para reformar o sistema agricola resiliente (Pérez-de-Luque, 2017).
Alguns exemplos utilizados sdo as: 1) nanocapsulas como carreadores para o herbicida atrazina
(Oliveira et al., 2015); 2) NPs de quitosana ligadas ao herbicida diuron, para sua entrega
controlada (Yu et al., 2015).

Considerando que as NPs podem causar impactos positivos, negativos ou neutros,
depois da acumulacdo em plantas cultivadas (Rai et al., 2018), e, além da maior eficiéncia de
pesticidas, herbicidas e fertilizantes formulados com NPs, em comparagdo com 0S
agroquimicos tradicionalmente utilizados, uma vez que as NPs empregadas sdo alvos
especificos de acdo (Singh et al., 2021), a nanotecnologia tem sido apontada ser uma promissora
escolha para a agricultura moderna, mostrando-se uma alternativa potente para substituir os
agroquimicos convencionais e contribuir para a revolucdo agrotecnolégica (Seleiman et al.,
2021). Ela auxiliaria na resolugdo dos contratempos agricolas e ambientais, elevando a
producdo global de alimentos, concomitantemente com a protecdo/conservacdo dos ambientes
e recursos naturais (Arora, 2018).

Para considerar este novo e promissor caminho para a agricultura, € imprescindivel
conhecer a captacdo e o0 movimento das NPs do solo para a planta (Seleiman et al., 2021) e,

além disso, os efeitos nos organismos e no ambiente, pensando em seguranga ambiental (Landa,
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2021). Por exemplo, os efeitos sobre comunidades microbianas do solo, microrganismos
suscetiveis a NPs, como as micorrizas, que sdo benéficas para as culturas (Dimkpa, 2014;
Landa, 2021).

O campo da ciéncia que busca investigar os efeitos adversos das NPs sobre os
organismos Vivos € a nanotoxicologia. Muitos trabalhos tém sido publicados nos altimos anos
nesta area, os quais mostram que as NPs podem ser toxicas para comunidades de bactérias do
solo, micro-organismos, plantas, fungos e animais, especialmente em doses elevadas. Em
contraste, uma variedade de formulacGes baseadas em NPs, incluindo pesticidas, herbicidas,
fungicidas, fertilizantes e sensores, vém sendo amplamente investigadas para o incremento de
nutrientes disponiveis para as plantas e melhoria do solo (Chhipa, 2017; Mittal et al., 2020;
Singh Meena et al., 2017).

Neste artigo, revisaremos o0s impactos de nanoparticulas de CuO e FeO sobre plantas
cultivadas, bem como suas possibilidades de aplica¢6es tecnoldgicas na agricultura moderna e

potenciais efeitos adversos.

2. Interaces entre nanoparticulas e plantas

As plantas sdo seres autotroficos, produtores nas cadeias tréficas. Sdo fontes primérias de
alimento para herbivoros e onivoros nas cadeias alimentares. Dessa forma, as plantas sdo rotas
primarias para o transporte de NPs a niveis troficos superiores (Yusefi-Tanha et al., 2020). A
interacdo entre plantas e NPs pode resultar em absorcdo e, consequente acumulo nos vegetais,
podendo ocasionar algumas alteragdes (Hossain et al., 2015).

De acordo com alguns critérios relacionados as NPs, como propriedades fisico-
quimicas, tamanho, carga superficial, forma e potencial de interacdo com as plantas, elas podem
ser absorvidas, alcancando o interior celular e serem transformadas (Pérez-de-Luque, 2017). O
primeiro critério considerado € o tamanho, o qual é muito importante para entender o processo
de absorcéo pelas plantas. Em geral, NPs menores que 50 nm em média podem ser penetrantes.

Aquelas de tamanho entre 4 e 100 nm podem romper a camada de cera da cuticula que
recobre as folhas, além do que, NPs maiores que 50 nm podem ser acumuladas na epiderme,
sob a cuticula. NPs menores do que 5 nm séo capazes de atravessar livremente a parede celular,
uma vez que essa estrutura apresenta uma faixa de tamanho de 3,5-20 nm, tendo frequentemente
um tamanho de 5 nm. As NPs também podem atravessar livremente as folhas em virtude da
presenca de estdbmatos inseridos em determinados locais da &rea foliar, entrando via fenda

estomatica, uma vez que ela transpassa a lamina foliar e tém dimens@es de aproximadamente,
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3-12 um de largura e 10-30 um de comprimento durante sua abertura para trocas gasosas. A
interacdo entre NMs e plantas depende da carga de superficie e energia da NP, que determinam
como ela podera interagir com os receptores de superficie, transportadores e proteinas
especificas de membrana (Mittal et al., 2020).

Ap0s a transposicdo da parede celular, a translocacdo pode ocorrer tanto pela via
simplastica quanto pela via apopléstica (Hatami et al., 2016; R. P. Singh et al., 2021). As NPs
alcancam o interior da planta através do cortex e do periciclo, entram no tecido vascular xilema,
0 qual promove o transporte no interior da planta, para todas as suas regies (Rizwan et al.,
2017). Levando em consideracdo que as NPs estdo disponiveis principalmente na solucdo do
solo, a qual faz contato direto com o sistema radicular, as NPs sdo absorvias principalmente do
solo pelas raizes, fato esse comprovado em estudos que demonstram que a maior parte das NPs
sdo acumuladas nas raizes, enquanto uma menor quantidade acumula-se nas folhas (Ma et al.,
2010).

Os efeitos das NPs nas plantas dependem do seu tipo, tamanho e concentracdo, além da
fonte (Rizwan et al., 2017). No interior da célula, as NPs interagem com o0s diversos
componentes intracelulares, como organelas e outras estruturas citoplasmaticas. As interacdes
mais estudadas sdo aquelas que ocorrem com as organelas mitocondrias e cloroplastos, nas
quais ocorrem mudancas quimicas e/ou fisicas (Hatami et al., 2016).

As NPs metalicas ou de éxido de metais sdo mais toxicas para plantaces do que as
particulas de metais (Rizwan et al., 2017). Elas podem induzir ao estresse oxidativo e causar
danos celulares (Yusefi-Tanha et al., 2020). O estresse oxidativo é o efeito negativo de NPs
mencionado com maior frequéncia em estudos nanotoxicoldgicos (Landa, 2021). Muitos
estudos também sugerem uma diminui¢do no numero de mitoses, prejudicando a divisdo celular
no apice radicular de muitas plantas (Rizwan et al., 2017). Trabalhos também apontaram para
a diminuicdo no contedo de pigmentos absorvedores de luz como clorofilas e carotenoides,
reducdo da eficiéncia do fotossistema Il e da fotofosforilacdo (Hatami et al., 2016). Em
contrapartida, alguns estudos demonstram que NPs de didxido de titanio (TiO2), em
concentragdes apropriadas, aumentaram a eficiéncia da fotossintese em tomates sob estresse

térmico, por exemplo (Qi et al., 2013).

3. Nanoparticulas de 6xido de cobre e ferro

Dentre as NPs metélicas, as de 6xido de ferro (FeO) e 6xido de cobre (CuO) tém sido destacadas

na literatura especializada e merecem maior atencdo dos pesquisadores. Deste modo, ambas
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foram escolhidas nesta revisdo bibliografica. A busca referencial foi efetuada com base na
pesquisa de termos-chaves como “CuO nanoparticles plants effects”, “FeO nanoparticles
plants effects”, “Copper oxide nanoparticles”, “lIron oxide nanoparticles”, “CuO in plants”,
“FeO in plants”, “Copper oxide in agriculture” e “lron oxide in agriculture” no Google
Académico. Entdo, uma cuidadosa selecdo foi realizada e os artigos escolhidos passaram por
leitura critica.

O elemento cobre (Cu) é um micronutriente vital, e € primordial em processos como a
cadeia transportadora de elétrons fotossintética, respiracdo celular, sinalizacdo hormonal, ou
seja, em processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento da planta. No entanto, em
altas concentracdes, ele € toxico, podendo causar clorose, necrose e atrofia das plantas (Shaw
and Hossain, 2013). O cobre pode ser encontrado em duas formas: Cu'* e Cu?*, logo, pode
funcionar como agente redutor ou agente oxidante nas reac6es (V. D. Rajput et al., 2018).

O ferro (Fe) ¢ um dos elementos mais comuns da crosta terrestre e é vital aos organismos
vivos. Aproximadamente, os dezesseis Oxidos de ferro conhecidos resultam da combinagéo
quimica dos elementos ferro e oxigénio. As formas mais comuns encontradas na natureza sdo
a magnetita (FesOs), maghemita (y-Fe203) e hematita (a-Fe20z) (Ali et al., 2016). A magnetita
contém atomos de ferro Il e ferro 111, j& a hematita tem apenas atomos de ferro 111 (Silva et al.,
2015). A magnetita e a maghemita ocorrem naturalmente como cristais de dimensdes
nanomeétricas, provenientes de fontes como vulcdes e incéndios (Alidoust and Isoda, 2013).

A biodisponibilidade do ferro para as plantas é baixa, portanto, sua deficiéncia € comum
nos cultivos. Sua auséncia ou diminuicdo causa clorose nas folhas, reduz a produtividade e a
qualidade nutricional da cultura. O ferro é componente de cofatores de enzimas envolvidas no
transporte de oxigénio e estudos tém mostrado muitos efeitos positivos nos vegetais, como
retardo na senescéncia, elevacdo das trocas gasosas e, consequentemente, aumento da taxa de
assimilacdo de CO3, devido a atuacdo na abertura estomatica (Landa, 2021).

Recentemente, alguns estudos toxicologicos tém sido realizados com o objetivo de
verificar os possiveis impactos de NPs de FeO e CuO sobre uma variedade de espécies vegetais.
Entretanto, até 0 momento, nenhuma revisdo de seus efeitos sobre plantas cultivadas esta
disponivel na literatura, o que nos motivou na realizacdo deste trabalho. Além disso, como
algumas aplicagdes para estas NPs tambem foram sugeridas na agricultura, este projeto também

pretende compilar tais informac@es tornando-as mais acessiveis aos pesquisadores da area.

4. Impactos de nanoparticulas de Oxido de cobre (CuO) sobre plantas cultivadas
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Em comparacdo a outras NPs, as de cobre (CuO) estdo dentre as mais amplamente utilizadas
(Landa et al., 2017). Comercialmente, sdo utilizadas como sensores de gas, nanofluidos de
transferéncia de calor, revestimentos antimicrobianos, cosméticos, surfactantes e também em
plasticos (Landa et al., 2017; Wang et al., 2012). E, de acordo com os autores (Gao et al., 2018;
Rajput et al., 2020; V. Rajput et al., 2018), juntamente com os trabalhos citados neste paragrafo,
as NPs de CuO apresentam toxicidade na salde humana, nas plantas e no meio ambiente.

Em relagdo as plantas, estudos experimentais com arroz em sistema hidropdnico
demonstraram que as NPs de CuO séo captadas pelas raizes, transportadas, biotransformadas e
movidas para o estelo. No entanto, elas tém dificuldade de atravessar as estrias de Caspary
localizadas na endoderme (Peng et al., 2015). Estudos mostram que o efeito da exposicao de
NPs de CuO sdo a geracdo de EROs e alteragdes morfoldgicas das plantas (Prakash et al., 2015).
Espécimes de Arabidopsis thaliana expostas a estas NPs demonstraram reducéo do caule e do
crescimento de raizes, lignificacdo de células radiculares, morte celular e peroxidacéo lipidica
(Nair and Chung, 2014a).

Na agricultura, as NPs de CuO sdo amplamente utilizadas como fungicida de amplo
espectro, pois apresentam alta eficiéncia para essa atividade (Chen, 2018). Além das
propriedades antimicrobianas que somam os efeitos positivos, as NPs de CuO podem ser
fitotoxicas, com respostas variadas em diferentes espécies, doses e aplicacfes, 0 que traz a
possibilidade de uso como herbicida (Dimkpa et al., 2012), pesticidas, fertilizantes, remediacao
de solos e para controle de crescimento (Xiong et al., 2017).

Muitos estudos disponiveis sugerem que NPs de CuO tém alta toxicidade para varios
organismos, com destaque para plantas. Em relacdo a germinacdo, que reflete o inicio do
desenvolvimento e processos fisiologicos de uma planta, alteracbes foram observadas.
Sementes de alface expostas as concentracdes entre 80 pg mL™* e 300 ug mL™* de NPs de CuO
tiveram seu indice de germinacdo diminuido. Houve também diminuicdo na atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD), com consequente diminuicdo na capacidade antioxidante.
Em contrapartida, houve aumento da germinacéo e crescimento radicular em sementes expostas
a concentracio de 20 pug mL*? (Pelegrino et al., 2020). Sementes de quiabo expostas as
concentragdes entre 100 mg L™ e 1000 mg L apresentaram diminuicdo dose-dependente no
teor de clorofila. Na concentragdo méxima verificou-se acimulo de malondialdeido (MDA), e
houve producdo dose-dependente de EROs, além da diminuigdo da capacidade antioxidante
(Baskar etal., 2021). Experimentos utilizando sementes de feijdo-mungo expostas a 1000 mg L~
! de NPs de CuO demonstram reducgdo de 27% na germinacgdo das sementes e retardo no

crescimento das mudas. Ainda, o teor de proteinas foi reduzido em 44% e o teor de agucares
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em 46% (Singh et al., 2017). Esses dados demonstram claramente que as NPs podem influenciar
significativamente a qualidade nutricional dos alimentos (Rajput et al., 2020).

Experimentos com hidroponia envolvendo a suspensédo das NPs na solugéo nutritiva,
demonstraram resultados como reducdo de 38.4%, 62.7% e 72.8% em plantas de arroz,
cultivadas em concentracdes de 62.5, 125 e 250 mg kg™*. Também foi apresentado aumento na
concentragdo de MDA e diminuigdo na atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidase
(POD), sugerindo um possivel estresse oxidativo. Em relacdo aos pigmentos, houve reducdo na
concentracdo de clorofila e carotendides, além de um aumento na atividade dos genes CHLD,
CHLG, CHLM e CAO, associados a sintese de clorofila (X. Yang et al., 2020). Plantas de
cevada cultivadas em hidroponia, sob 17, 35 e 70 mg L de NPs de CuO, apresentaram reducéo
no tamanho das raizes e caules e aumento nos niveis de miRNA, cuja funcéo é relacionada a
resisténcia a infecgbes (Petrova et al., 2021). O trabalho de Wang et al., (2012), utiliza analises
com Microscépio Eletrénico de Transmissdo [Transmission Electron Microscopy (TEM)] e
Espectroscopia Dispersiva de Energia [Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)], e demonstra
que em plantas de milho, as NPs de CuO s&o transportadas da raiz para outras partes da planta
por meio do xilema e sdo translocadas de volta para a raiz através do floema. Além disso,
observou-se a inibigdo do crescimento dessas plantulas na concentragdo de 100 mg L™, muito
embora a germinagéo ndo tenha sido afetada. Os resultados do trabalho apontam diretamente
para uma bioacumulagéo nos tecidos vegetais de milho expostos a NPs de CuO, assim como
uma biotransformacdo destas NPs. Contudo, evidéncias apontam para um possivel risco
ambiental e na seguranca deste alimento.

Considerando como semi-hidropdnicos aqueles experimentos que utilizam areia como
substrato, o trabalho de Adams et al., (2017), utiliza areia imida esterilizada como substrato e
NPs de CuO (10, 30 e 300 mg Kg?) como tratamento sobre plantas de trigo, demonstrou
inibicdo do alongamento das raizes, aléem de aumento no ndmero dos pelos radiculares e
diminuicdo das zonas de divisdo.

O trabalho de Yusefi-Tanhaet al., (2020), testou sementes de soja em solo sob diferentes
tamanhos de NPs de CuO (25, 50 e 250 nm), além de diferentes concentracdes (50, 100, 200 e
500 mg Kg™?). Verificou-se que a peroxidacio lipidica e a medida de marcadores antioxidantes
na folha de soja aos 120 dias apds o plantio, sofreram influéncia dependente do tamanho e da
concentracdo das NPs de CuO, sendo maiores com NPs de 25 nm. Além disso, o rendimento
das sementes de soja foi afetado, refletindo inibicdo dependente do tamanho e da concentragéo

das NPs, mostrando diminuicéo significativamente maior sob tratamento com NPs de 25 nm.
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Testes utilizando milho em substrato, com NPs de CuO em 800 ppm, demonstraram
aumento de 21% do comprimento das raizes e um aumento geral de crescimento do broto de
25%. Houve tambem grande aumento no conteudo de clorofila a e b. Apesar disso, houve dano
oxidativo e reducdo repentina nas atividades das enzimas CAT, POD e SOD (Toqeer et al.,
2020). Plantas de trigo sob tratamento com NPs de CuO aplicadas no substrato (500 mg kg™ de
solo) apresentaram diminuigéo de aproximadamente 6,6 cm no crescimento da raiz (Gao et al.,
2018). Da mesma forma, experimentos utilizando cevada com 10 g L™ de NPs de CuO aplicadas
no substrato, demonstraram reducdo no crescimento de raizes e caules, diminuicdo dos pelos
radiculares, do nimero e tamanho dos estdmatos e cloroplastos (V. Rajput et al., 2018). O
trabalho de le VVan et al., (2016) demonstraram efeitos prejudiciais de NPs de CuO sobre plantas
transgénicas de algoddo. Houve diminuicdo do crescimento e desenvolvimento nas plantas
tratadas com concentragdes de 10, 200 e 1000 mg L™, com reducdo da altura das plantas,
comprimento, nimero e biomassa de raizes. A absorcdo dos nutrientes boro, molibdénio,
manganés, magnesio, zinco e ferro também foi afetada. Além disso, foi verificada diminuicéo
nas concentragdes dos fitormonios &cido indol-3-acético (AlA) e &cido abscisico (ABA),
responsaveis pela regulacdo do crescimento e desenvolvimento em plantas.

Em contrapartida, resultados com batata-doce cultivadas em substrato contendo 25
mg kg de NPs de CuO demonstraram aumento no comprimento das raizes. Essa producéo de
raizes de armazenamento mais longas ndo apresentou prejuizo nos teores de acglcares e
proteinas (Bonilla-Bird et al., 2020). Grdos de cevada também tiveram aumento em seu
rendimento, sem prejuizos na qualidade nutricional, quando submetidos a tratamento com NPs
de CuO (0.01g por hectare) em conjunto com ions de cobre (Seregina et al., 2020). Plantas de
alface sob tratamento com 50 pg L™ de NPs de CuO, em conjunto com 100 pg L? de S-
nitrosoglutationa por aspersao foliar, aumentaram em trés vezes sua biomassa seca. Também
se verificou aumento nos niveis de potassio (K), sodio (Na), calcio (Ca), magnésio (Mg) e
enxofre (S) nas folhas (Pelegrino et al., 2021). Experimento com plantas de trigo sob placas de
Petri com tratamento de NPs de CuO em concentragdo de 0.01 g L™, demonstraram aumento
de 14,5% na capacidade de germinacdo e aumento de duas vezes no comprimento da raiz e
caule (Zakharova et al., 2019). Ja o trabalho de (Nair and Chung, 2014b), utilizando meio de
cultura contendo NPs de CuO para avaliar o efeito em plantas de soja, demonstrou reducdo no
crescimento das plantas, consequentemente na biomassa fresca, juntamente com reducdo na
concentracgéo de clorofila. Além disso, foi observado aumento na geracéo de EROs, apontando

um estresse oxidativo.
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Experimentos com a planta modelo Arabidopsis thaliana foram realizados em busca de
compreender os mecanismos envolvidos na toxicidade das NPs de CuO sobre plantas. A
translocacéo das raizes para o caule foi baixa, portanto, a toxicidade afeta principalmente as
raizes. Comprovadamente, foram visualizadas alteragdes na morfologia celular, visto que as
NPs afetaram os filamentos de actina do citoesqueleto e as células do apice da raiz tiveram um

desenvolvimento e crescimento anormal (Jia et al., 2020).
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Tabela 1 — Efeitos de nanoparticulas (NPs) de éxido de cobre (CuO) sobre plantas cultivadas.

NPs Tamanho | Concentracao Meio de Modo de Espécie Efeitos fisiologicos e bioquimicos Referéncia
(nm) cultivo exposicao
CuO <50 3,10,30e300 | AreiaUmida | Aplicagdo na Triticum aestivum Inibicdo do alongamento das raizes (10, 30 e 300 mg kg?); (Adams et al., 2017)
mg kg de esterilizada areia (trigo) Aumento no nimero dos pelos radiculares e redugéo das zonas
areia de divisdo.
CuO 25-55 100, 250, 500 e Substrato Exposi¢do Abelmoschus Diminuicéo dose-dependente do teor de clorofila; (Baskar et al., 2021)
1000 mg Lt das sementes esculentus Actimulo de malondialdeido (1000 mg L%);
(quiabo) Aumento da concentragéo de antocianina (500 mg L);
Reducdo da concentracdo de DPPH (para determinacéo de
antioxidantes total);
Produgdo dose-dependente de EROs.
CuoO <50 25,75e 125 Substrato Aplicagdo no Ipomea batatas Promocéo do comprimento das raizes (variedade COV - 25 (Bonilla-Bird et al., 2020)
mg kg* substrato, (batata-doce) mg kgl);
suspensao (2 variedades: COV e | Aumento de Mg na periderme (variedade B-14 - 125 mg kg™b);
em solugdo B14) Producdo de raizes mais longas, sem afetar o contetido de
acucares e proteinas nas raizes de armazenamento.
CuO ~40 500 mg kgt de Substrato Aplicagdo no Triticum aestivum Diminuicdo do crescimento da raiz (6,6 cm). (Gao et al., 2018)
solo substrato (trigo)
CuO <50 5,10,20e 40 | Dispersdo de | Exposicdo de | Arabidopsis thaliana Alteracéo dos filamentos de actina do citoesqueleto e da (Jia et al., 2020)
mg L? uma gota de mudas morfologia celular;
NP por Desenvolvimento anormal de células no &pice radicular;
capilaridade Danos secundarios por inibi¢do do transporte de auxina.
(evaporada
com etanol)
e, em
seguida,
pulverizada
€om ouro
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Cuo 50 0, 50, 100, 200, Meio de Aplicacdo no Glycine max Redugdo no crescimento, biomassa fresca e teores de clorofila (Nair and Chung, 2014b)
400 e 500 mg Cultura meio de (soja) (500 mg L);
L cultura Estresse oxidativo dose-dependente.
CuoO ~6.6 0.2, 2, 20, 80, Particulas Exposicao Lactuca sativa Promoc&o da germinagdo das sementes e crescimento radicular (Pelegrino et al., 2020)
150 e 300 pg dispersas em | das sementes (alface) (20 ug mLY);
mL? solucdo de Aumento da fitotoxicidade a partir de 80 pg mL™, com queda
crescimento. do indice de germinacéo;
Placa de Aumento dose-dependente da concentracdo de nitrito;
Petri, papel Reducéo da atividade da SOD e da capacidade antioxidante.
filtro
umedecido
com solucdo
CuO (+ 183.8 + 50 pg L (S- Substrato Foliar Lactuca sativa Aumento de trés vezes na biomassa seca; (Pelegrino et al., 2021)
S- 29 nitrosoglutation (alface) Transpiragdo da planta ndo foi afetada;
nitrosog a: 100 yg LY) Elevacédo nos niveis de K, Na, Ca, Mg e S nas folhas.
lutation
a)
CuOe 25 17,35e70 Hidroponia Suspenséo Hordeum vulgare CuO reduziu o comprimento das raizes e caule; (Petrova et al., 2021)
FesO4 mg L? em solugdo (cevada) FesO4 aumentou o comprimento do caule e a biomassa fresca;
CuO elevou os niveis de miRNA.
CuO 30-50 10gL? Substrato Aplicacdo no Hordeum vulgare Inibicdo do crescimento em alta concentragéo; (V. Rajput et al., 2018)
substrato (cevada) Afetou o crescimento de raizes e caules;
Reducéo dos pelos radiculares;
Queda do nimero e tamanho dos estdmatos e cloroplastos.
CuO (+ 40 - 60 0.01 g hectare® Substrato Particulas Hordeum vulgare Ganho no rendimento dos gréos, sem prejuizo na qualidade (Seregina et al., 2020)
Cu) em (cevada) nutricional.
suspensao
CuO 20-40 1, 10, 100, 500 Placa de Aplicacéo Vigna radiata Reducdo significativa (27%) na germinacdo das sementes; (Singh et al., 2017)
e 1000 mg L Petri nas sementes (feijdo-mungo) Retardo no crescimento das mudas em altas concentracfes
(1000 mg LY,
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Decréscimo significativo nos teores de proteinas e agtcar (44%
e 46%, respectivamente, a 1000 mg L1).

CuoO 20 - 26 550 e 800 ppm Substrato Aplicagdo no Zea mays Promocéo do crescimento do broto (25%) e da raiz (21%) a (Togeer et al., 2020)
(75% de solo substrato (milho) 800 ppm;
fresco Forte resposta antioxidante, queda repentina das atividades da
normal e CAT, SOD e POD a 800 ppm;
25% de solo Dano oxidativo;
composto) Elevacdo do comprimento das raizes a 800 ppm;
Aumento, em altas concentragdes, dos contetidos de clorofila a
eb.
CuO 30+10 0,10,200 e Substrato Aplicacdo no Gossypium sp. Inibicéo do crescimento (> 10 mg L); (le Van et al., 2016)
1000 mg.L™*? substrato (algodéo) Diminuicéo da concentragdo dos horménios AlA e ABA,;
Reducéo da absorcdo de nutrientes (B, Mo, Mn, Mg, Zn e Fe).
CuO 20-40 2,5, 10, 20,30, | Hidroponia Particulas Zea mays Inibicdo do crescimento de plantulas; (Wang et al., 2012)
40, 50, 100 mg em (milho) Evidéncias de bioacumulacéo.
Lt suspensao
CuO <50 62.5,125e 250 | Hidroponia | Aplicacéo na Oryza sativa Reducdo do peso das raizes (38,4% a 62.5 mg L; 62,7% a 125 (Z. Yang et al., 2020)
mg L* solugdo (arroz) mg L; 72,8% a 250 mg L%);
nutritiva, Destruigdo da integridade da membrana;
suspensao Aumento na concentracdo de malondialdeido (69,7% a 125 mg
em solugéo L' e 83,4% a 250 mg L?);
Elevacédo da condutividade elétrica;
Redugcdo da atividade da CAT e POD (250 mg L™Y);
Queda da concentragdo de clorofilas e carotenoides;
Ativacdo na expressao dos genes de sintese de clorofila
(CHLD, CHLG, CHLM e CAO).
CuO 25,50e 50, 100, 200 e Substrato Aplicagdo no Glycine max Aumento da peroxidacao lipidica, da medida de biomarcadores | (Yusefi-Tanha et al., 2020)
250 500 mg kgt de substrato (soja) antioxidantes e redu¢do do rendimento das sementes dose-
solo dependente e tamanho-dependente;

Indicacéo de toxicidade.
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CuO

50

0.1e0.01gL?

Placa de
Petri

Aplicagdo
nas sementes

Triticum aestivum
(trigo)

Ativacdo de 14,5% na capacidade de germinagdo (0.01 g LY);
Aumento de duas vezes no comprimento de raizes e caules
(0.01gL™Y.

(Zakharova et al., 2019)
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5. Possibilidades de aplicacdes de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuO) na agricultura

As NPs baseadas em cobre sdo conhecidas pela potencial acdo fungicida na agricultura,
especialmente pela efetividade contra uma variedade de fungos fitopatogénicos (Singh et al.,
2021). O trabalho de Consolo et al., (2020) trouxe resultados indicando a¢éo antifangica in vitro
de NPs de CuO (5, 10 e 20 ppm) sobre as espécies Alternaria alternata, Pyricularia oryzae e
Sclerotinia sclerotiorum. Os dados também demonstraram que a a¢éo foi dose-dependente. Da
mesma forma, NPs de CuO também demonstraram atividade antifingica contra fungos das
espécies Alternaria mali, Diplodia seriata e Botryosphaeria dothidea nas concentracfes 0.1, 1
e 2.5 mg mL*. Houve aumento de 20 a 30% na atividade fungicida (Ahmad et al., 2020). Foi
demonstrado que, em comparagdo com sais soltveis de cobre (Cu), o uso de NPs de CuO como
fungicida é menos tdxico para as plantas (Pu et al., 2019).

Além da atividade antifungica, também foi verificada atividade antibacteriana. O
trabalho de Chen et al., (2019) demonstrou, in vitro, atividade bacteriostatica dose-dependente
(50, 125, 250 pg mL™?) sobre o fitopatdgeno Ralstonia solanacearum, com morte celular na
concentragdo de 250 pg mL™. Todavia, também ha trabalhos que demonstram riscos potenciais
as comunidades microbianas benéficas do solo. De acordo com Concha-Guerrero et al., (2014),
cujo trabalho utilizou bactérias isoladas de um fragmento de solo agricola, as NPs de CuO foram
toxicas para as bactérias nativas. A citotoxicidade foi observada em diversas partes da célula,
como por exemplo desnaturacdo proteica da membrana celular e, por conseguinte, sua
desorganizacao, levando a modificacdo da morfologia e funcdo, danos no material genético e
estresse oxidativo. De maneira similar, riscos ao ecossistema microbiano foram demonstrados
em trabalho por (Xu et al., 2015). Em comparagédo a NPs de TiO», as NPs de CuO afetaram o
ecossistema microbiano de solos de arroz, o que levou a indisponibilidade de nutrientes,
indicando um possivel risco ambiental.

A possibilidade de aplicagdo como fertilizante também foi demonstrada. Experimentos
com NPs de CuO (50 mg Kg™) aplicadas sobre substrato com plantas de trigo levou a uma
comunidade microbiana mais especializada na fixacdo de nitrogénio, diminuiu processos de
desnitrificacdo e aumentou a salde da comunidade microbiana da rizosfera de trigo (Guan et
al., 2020). O trabalho de Liu et al., (2021) apresentou aumento da riqueza e diversidade das
comunidades de bactérias e fungos do solo em baixas dosagens (250 mg kg™*) de NPs de CuO.
Experimentos com plantas da espécie Allium fistulosum (popularmente conhecida como
cebolinha) demonstraram um aumento na qualidade nutricional da planta. Houve aumento da

concentragdo de elementos essenciais, como célcio (86%), ferro (76%), magnésio (108%),
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manganés e niquel, quando comparados com o controle. Além disso, houve diminui¢cdo nos

niveis da enzima catalase (CAT), associada ao estresse oxidativo (Wang et al., 2020).
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Tabela 2 — AplicacGes de nanoparticulas (NPs) de 6xido de cobre (CuO) na agricultura.

NPs Tamanho (nm) Concentracéo Modo de Aplicacéo Efeitos fisioldgicos e bioquimicos Referéncia
aplicagdo
Cuo 8015 0.1,1e25mg Meio de Fungicida Aumento de 20-30% na atividade antifangica (Alternaria mali, (Ahmad et al., 2020)
mL? cultura Diplodia seriata e Botryosphaeria dothidea) do extrato de
Azadirachta indica.
Cuo 40-80 50, 125, 250 ug Meio de Bactericida Atividade bacteriostatica dose-dependente; (Chen et al., 2019)
mL? cultura (Ralstonia Morte das bactérias em altas concentragfes (250 um mL-1).
solanacearum)
Cuo 276.43+76.77 e 5,10 e 20 ppm Meio de Antimicrobiano Controle dose-dependente dos fungos Alternaria alternata, (Consolo et al., 2020)
58.87+10.00 cultura Pyricularia oryzae e Sclerotinia sclerotiorum.
Cuo 28+14 50 mg Kg* Substrato Fertilizante Maior especializacdo na fixacdo de nitrogénio de uma (Guan et al., 2020)
comunidade microbiana;
Queda de processos de desnitrificacéo;
Promocdo da satde da comunidade microbiana da rizosfera de
trigo.
CuO (+ 40 250, 500 e 1000 Substrato Fertilizante Aumento da riqueza e diversidade das comunidades de (Liu etal., 2021)
Zn0) mg kg bactérias e fungos do solo (em baixas dosagens).
CuO 50 500 mg kgt de Substrato Fungicida Em comparacdo aos sais sollveis de Cu, foi menos toxico para (Pu et al., 2019)
solo as plantas.
CuO 10 5, 150, 300, e Hidroponia Fertilizante Ganho na qualidade nutricional; (Wang et al., 2020)
600 mg kgt de Aumento de elementos essenciais (Ca, Fe, Mg, Mn e Ni).
solo
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6. Impactos de nanoparticulas de 6xido de ferro (FeO) sobre plantas cultivadas

As NPs de FeO tém propriedades magnéticas fortes, o que desperta grande interesse na sua
utilizacdo na area biomédica (Ali et al., 2016). Assim, NPs de FeO superparamagnéticas — com
revestimento biocompativel e ndo-toxico — podem ser usadas in vivo em processos como
reparacdo de tecidos, imunoensaio e ligacdo a substancias quimicas para leva-las a um tecido
especifico, por exemplo (Laurent et al., 2008).

Enquanto doses baixas de NPs de ferro podem trazer beneficios como estimulo da
germinacdo, altas doses podem diminuir o crescimento das plantas e gerar EROs. Como
resposta, hd aumento nos niveis de enzimas antioxidantes na planta para reduzir os danos. As
NPs de FeO ficam acumuladas e agregadas na superficie das raizes, interferindo no processo
de absorcdo de agua e nutrientes. A membrana e a parede celular das células radiculares sofrem
ruptura mecanica (Cunha Lopes et al., 2018).

Além disso, estudos demonstram que as NPs de FeO causam um aumento significativo
no conteudo de lignina nas raizes de plantas de soja (Cunha Lopes et al., 2018). O aumento da
lignina é associado a estresses abidticos, simbolizando um mecanismo de defesa da planta.
Também ha indicativos da possibilidade de NPs de FeO protegerem contra o estresse,
eliminando o estresse oxidativo ocasionado pela falta de 4gua, por exemplo. Ainda, promove
aumento nos niveis de carboidratos e podem prevenir acimulo de metais pesados nas plantas
(Landa, 2021).

O trabalho de Pariona et al., (2017), utilizou NPs de Fe.O3 sobre sementes de milho (1,
2,4 e6 g L% e mostrou aumento do crescimento e dos niveis de clorofila, porém, a
concentragio de 6 g L™ causou uma pequena inibicdo na germinacdo das sementes. Em
contraste, sementes de milho germinadas em papel Germitest® sob tratamento com 20, 40, 80
e 160 mg L™ de NPs de Fe3O4, apresentaram inibicdo no crescimento radicular e a concentragéo
de 160 mg L™ foi fitotoxica (Esper Neto et al., 2021). O trabalho de Lau et al., (2020), o qual
utiliza NPs de Fe3O4 sobre sementes de tomate, exibiu resultados neutros. N&o houve nenhuma
alteracdo significativa no crescimento inicial. A aplicagdo de 10, 15 e 20 mg L de NPs de
Fe>O3 sobre sementes de trigo gerou aumento significativo dos parametros fotossintéticos,
como teor dos pigmentos absorvedores de luz, como clorofila a e b, e carotenoides, assim como
a fotossintese liquida (Pn). Juntamente, houve aumento de 35% no crescimento das plantas,
aumento de 49% na altura das espigas, aumento da biomassa seca da parte aérea (58%), raizes
(61%), espigas (79%) e gréos (70%) no tratamento com 20 mg L (Rizwan et al., 2019a).
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Plantas de soja expostas a NPs de y-Fe2Os demonstraram aumento no contetdo de
clorofila, na biomassa vegetal, no indice do desenvolvimento das raizes e também na captacao
de manganés pelos brotos, nas concentragdes de 15, 30 e 60 mg por vaso, com aplicacdo no
substrato. Com aplicacédo foliar de 15 mg por vaso, houve reducéo de 23,1% na captacdo de
molibdénio, um cofator para a enzima nitrogenase, aumento na biomassa do caule (54%) e raiz
(52,3%) (Yang et al., 2020).

Experimentos hidropdnicos utilizando plantas de trigo, com aplicacdo de NPs de Fe>Os
na superficie foliar, resultaram em estresse oxidativo, com aumento de radicais hidroxila (*OH),
além da diminuicdo nos niveis de clorofila, com consequente reducéo fotossintética. O trabalho
demonstrou que houve entrada das NPs pelos estbmatos e translocagdo para 0s Orgaos
vegetativos: caule e raizes. Ainda, houve acumulacdo das NPs nas plantas (Lu et al., 2020). O
trabalho de Elizabath et al., (2017) também utilizou aplicacao foliar. Neste estudo, o tratamento
de plantas de cenoura com 50 ppm de NPs de FeO em associacdo com 100 ppm de ZnO,
aumentou em 4,78% o crescimento da planta, em 16,24% a area foliar, em 47,08% o didmetro
da raiz, em 35,35% o comprimento da raiz e em 24,28% o rendimento das raizes por hectare.
Em plantas de milho cultivadas em solugdo nutritiva contendo y-Fe>Os observou-se na
concentragdo de 20 mg L™ destas NPs, uma promogéo significativa no alongamento da raiz
(11,5%), aumento no indice de germinagdo em 27,1% e no indice de vigor em 39,6%. Em
contrapartida, concentragdes maiores da NP, como 50 e 100 mg L%, diminuiram o comprimento
da raiz (13,5% e 12,5%, respectivamente). As NPs de y-Fe;O3 também induziram estresse
oxidativo radicular, evidenciado pelos altos niveis de MDA encontrados nesses 6rgaos. Os
niveis de clorofila também demonstraram uma reducdo (Li et al., 2016).

Interessantemente, as NPs de FeO parecem aliviar a toxicidade de metais pesados. Por
exemplo, a aplicacdo foliar de NPs de 6xido de ferro 11 e 111 (10, 15 e 20 mg L) sobre plantas
de arroz crescidas em substrato contaminado com tracos de cadmio (Cd), resultou em aumento
da biomassa fresca. Na concentracéo de 30 mg L, houve aumento de 68% na concentracéo de
clorofila a e de 58% na concentragéo de clorofila b. A taxa fotossintética (Pn) aumentou 44%,
a condutancia estomatica em 61% e a transpiracdo em 26%. O acumulo de Cd nas folhas
diminuiu, mas nas raizes houve aumento. A concentracdo de ferro na parte aérea e nas raizes
também aumentou (Rizwan et al., 2019b).

O trabalho de Al-Amri et al., (2020), cujos experimentos foram realizados utilizando plantas
de trigo em sistema hidropdnico contendo 500 mg L de NPs de Fe,Os de diferentes tamanhos,
demonstrou que as NPs de tamanho entre 20 e 40 nm foram translocadas com maior eficiéncia.

Nessa faixa de dimensdo, as plantas também apresentaram aumento do crescimento. O aumento
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no conteudo de clorofila e de biomassa foi tamanho dependente, demonstrando menores valores
com NPs entre 8 e 10 nm e maiores valores com NPs entre 30 e 50 nm. Da mesma forma,
experimentos hidropénicos com plantas de cevada tratadas com NPs de Fe3O4, apresentaram
aumento nos comprimentos das raizes e caules das plantas, além de aumento na biomassa fresca
(Petrova et al., 2021).

Experimentos utilizando NPs de FesOa4 sobre plantas de milho (50 e 500 mg kg™ de
substrato) manifestaram aumento no comprimento radicular, reprogramacdo metabdlica,
diminuicao do metabolismo de nitrogénio e inibicdo das vias relacionadas a defesa antioxidante
(Yan et al., 2020). O trabalho de Youssef et al., (2020) apresentou diferentes resultados em
diferentes concentracdes de NPs de Fe;Os. Utilizando a concentragdo de 500 mg L no
substrato, houve aumento no crescimento do milho. Em contrapartida, plantas sob tratamento
com as concentragdes 4000 e 8000 mg L™, apresentaram reducdo no crescimento e no estresse
oxidativo, demonstrado pelo aumento nos niveis de MDA e da atividade da SOD. A
concentragéo de 4000 mg L apresentou ainda aumento na atividade da enzima CAT. Todas as
concentragdes utilizadas no trabalho (500, 1000, 2000, 4000 e 8000 mg L) resultaram na

diminuicao da atividade da enzima glutationa redutase (GR).
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Tabela 3 — Efeitos de nanoparticulas (NPs) de 6xido de ferro (FeO) sobre plantas.

NPs Tamanho | Concentracdo | Meio de cultivo | Modo de exposi¢ao Espécie Efeitos fisiologicos e bioquimicos Referéncia
(nm)
Fe20s 8-10, 500 mg L* Hidroponia Aplicagdo na solucéo Triticum aestivum Ativacdo do crescimento (20-40 nm); (Al-Amri et al., 2020)
20 - 40, nutritiva, suspensao (trigo) Aumento do contetdo de clorofila e biomassa
30-50 em solugdo (efeito tamanho-dependente);
NPs de 20-40 nm translocadas com maior
eficiéncia.
FeO (+ - 50, 100 e 150 Substrato Aplicacdo foliar Daucus carota Aumento de: 4,78% no crescimento da planta; (Elizabath et al., 2017)
Zn0) ppm (cenoura) 16,24% na érea foliar;
47,08% no diametro da raiz;
35,35% no comprimento da raiz;
24,28% no rendimento das raizes por hectare
(50 ppm FeO + 100 ppm ZnO).
Fes04 30 20,40,80¢€ Papel Aplicagdo nas Zea mays (milho) Inibi¢do do crescimento radicular com o (Esper Neto et al., 2021)
160 mg L*! “Germitest” sementes aumento da concentracéo;
Efeito téxico (160 mg L.
FesOs 10-18 5,10,15e 20 Hidroponia Particulas em Triticum aestivum Auséncia de fitotoxicidade nestas condicoes. (lannone et al., 2016)
mg L? suspensdo (trigo)
FesOs 6-13 0.25,25e5 Placa de Petri Aplicagdo nas Solanum Crescimento inicial ndo afetado. (Lau et al., 2020)
mg mL? sementes lycopersicum
(tomate)
v-Fe203 17.7+39 20,50 e 100 Hidroponia Particulas em Zea mays (milho) Alongamento da raiz (11,5%), aumento do (Lietal., 2016)
mg L suspensao indice de germinacéo (27,2%)

e indice de vigor (39,6%) com 20 mg L%,
Diminuic¢do do comprimento da raiz (13,5% e
12,5% com 50 e 100 mg L"* respectivamente);

Estresse oxidativo;
Reducéo no teor de clorofila.
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Fe203

10 -50

60 e 180 pg por
planta

Hidroponia

Aplicagdo foliar

Triticum aestivum
(trigo)

Acumulo nas plantas;
Captacdo pelos estdmatos e translocacdo para
caules e raizes;
Estresse oxidativo (aumento de «OH);

Queda dos niveis de clorofila e da fotossintese.

(Luetal., 2020)

Fe203

100

1,2,4e6gL?

Placa de Petri

Aplicagdo nas
sementes

Zea mays (milho)

Aumento do crescimento e dos niveis de
clorofila;
Pequena inibicdo na germinagdo (6 g L2).

(Pariona et al., 2017)

Fe:Oz e
oxido de
ferro 1l e lll

50 - 100

5,10,15e 20
mg L

Substrato

Aplicacdo nas
sementes

Triticum aestivum
(trigo)

Aumento de 35% no crescimento das plantas e
49% na altura das espigas;

Elevacéo de 58% na biomassa seca da parte
aérea, 61% das raizes, 79% das espigas e 70%
dos gréos (20 mg L);

Elevacdo significativa nos parametros
fotossintéticos, como clorofila a, b,
carotenoides e fotossintese liquida (Pn) com 10,
15e20mg L™

(Rizwan et al., 2019a)

Oxido de
ferro 1l e 1l

50 - 100

10, 20 e 30 mg
L-l

Substrato
(contaminado
com tracos de

Cd)

Aplicacéo foliar

Oryza Sativa (arroz)

Com 30 mg L™ - aumento da:
Biomassa fresca;
Concentracéo de clorofila a (68%) e clorofila b
(58%);

Taxa fotossintética (44%);
Condutancia estomatica (61%) e transpiragao
(26%);

Em todas as concentragdes utilizadas:
Redugdo do acimulo de Cd nas folhas, mas
aumento nas raizes e
Elevacdo da concentracédo de Fe na parte aérea e
radicular.

(Rizwan et al., 2019b)

FesO4

30

50 e 500 mg
Kg?

Substrato

Aplicagdo no
substrato

Zea mays (milho)

Promocéo do comprimento radicular;
Reprogramagao metabdlica;

(Yan et al., 2020)
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Redugdo do metabolismo de nitrogénio;
Inibicéo de vias relacionadas a defesa
antioxidante.

v-Fe203 5 15,30 e 60 mg Substrato Aplicagéo no Glycine max (soja) Elevacéo do conteddo de clorofila, na biomassa (X. Yang et al., 2020)

por vaso substrato e foliar vegetal e no indice de desenvolvimento das

raizes (em todas as concentragdes);
Aumento na captacéo de Mn pelos brotos (60
mg vaso™);
Reducéo da captacdo de Mo (23,1%);
Promocéo da biomassa dos caules (54%) e
raizes (52,3%) (15 mg vaso™).
Fe203 32 - 35, 500, 1000, Substrato Mistura no substrato Zea mays (milho) Promocao do crescimento em baixa (Youssef et al., 2020)
78 2000, 4000 e concentragéo (500 mg L1);
8000 mg L*! Inibicdo do crescimento em altas concentragdes

(4000 e 8000 mg LY);
Aumento no total de Fe;

Elevacédo dos niveis de malondialdeido;
Promocdo da atividade da SOD nas raizes (4000
e 8000 mg LY);

Ativacdo da CAT nas raizes (4000 mg L™2);
Diminuicéo da atividade da GR nas raizes
(1000, 4000 e 8000 mg L),

37




7. Possibilidades de aplicacdes de nanoparticulas de 6xido de ferro (FeO) na agricultura

As NPs de FeO séo utilizadas frequentemente na agricultura como substitutas de fertilizantes
tradicionais para deficiéncias de ferro (R. P. Singh et al., 2021). O trabalho de Sundaria et al.,
(2019) demonstrou uma possivel aplicacdo de NPs de y-Fe.O3 na biofortificacdo de plantas de
trigo, com interesse em uma possivel estratégia para insercdo de ferro na dieta diaria e combate
de deficiéncias deste nutriente. Na concentracdo de 25 ppm, houve aumento significativo do
teor de ferro nos gréos para 45,7% nos gendtipos 1ITR26 (gendtipo com maior teor de ferro) e
26,8% nos genotipos WL711 (genotipo com baixo teor de ferro).

Mas, além das aplicagdes como fertilizante, NPs de Oxido de ferro apresentaram
atividade fungicida. O uso de NPs de Fe>Os in vitro causou morte celular dos fungos Alternaria
mali, Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, no tratamento com as concentracdes de 10,
25, 50 e 100 ppm (Ahmad et al., 2017). O trabalho de Bilesky-José et al., (2021) apontou que
NPs de a-Fe2Os foram capazes de aumentar, in vitro, a atividade bioldgica do fungo
Trichoderma sp. contra o fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum. Além da capacidade
antifangica, trabalhos também demonstraram capacidade bactericida de NPs de FeO. Por
exemplo, o trabalho de Alam et al., (2019) apresentou resultados corroborando a capacidade de
NPs de Fe2Os (1, 3 e 6 mg mL™) controlarem o crescimento in vitro de bactérias Ralstonia

solanacearum, uma espécie patogénica de plantas.
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Tabela 4 — AplicacGes de nanoparticulas (NPs) de 6xido de ferro (FeO) na agricultura.

Modo de aplicacédo

Aplicacéo

Efeitos fisioldgicos e bioquimicos

Referéncia

proteina e de Fe em plantas de gengibre
(Zingiber officinale).

NPs Tamanho (nm) Concentragéo
Fe20s 20-80 10, 25, 50 e 100 Meio de cultura Fungicida (Alternaria mali, Morte celular. (Ahmad et al., 2017)
ppm Botryosphaeria dothidea e
Diplodia seriata)
Fe20s 34 +£0.37 nm 1,3e6mgmL? Meio de cultura Bactericida (Ralstonia Controle de crescimento. (Alam et al., 2019)
solanacearum)
304 +8 5x 107 NPs mL™! Meio de cultura Fungicida Aumento da atividade bioldgica do fungo (Bilesky-José et al., 2021)
a-Fe03 Trichoderma sp. contra o fungo
fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum.
Fe20s 20 0,2, 10, 50, 250 e No substrato Fertilizante Promogdo do crescimento de plantas de (Rui et al., 2016)
1000 mg kg* amendoim (1000 mg kg™%);
Aumento na concentracao de clorofila;
Aumento na concentragéo de Fe.
FesO4 20-30 100 ppm Hidroponia Fertilizante Promocao da altura, nimero de folhas, teor (Siva and Benita, 2016)
de clorofila e de carotenoides, teor de
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v-Fe203

80

25, 50, 100, 200,
300, 400, 500 e 600
ppm

Nas sementes

Biofortificagdo (trigo)

Promogdo do indice de vigor da semente;

Acumulo de Fe nos gréos para 45,7% nos

genotipos 1ITR26 e 26,8% nos gendtipos
WL711 (25 ppm).

(Sundaria et al., 2019)
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4. Conclusdes e futuras perspectivas

De acordo com a literatura consultada, é possivel inferir que os efeitos das NPs de CuO e FeO
sobre cultivares dependem de diversos fatores, como o tamanho da NPs, a concentracédo
utilizada, modo de exposicdo e da espécie utilizada nos experimentos. Foram encontrados
trabalhos descrevendo efeitos negativos, positivos ou negligenciaveis do uso destas NPs. Sendo
assim, conclui-se que os efeitos das NPs de 6xido de cobre (CuO) e ferro (FeO) sobre plantas
séo diversos, e podem afetar processos fisiologicos e bioquimicos, impactando entdo em seu
crescimento e desenvolvimento.

Apesar da diversidade de trabalhos encontrados e consultados, ainda ha muitas questdes
pouco exploradas, com possibilidade de estudos futuros. Como a nanotecnologia é uma area de
estudo recente, o conhecimento acerca dos efeitos e implicacdes de NPs sobre plantas estd em
constante expansao. Por exemplo, quais as consequéncias da contaminacao ambiental com NPs
e sobre a qualidade nutricional dos alimentos? Além disso, ainda ndo foram estabelecidas
concentragdes limiares de NPs para a seguranca de plantas, animais e humanos, assim como

para o0 ambiente, abrangendo litosfera, hidrosfera e atmosfera.
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Resumo

A nanotecnologia é um campo de pesquisa em expansdo continua, cujo surgimento remonta a
aproximadamente um século atrds. As nanoparticulas (NPs) sdo o objeto de estudo desse
campo, sendo caracterizadas por terem pelo menos uma dimenséo inferior a 100 nm, e possuem
uma vasta gama de aplica¢fes na medicina, indUstria farmacéutica e agricultura. Na atualidade,
consideraveis quantidades de NPs sdo liberadas no ambiente durante os processos de sintese,
transporte, armazenamento e utilizagdo, 0 que gera indagacOes acerca de seus possiveis
impactos sobre 0s organismos vivos e 0 meio ambiente. O éxido de grafeno é um nanomaterial
com excelentes propriedades mecanicas e hidrofilicas e é altamente flexivel e capaz de formar
ductos. Os efeitos do 6xido de grafeno sobre plantas e sua interacdo com as células vegetais sdo
pouco conhecidos. Assim como ocorre com outras nanoparticulas de interesse, os efeitos variam
de acordo com a concentracdo utilizada e avaliada. O trabalho teve como objetivo investigar
efeitos do 6xido de grafeno, com destaque para o crescimento e parametros fotossintéticos, em
plantas de soja cultivadas em sua presenca durante 18 dias. Foi verificado que na concentragao
de 750 mg L o crescimento de plantas de soja foi alterado, apresentando reduc&o nos
parametros biométricos, sendo eles: comprimento radicular (35%) e suas biomassas fresca
(48%) e seca (63%); comprimento da parte aérea (35%) e suas biomassas fresca (38%) e seca
(45%). A reducdo também foi vista no indice SPAD (16%) e em pardmetros importantes na
avaliagdo da fotossintese, sendo eles: Fv'/Fm' (11%), qP (18%), ETR (26%), Amax (34%), ®
(13%), Vcmax (35%), J (21%) e g (67%).

Palavras-chave: Nanoparticulas; 6xido de grafeno; Crescimento; Fotossintese.
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1. Introducéo

O conceito de nanoparticula (NP) abrange uma gama de substancias cujo tamanho é menor que
100 nanémetros (10”7 cm) em pelo menos uma dimens3o. Estes materiais comecgaram a ter mais
relevancia quando pesquisas apontaram que o tamanho tem influéncia nas propriedades de uma
substancia (Nowack e Bucheli, 2007; Khan, Saeed e Khan, 2017). Em escala nanométrica as
propriedades fisico-quimicas, como o tamanho reduzido, composi¢cdo quimica, estrutura de
superficie, solubilidade, forma e agregacéo, e também propriedades morfoldgicas e bioldgicas
diferem das observadas em macroescala (Hernandez-Diaz et al., 2021). As propriedades
singulares das NPs podem resultar da penetracdo, acimulo ou ndo, e anexag¢ao nos organismos
vivos (Landa et al., 2017).

Apesar da nanotecnologia ser uma area conhecida desde o século passado, muitos
avancos tém sido alcancados recentemente (Khan, Saeed e Khan, 2017). As pesquisas
envolvendo NPs estdo em constante expansdo e investimento (Jeevanadam et al., 2018).
Atualmente, as NPs sdo global e massivamente utilizadas em &reas como agricultura, inddstria
de alimentos, cosméticos, eletronicos e biomedicina (Yusuf et al., 2023). Como 0 uso
generalizado ndo significa atoxicidade, uma analise cuidadosa da concentracdo, destino e
comportamento de NPs em sistemas naturais complexos é aconselhavel (Giese et al., 2018) e
essencial para prever impactos ambientais futuros e estabelecer legislacdo regulatdria relevante
(Dale et al., 2015).

A interacdo entre plantas e NPs pode resultar em absorcdo e, consequentemente,
acumulo nos vegetais, podendo ocasionar algumas alteragdes (Hossain et al., 2015). As células
vegetais apresentam parede celular, estrutura diretamente relacionada com a protecdo das
plantas. No entanto, algumas NPs sdo capazes de atravessa-la, dependendo de alguns critérios.
O primeiro deles é o tamanho. Em geral, NPs menores que 50 nm em média podem ser
penetrantes. Outros dois importantes critérios sdo a morfologia e a composicdo quimica. A
interacdo entre nanomateriais e plantas depende da carga de superficie e energia da
nanoparticula, que determina como ela podera modificar os receptores da superficie,
transportadores e proteinas especificas de membrana (Mittal et al., 2020).

Levando em consideracdo que as NPs estdo disponiveis na solugdo do solo, a qual faz
contato direto com o sistema radicular, as NPs sdo absorvidas do solo principalmente pelas
raizes, fato esse comprovado em estudos que demonstram que a maior parte das NPs sdo
acumuladas nas raizes, enquanto uma menor quantidade acumula-se nas folhas (Ma et al.,
2010).
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As NPs podem causar impactos positivos, negativos ou neutros, depois da acumulagéao
em plantas cultivadas (Rai et al., 2018). Os efeitos das NPs nas plantas dependem do seu tipo,
tamanho e concentracdo, além da fonte (Rizwan et al., 2017). No interior da célula, as NPs
interagem com os diversos componentes intracelulares, como organelas e outras estruturas
citoplasmaticas. As interacbes mais estudadas sdo aquelas que ocorrem com as organelas
mitocdndrias e cloroplastos, nas quais ocorrem mudancas quimicas e/ou fisicas (Hatami et al.,
2016).

NPs de carbono sdo amplamente utilizadas em diversas areas, como energetica,
eletronica e industrias farmacéuticas (Novoselov et al., 2012; Zheng et al., 2013), com destaque
crescente na agricultura (Monreal et al., 2016). O grafeno € um nanomaterial versatil, composto
por uma Unica camada de atomos de carbono, a qual é conectada por hibridizacdo de 4&tomos de
carbono sp2, os quais se ligam formando estruturas hexagonais bidimensionais (2D) (Chae et
al., 2020). O éxido de grafeno (OG) € um material derivado de grafeno que possui muitos
grupos carboxila, hidroxila e carbonila em sua superficie (Zhao et al., 2020). Esta presenca de
grupos funcionais de oxigénio em sua estrutura o torna muito hidrofilico (Barroso-Bujans et al.,
2010). Consequentemente, é ideal para ser utilizado em solucdo aquosa, o que amplia suas
aplicacdes. O OG é um nanomaterial com excelentes propriedades mecanicas e hidrofilicas e é
altamente flexivel e capaz de formar ductos. Consequentemente essas propriedades permitem
que as nanoparticulas de 6xido de grafeno sejam aderidas em superficies (Hu et al., 2014).

Os efeitos do 6xido de grafeno sobre plantas e sua interacdo com as células vegetais sdo
pouco conhecidos. Em relacdo aos estudos sobre efeitos nanotoxicoldgicos, as plantas sdo
negligenciadas quando comparadas com os trabalhos disponiveis sobre efeitos em animais e
células humanas (Hu et al., 2014). Assim como ocorre com outras nanoparticulas de interesse,
os efeitos podem ser benéficos, neutros ou maléficos, dependendo da concentracdo utilizada e
avaliada. Pequenas concentracfes podem gerar um efeito positivo no crescimento de
Arabidopsis thaliana, como demonstrado no trabalho de Park e colaboradores (2020). Em
contrapartida, altas concentracdes podem ser toxicas e causar danos, conforme apontado no
trabalho envolvendo plantas de arroz de Chen, Mu e Tian, (2019). Quando plantas séo expostas
a altas concentrac@es de nanoparticulas de 6xido de grafeno, elas podem apresentar reducéo no
crescimento e alteracdes nas propriedades fisiologicas e bioquimicas. As nanoparticulas de OG
sdo acumuladas nas raizes, caules e folhas das plantas, 0 que pode afetar a absorcdo de
nutrientes e a fotossintese. Com isso, ha diminuicdo na biomassa geral e no rendimento das
plantas (Tripathi et al., 2017; Sanchez-L6pez et al., 2018).
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Tendo em vista as lacunas existentes sobre os efeitos nanotoxicoldgicos do OG, este
trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos das nanoparticulas de 6xido de grafeno em plantas
de soja, averiguando a toxicidade e efeitos na estrutura e fisiologia relacionados a fotossintese.

2. Materiais e métodos

2.1 Sintese e caracterizagdo do éxido de grafeno

O método de Hummers (1958) € o mais comum para producao do oxido de grafeno. Consiste
na esfoliacdo do grafite utilizando agentes oxidantes. Utilizando-o como base, 0 método
melhorado foi proposto por Marcano (2010) visando aumentar a eficiéncia do processo de
oxidacdo e a seguranca durante o procedimento.

Foram adicionados 3 g de grafite (Sigma-Aldrich®) em 400 mL da mistura de H2SO4 e
H3PO4 apresentando proporcao de 9:1. Ap6s homogeneizagédo, a mistura foi resfriada e levada
ao banho de gelo. Entdo, o KMnO4 foi adicionado lentamente, em pequenas porcdes,
totalizando ao final 18 g. A mistura foi agitada para solubilizacdo durante 30 minutos. Em
seguida, a solucéo foi retirada do banho frio e aquecida até 50 °C, com aquecimento mantido
durante 12 h. Ao final desta etapa com aquecimento, a solucdo resfriou até a temperatura
ambiente e, entdo, foi vertida em 40 mL de agua gelada. Trés mL de H20> (30%) foram
adicionados. Ap0s ser agitada a amostra foi mantida na geladeira.

Para sua purificacdo, a amostra foi homogeneizada novamente e, em seguida, filtrada
utilizando fibra de poliéster. Apds decantacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
passou por sucessivas lavagens (cada uma delas com descarte do sobrenadante e ressuspensao
do precipitado e filtracdo em fibra de poliéster). Na primeira lavagem utilizou-se 200 mL de
agua, na segunda 200 mL de HCI (30%) e na terceira e quarta lavagem utilizou-se 200 mL de
etanol.

Para caracterizacdo do produto foram realizadas Espectroscopia Raman, Espectroscopia
de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). A Espectroscopia Raman foi realizada no Grupo de Espectroscopia Optica e
Propriedades Termofisicas (GEOPT-UEM) utilizando microscépio Raman confocal modelo
Senterra (Bruker Optik GmbH, DEU), laser de excitagdo em 532 nm e poténcia nominal de
20 mW. Os dados obtidos foram corrigidos por linha de base e normalizados pelo vetor
normalizag&o utilizando o software OPUS verséo 8.5 (Bruker Optik GmbH, Ettilingen, DEU).

A Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi realizada utilizando
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um espectrémetro Bruker modelo Vertex 70v (Bruker Optik GmbH, Ettilingen, DEU) equipado
com o acessorio de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de diamante. A Microscopia
Eletrbnica de Varredura foi realizada no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP), utilizando o Microscopio Eletrénico de Varredura do modelo FEI - QUANTA
250.

2.2 Cultivo de plantas de soja na presenca de 6xido de grafeno

Sementes de Glycine max, cv. 95R90IPRO, foram sanitizadas com hipoclorito de sddio 2%,
lavadas com &gua deionizada e distribuidas uniformemente entre duas folhas de papel de
germinacdo (Germitest®) umedecido com &gua deionizada. Apds a confeccdo de rolos e
acondicionamento em tubos de PVC, as sementes foram postas a germinar em camara de
germinacéo a 25 °C por 72 h.

Para determinar os efeitos do 6xido de grafeno sobre o crescimento em cultivo
hidropdnico, plantulas viaveis foram selecionadas, medidas, e transferidas para recipientes
transparentes de plastico contendo 150 mL de solucdo nutritiva de Hoagland (pH 6,0)
(Hoagland e Arnon, 1950) com ou sem 6xido de grafeno nas concentragdes 50 e 750 mg L.
As trocas de solucdo ocorreram a cada 48 h. Apos 18 dias de incubacdo a 25°C, fotoperiodo de
12h/12h (claro/escuro) com irradiancia média de 300 pumol m2 s e oxigenagéo constante, as

medidas utilizadas nos experimentos foram obtidas.

2.3 Crescimento e parametros biométricos

Ao final do cultivo de 18 dias na presencga ou ndo de OG, as raizes e a parte aérea das plantas
foram medidas, em centimetros (cm), com auxilio de uma régua milimetrada. Considerou-se o
comprimento da raiz principal. Na parte aérea mediu-se da area de inicio da raiz até o apice do
caule. As biomassas frescas da parte aérea e das raizes foram aferidas com balanca analitica,
em gramas (g). Os pesos frescos foram determinados imediatamente apds a retirada dos
sistemas hidrop6nicos. Os pesos secos foram aferidos apds a desidratacdo, que ocorreu em

estufa a 70 °C por 72 h. Foram utilizadas 8 plantas, em média, por cada tratamento.

2.4 Indice SPAD, medidas pontuais de fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas
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O indice SPAD, que foi utilizado para estimar o teor de clorofila nas folhas, foi aferido
utilizando o SPAD-502 (Konica Minolta, Ramsey, NJ, EUA), valendo-se da regido média do
primeiro trifolio totalmente expandido. A fluorescéncia emitida pela clorofila a foi verificada
pelo fluordmetro de pulso modulado (PAM) do sistema portétil de fotossintese L1-6800-F2 (L.i-
Cor, Lincoln, NE, EUA). A regido média do primeiro trifolio totalmente expandido, das plantas
adaptadas por cerca de 10 horas a auséncia completa da luz, foi eclipsada pela camara de 2 mm?
do aparelho. A fluorescéncia minima (Fo) foi registrada na auséncia de luz e utilizada como
referéncia para as outras variaveis relacionadas. A fluorescéncia maxima (Fm) foi adquirida
ap6s um flash multifasico de luz de alta intensidade (8000 pmol m2 s?) nestas plantas. A
eficiéncia fotoquimica méaxima (Fm - Fo /Fm ) das plantas foi calculada a partir destas medidas.
Foram utilizadas, em média, 17 plantas de cada tratamento para obtencdo dos parametros.

Estas mesmas regides das plantas foram adaptadas em ambiente de luz (irradiancia de
1400 pmol m s e concentracéo de CO; fixada em 400 pmol mol™? ) e serviram de base para
registros da emissdo da fluorescéncia e das trocas gasosas em plantas, com a utilizacéo
combinada do fluorometro PAM e do IRGA (Infrared gas analyzer) do LI-6800. Levando em
consideracdo recomendacdes de Long e Bernacchi (2003), foi aguardado por aproximadamente
5 minutos estabilidade dos valores de assimilacdo (variacao inferior a 2%).

Foram registrados os valores relacionados a assimilacdo (A), condutancia estomatica
(Gs), eficiéncia fotoquimica méxima efetiva (Fv’/Fm’), rendimento quéntico do Fotossistema II
(OPSII), taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quantico a partir da assimilacdo de
CO2 (©COy), quenching fotoquimico (gP) e quenching ndo fotoquimico (gN e NPQ) (Baker,
2008; Murchie e Lawson, 2013). Para aferir estes pardmetros descritos, foram fixados os
fatores: temperatura da cAmara do aparelho a 27 °C, umidade relativa em 60%, fluxo de ar de
700 pumols™, concentragdo de CO, 400 umol mol™?, radiacio fotossinteticamente ativa (PAR)
de 1400 pmol m? s e flash de luz saturante multifasico de 8000 pmol m2 s,

Os valores pontuais foram registrados a partir de pontos redundantes obtidos da
construcdo da curva de luz e da curva A/Ci descritos no trabalho. Estes valores foram
registrados com tempo para adaptacao de 60 a 120 segundos, ponto a ponto, apos a variagdo do
parametro referente a curva (luz ou diéxido de carbono). As medidas foram realizadas em 4

plantas, em média, por tratamento.

2.5 Curva de assimilacéo em resposta a variacao da radiagdo fotossinteticamente ativa
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Plantas adaptadas as condigdes de CO, ambiente (400 pmol mol?l) e radiagdo
fotossinteticamente ativa (PAR) de 2000 umol m2 s, primeiramente em estado estavel foram
registrados pardmetros relacionados as trocas gasosas: assimilacdo (A), concentracdo
intercelular de CO> (Ci), condutancia estomatica (gs), transpiracéo (E), e entdo dado inicio ao
programa automatico do LI-6800 para a construcdo da curva de luz. As taxas de assimilacao
referentes as variacBes da PAR foram registradas em ordem decrescente: 2000, 1750, 1500,
1250, 750, 500, 250, 200, 150, 100, 75, 50, 25, 0 umol m2s?, com tempo de adaptacéo para o
registro de cada ponto entre 60 a 90 segundos cada. Os dados de assimilacdo e radiacéo
fotossinteticamente ativa foram entdo ajustados segundo a equacéo de hipérbole retangular (1)

baseada na equagdo de Michaelis-Menten (Lobo et al., 2013).

b+x

2.6 Curva de assimilacdo em resposta a variacao da concentracdo ambiente de CO>

Plantas adaptadas a 400 umol mol™ de CO; e 1200 pmol m™ s de PAR, tiveram os pardmetros
de assimilagcdo (A), concentracdo intercelular de CO. (Ci), condutancia estomaética (gs) e
transpiracdo (E). Apds o registro, passaram pela construcdo automatica de curva de CO; pelo
equipamento, com tempo de adaptacdo de 60 a 90 segundos entre cada registro. Seguiram as
recomendacdes de Long e Bernacchi (2003), partindo da medida na concentragdo ambiente de
CO- para as menores concentracles, e apds as medidas proximas a zero, 0s registros foram
feitos aumentando a concentracdo disponivel até a maxima possivel fornecida pelo aparelho.
Os pontos registados foram os seguintes e em tal ordem: 400, 300, 200, 120, 100, 80, 60, 40,
400, 400, 500, 650, 850, 1050, 1300, 1500, 1600. Os dados registrados foram ajustados usando

o pacote “plantecophys” no software R.

2.7 Dosagem de proteinas

A determinacédo do contetdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford. Para isso, uma
curva padrdo de soroalbumina bovina (BSA) foi construida utilizando concentragcdes que
variaram de 0,05 a 0,5 mg mL™. As amostras foram apropriadamente diluidas antes da reacéo

com Bradford. As leituras foram realizadas a 595 nm em espectrofotdmetro (Bradford 1976).

2.8 Analise estatistica
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados obtidos de forma direta
foram submetidos a ANOVA. As diferencas significativas (valor de p < 0,05) tiveram suas
médias comparadas pelo teste de Dunnett. Os dados referentes as curvas A/PAR e A/Ci foram
ajustados de acordo com a planilha do Microsoft Excel disponibilizada por Lobo e
colaboradores (2013) e Zhou, Akcay e Helliker, (2019) e os parametros resultantes submetidos
a ANOVA e ao teste de Dunnett. Todos os testes estatisticos foram realizados com o programa
GraphPad Prism, versdo 8 (La Jolla, CA, EUA).

3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao das nanoparticulas de 6xido de grafeno

A espectroscopia Raman tem sido amplamente utilizada para a caracterizacdo do oxido de
grafeno (GO), podendo fornecer informacbes estruturais importantes. A banda G esta
diretamente associada as ligacGes entre atomos de carbono (C-C) e, portanto, é a Unica
encontrada quando se avalia uma amostra de grafeno puro. Ja a banda D aparece quando a
estrutura grafitica sofre algum defeito ou desordem em sua estrutura. Esses defeitos estruturais
sdo introduzidos pela presenca de grupos funcionais no esqueleto de carbono incluindo —O—, —
OH e —COOQOH, evidenciando relacdo com a desordem da estrutura hexagonal do grafite. A razéo
entre a intensidade dessas bandas (Banda D/Banda G) fornece uma medida aproximada dos
defeitos presentes na estrutura do grafeno, de forma que, quanto maior a razdo, maior € o defeito
presente na estrutura.

Nos experimentos realizados obteve-se picos caracteristicos tanto para a amostra sélida
quanto para a amostra liquida. Banda G: 1592 cm™ (amostra sdlida) e 1606 cm™ (amostra
liquida; banda D: 1345 cm™ (amostra sélida) e 1349 cm™ (amostra liquida). Estes valores
encontram-se de acordo com o levantamento bibliografico na literatura, que apresentam o0s
seguintes valores: Pico G: 1576; 1581; 1585; 1589; 1590; 1605 cm™ e Pico D: 1328; 1343;
1348; 1350; 1358 cm™ (Komurasaki et al., 2012; Yang et al., 2018). Portanto, pode-se verificar
que apesar de ocorrer uma desordem estrutural, a amostra é 6xido de grafeno, tendo os valores
encontrados condizentes com os valores presentes na literatura. Isto também é verificado ao

avaliar os espectros de FTIR (figura 1).
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As imagens resultantes da microscopia eletrénica de varredura (figura 2) demonstraram
as estruturas em folhas e chapas, caracteristicas do 6xido de grafeno. Além disso, observa-se a
formacéo de estruturas rugosas pouco esfoliadas. As microscopias realizadas tiveram aspecto
condizente com o de outros estudos, como o de Kumar e Srivastava (2018) e Guo e
colaboradores (2021).

3.2 Efeitos das nanoparticulas de 6xido de grafeno no crescimento de plantas de soja

As plantas de soja expostas ao OG tiveram seu crescimento significativamente alterado (Fig. 3).
Apos os 18 dias de cultivo, foi verificada uma redugdo de 35% no comprimento da raiz principal
de plantas tratadas com 750 mg L™ de OG, em relagdo as plantas controle. As biomassas fresca
e seca das raizes também reduziram em 48% e 63%, respectivamente. Da mesma forma, o
comprimento da parte aérea foi reduzido em 35% no comprimento, quando comparado com o
controle. Por sua vez, as biomassas fresca e seca dos caules foram reduzidas em 38% e 45%,
respectivamente. As plantas tratadas com 50 mg L™ de OG n&o tiveram seu crescimento
afetado. O trabalho de Anjuum e colaboradores (2014) demonstrou que houve diminuicdo no
comprimento radicular em plantas de feijao-faba submetidas a 1600 mg L de OG. De forma
parecida, plantas de trigo cultivadas em hidroponia na presenca de 500, 1000 e 2000 pg mL™
de OG também apresentaram diminuicdo na raiz dose-dependente (Chen et al., 2018).

3.3 Indice SPAD, medidas pontuais de fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

O SPAD-502 é um medidor portatil que avalia quantitativamente a intensidade do verde da
folha. Para isso, mede as transmissdes de luz a 650 nm, onde ocorre absorcdo de luz pela
molécula de clorofila, e a 940 nm, onde ndo ocorre absorcdo (Gil et al., 2002; Ferreira et al.,
2006). A partir destes dois valores, é possivel calcular o indice SPAD (Soil Plant Analysis
Development), que e altamente correlacionado com o teor de clorofila da folha e pode identificar
deficiéncia de nitrogénio (N), elemento presente na molécula de clorofila. O N € um elemento
essencial e exigido em alta quantidade para a cultura da soja (Gil et al., 2002; Yokoyama et al.,
2018).

Foi verificado um aumento de 16% na média do indice SPAD no primeiro trifdlio das
plantas cultivadas na concentracio de 750 mg L™ de OG (38,4) em relagdo as plantas do
controle (33,2) (Fig. 3). Possivelmente, esse aumento na quantidade de clorofila nas folhas foi

em resposta ao estresse causado pela presenca do OG, uma tentativa de aumentar a taxa de
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fotossintese para neutralizar o impacto do menor crescimento destas plantas. O aumento no
valor também indica uma maior quantidade de nitrogénio nas folhas, que também se relaciona
com a concentragdo de proteinas, j& que o nitrogénio é um elemento essencial para sintese
proteica. Foi verificado um aumento de 20% no teor de proteinas nas folhas de plantas tratadas
com 750 mg L de OG quando comparadas com folhas de plantas controle (Fig. 3).

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Chen e colaboradores (2019),
que descreveram aumento de 18 a 46% no contedo de clorofila em plantulas de arroz cujas
sementes foram tratadas com 2-10 pg L™ de OG. Estas também apresentaram outros sinais de
fitotoxicidade, como diminuicdo do crescimento da raiz e aumento de enzimas ligadas ao
estresse oxidativo.

Nas medidas de trocas gasosas realizadas sob luz, obtidas a partir das curvas de resposta
a luz e ao COg, nos pontos em que a luz incidente sobre as folhas era de 1400 pmol m?s'ea
concentragdo de CO, na cAmara de 400 pumol mol™, houve pardmetros que sofreram alteracéo
em plantas cultivadas em 750 mg L de OG. A fixacdo de carbono, demonstrada pela
assimilacdo liquida (A), € um indicativo direto da capacidade de crescimento da planta no
momento da medicéo.

O parametro de Genty (Fv’/Fm’), conhecido como eficiéncia fotoquimica méaxima
efetiva, difere do célculo de Fv/Fm, pois ndo depende da emissao de fluorescéncia de plantas
adaptadas ao escuro. Em vez disso, expressa a eficiéncia real do aparato fotossintético em
funcionamento (Genty, Briantais e Baker, 1989). Neste estudo, observou-se uma diminuicao de
11,8% nesse pardmetro para o cultivo em concentragdo de 750 mg L de OG sob incidéncia de
1400 pmol m? s,

A andlise da extincdo da fluorescéncia ap6s o flash multifasico revelou alteraces nos
caminhos percorridos pela luz na incidéncia de 1400 umol m s™. Observou-se uma redugéo
de 18% no quenching fotoquimico (gP) e um aumento significativo de 18% na extin¢do nao
fotoquimica (qN) a uma concentragéo de 750 mg L™ de OG. O quenching fotoquimico reduzido
indica uma menor taxa de reoxidacdo das Qa reduzidas pelo flash de luz, ou seja, uma
diminuigdo da energia direcionada para a fixagdo de carbono. Por outro lado, o aumento do
quenching ndo fotoquimico demonstra a falta de ag&o de sistemas secundarios para lidar com o
excesso de luz ndo aproveitado.

O rendimento quéntico do fotossistema Il € um pardmetro essencial para o célculo da
taxa de transporte de elétrons (ETR). Cada féton capturado pelas moléculas de clorofila é
responsavel por excitar um elétron e direciona-lo para a redu¢cdo do NADPH durante a etapa

fotoquimica. Com base no conhecimento do fluxo de fétons (1400 pmol m?2 st) e do
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rendimento quéntico do fotossistema II (®PSII), é possivel calcular a taxa de transporte de
elétrons (ETR). Nesse célculo, considera-se que 85% da luz é absorvida pelas moléculas de
clorofila, e 50% dessa energia é direcionada para o fotossistema Il (CAMPOSTRINI, 1997).

No entanto, é importante ressaltar que o calculo da ETR pressupde constantes que podem ser
alteradas na presenca do composto em estudo. Portanto, neste estudo, optou-se por manter
ambos os parametros de rendimento quantico do fotossistema Il e ETR, a fim de avaliar
adequadamente os efeitos do composto em questdo. O ETR foi reduzido em 26% na

concentragdo de 750 mg L™ de OG sob incidéncia de 1400 pmol m? s,

3.4 Assimilacé@o em resposta a variacao fotossinteticamente ativa

A relacdo A/PAR diz respeito a relacdo entre a taxa de assimilacdo de CO2 (A) com a
intensidade da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR). Com isso, é possivel quantificar a
eficiéncia da fotossintese em relacao a disponibilidade de luz.

A assimilagdo liquida maxima (Amax), parametro calculado de acordo com Lobo et al.
(2003) quando o PAR incidente for teoricamente infinito, foi reduzida em 34,2% na
concentragdo de 750 mg L.

O parametro de rendimento quantico aparente (®) se relaciona com a inclinagao inicial
e representa 0 numero de moléculas de CO- fixadas por umol de fétons, levando-se em
consideracdo que ha desvios com a realidade como, por exemplo, os dispéndios com
fotorrespiracdo e respiragdo, estresses que estejam afetando as trocas gasosas, captura, e
transporte da energia (LOBO et al., 2013). Para as plantas controle sdo necessarios,
aproximadamente, 0,044 umol de fotons para fixar 1 umol CO2 e de 0,038 umol de fétons para
o tratamento de 750 mg L. A eficiéncia foi reduzida em 13,6%. Parte maior da energia
absorvida na forma de luz estd sendo dissipada na forma de calor, um indicativo de dano ao

longo das reaces fotossintéticas (tabela 1).

3.5 A assimilacéo em resposta ao CO> (A/Ci)

A relagdo A/Ci, entre a taxa de assimilagdo do CO- (A) e a concentragéo interna de CO- (Ci), é
utilizada para avaliacdo da eficiéncia fotossintética e a resposta da planta a disponibilidade de
CO., em diferentes niveis de concentragdo. Em geral, a curva de assimilacdo liquida (A) em
fungdo da concentragdo de carbono intracelular (C;) relaciona parametros mais especificos da
atividade de uma enzima.
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A velocidade maxima de fixacdo de carbono pela Rubisco (Vcmax) foi afetada na
concentragéo de 750 mg L, apresentando reducdo de 35% na atividade desta enzima. Com a
atividade de fixac&o prejudicada, a curva de assimilacao € afetada. A regeneracdo da Ribulose
1,5-bifosfato (RuBP) é um grande fator limitante (Evans e von Caemmerer, 1996). A fixacéao
de carbono segue aumentando linearmente com o aumento de CO; fornecido, até que ocorra
falta do RuBP, substrato da Rubisco. Logo, supde-se que a atividade envolvida na regeneragéo
da RuBP sofreu redugdo da atividade. A cadeia de transporte de elétrons assume o comando da
regeneracdo da RuBP, fazendo uso do ATP e NADPH. Com a taxa maxima de transporte de
elétrons (J) também experimentando uma diminuicédo de 21%, é plausivel argumentar que uma
parcela do impacto nessa enzima do ciclo carboxilativo pode ser atribuida a reducgéo energética
direcionada a fase bioquimica. Embora o valor da conduténcia estomaética (gs) tenha sido
reduzido em 67% com 750 mg L de OG, a concentragdo de carbono intercelular ndo
apresentou diferenca. De acordo com Long (2003), reducdes na condutancia estomatica séo
comuns sempre que observadas outras reducdes em fatores envolvidos na fotossintese. Ent&o,
apesar da dificuldade da entrada do CO> nos estbmatos, sua concentracdo no interior da camara
subestomatica permaneceu constante. Corroborando com a sugestdo de que o OG interfira
diretamente no transporte de elétrons fotossintético e nas reacdes de assimilacdo do carbono, ja

que ndo ha limitacdo estomatica (tabela 3).

4. Conclusoes

Os resultados obtidos nesta pesquisa destacam a influéncia significativa do 6xido de grafeno no
crescimento das plantas de soja, bem como nos parametros fisioldgicos mensurados. Foi
verificado que na concentragdo de 750 mg L™ o crescimento de plantas de soja foi alterado,
apresentando reducdo nos parametros biométricos, sendo eles: comprimento radicular (35%) e
suas biomassas fresca (48%) e seca (63%); comprimento da parte aérea (35%) e suas biomassas
fresca (38%) e seca (45%). O indice SPAD mostrou um aumento de 16% em plantas tratadas
na maior concentragdo de OG. De forma relacionada, foi verificado aumento de 20% no teor
de proteina das folhas. Pardmetros importantes na avaliacdo da fotossintese foram reduzidos,
sendo eles: Fv'/Fm' (11%), qP (18%), ETR (26%), Amax (34%), ® (13%), Vcmax (35%), J
(21%) e g (67%). O gN teve um aumento (18%), conforme o esperado.

Essas descobertas destacam a necessidade de pesquisas adicionais para compreender
melhor os mecanismos subjacentes a esses efeitos para avaliacdo dos riscos associados a

aplicacdo de nanomateriais na agricultura e sua presenca no solo, principalmente quando
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utilizados em escala comercial. E fundamental estabelecer diretrizes regulatorias adequadas
para 0 uso seguro e responsavel desses materiais, garantindo a protegdo do meio ambiente e da

seguranca alimentar.
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TABELAS

Tabela 1: Efeitos do 6xido de grafeno (OG) na curva A/PAR de plantas de soja cultivadas durante 18 dias em 0, 50 e 750 mg L de OG.
Conduténcia estomatica (gs), transpiragcdo (E), Concentracéo intercelular de CO> (ci), taxa de assimilagdo liquida méxima (Amax), rendimento
quantico aparente (¢) e (Qso). Valor da média + erro padrdo da média. O asterisco indica diferenca significativa em relagdo ao controle (P < 0.05;

Teste de comparacdo multipla de Dunnett). n= 3-4.

Oxido de grafeno (mg L) Os E Ci Amax 0] Qso

mol (H:O) m2  mmol (H20) m™2 pmol (COy) pmol (COz) m™ pmol (COy) pmol (photons) m™

! st mol ™! st pmol?* (photons) s
0 0,154 = 0,004 2,59 + 0,08 2716+£54 20,38 £ 0,50 0,044 = 0,005 235,94 + 25,89
50 0,270 + 0,051 3,32+0,64 292,2+11,3 1962+090 0,038 +0,002 185,40 + 35,79
750 0,130 £ 0,018 2,24 + 0,25 2771,3+£7,7 13,40 £ 0,72** 0,031 £ 0,002** 142,88 + 30,17
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Tabela 2: Efeitos do 6xido de grafeno (OG) em plantas de soja sob incidéncia de fotons de 1400 umol m-2 s e 2000 umol m-? s, Eficiéncia

fotoquimica maxima efetiva (Fv/Fm), eficiéncia fotoquimica maxima efetiva (Fv’/Fm’), taxa de transporte de elétrons (ETR), quenching

fotoquimico (gP), e quenching ndo fotoquimico (NPQ). Valor da média * erro padrdo da média. O asterisco indica diferenca significativa em

relacdo ao controle (P < 0.05; Teste de comparac¢do multipla de Dunnett). n= 3-4.

Oxido de grafeno (mg L) FvFm 1400 pmol (fotons) m2s™! 2000 pmol (f6tons) m2 s
Fv'Fm' ETR gP NPQ Fv'Fm' ETR qP NPQ
pmo pm
Im2s! olm2sg!
0 0,830 + 0,001 0,498 + 0,006 1255+2,6 0,5+0,01 1,88 +0,03 0,406 + 0,004 101,4+£4,2 0,3+0,01 2,33+0,05
50 0,834 + 0,002 0,487 + 0,010 113,1+6,8 0,46 + 0,02 1,89 +£0,05 0,420 + 0,006 915+5,6 0,27 0,01 2,32+0,04
750 0,823 + 0,002** 0,439 + 0,002** 91,9 +6,7** 0,41 +0,03** 2,22 +0,05** 0,416 + 0,002 98,0+6,1 0,27 £ 0,02 2,39+ 0,05
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Tabela 3: Efeitos do 6xido de grafeno (OG) na curva A/Ci de plantas de soja cultivadas durante 18 dias em 0, 50 e 750 mg L™ de OG. Condutancia
estomatica (gs), transpiracdo (E), Concentracédo intercelular de CO2 (ci), velocidade de carboxilacdo da Rubisco (VCmax) e taxa de transporte de
elétrons (J). Valor da média * erro padrdo da média. O asterisco indica diferenga significativa em relagdo ao controle (P < 0.05; Teste de

comparac¢ao multipla de Dunnett). n= 4.

Oxido de grafeno (mg L) Os E Ci VCmax J

mol (H,0) m2 s mmol (H,O0) m2s™! pmol (CO2) mol™ pmol (COz) m2s™! pmol (&) m2s™
0 0,283 £ 0,022 4,64 + 0,37 398,33 £ 21,29 61,91 £ 0,92 123,10 £ 6,17
50 0,251 £ 0,044 4,24 + 0,67 389,11 + 26,48 56,31 £ 2,23 112,09 £ 3,03
750 0,094 £ 0,016** 1,82 £0,30** 347,32 £ 7,62 40,18 £ 5,10** 96,76 £ 11,95*
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1. Gréfico de espectroscopia Raman obtido a partir de amostra do éxido de grafeno (OG)
sintetizado, apresentando valores da banda G e D caracteristicos (a). Grafico de espectros de
FTIR obtido a partir de amostra do OG sintetizado (b).

Fig. 2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) do 6xido de grafeno (OG). Imagens com
magnificacdo de 100 (a), 201 (b), 686 (c) e 759 (d) x 1000.

Fig. 3. Efeitos do 6xido de grafeno (OG) no crescimento de plantas de soja. Comprimento da
parte aérea (a), biomassa fresca da parte aérea (b), biomassa seca da parte aérea (c), indice
SPAD do 1° trifélio (d), comprimento da raiz (e), biomassa fresca da raiz (f), biomassa seca da
raiz (g) e teor de proteina das folhas (h) de plantas de soja expostas ao OG nas concentracdes
de 50 ou 750 mg L por 18 dias. *Valor da média * erro padrdo da média. O asterisco indica
diferenca significativa em relagdo ao controle (P < 0.05; Teste de compara¢dao multipla de

Dunnett). n= 6-8.
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FIGURAS
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