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Nanoparticulas de ZnO e de CuO: efeitos fisioldgicos em plantas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata)

RESUMO

Os o6xidos de zinco (ZnO-NP) e de cobre (CuO-NP) nanoparticulados vém sendo
amplamente utilizados em diversos setores industriais, com possibilidade de uso como
nanofertilizantes. Este estudo teve o objetivo de avaliar o potencial de ZnO-NP e de CuO-NP
em suprir Zn e Cu para plantas de feijdo-caupi cultivadas em solugdo nutritiva, além de avaliar
o0 potencial fertilizante do ZnO-NP no cultivo em solo. Para separar o efeito do metal e da
nanoparticula, foram utilizados 6xidos comuns dos metais para comparacao (ZnO e CuO). O
efeito dos dxidos sobre as plantas foi avaliado em experimentos independentes, em solucéo
nutritiva. Duas fontes de Zn (ZnO-NP e ZnQO) foram testadas nas doses 0, 5, 20, 80 e 400 mg
L? e duas fontes de Cu (CuO-NP e CuO) nas doses 0, 40, 400, 1000 e 2000 mg L. Avaliou-
se a capacidade de dissolucdo dos Oxidos em diferentes matrizes aquosas e seus efeitos sobre a
germinacéo, a producdo de biomassa, a composi¢cdo mineral, o teor de pigmentos e o aparato
fotossintético das plantas. Nas condi¢cdes desse estudo, os 6xidos ndo promoveram inibicdo da
germinacdo nas doses testadas. Doses elevadas dos metais causaram reducdo na producéo de
biomassa, no contetdo dos nutrientes, no teor de clorofila e mudancas na conformacao e
estrutura do aparato fotossintético. No entanto, nas doses mais baixas dos 6xidos ndo houve
sintomas de fitotoxicidade, diminuigdo de biomassa ou alteragdo da composi¢do mineral. Em
solo, na dose de 100 mg kg 0 ZnO-NP estimulou a producio de biomassa, mostrando potencial
fertilizante para esta cultura.

Palavras-chave: Oxido de zinco. Oxido de cobre. Nanofertilizante. Fluorescéncia de clorofila.






Nanoparticles of ZnO and of CuO: physiological effects on cowpea plants (Vigna
unguiculata)

ABSTRACT

Nanoparticulate zinc (ZnO-NP) and copper (CuO-NP) oxides have been widely used in
several industrial sectors, with the possibility of being used as nanofertilizers. The objective of
this study was to evaluate the potential of ZnO-NP and CuO-NP in supplying Zn and Cu to
cowpea plants grown in nutrient solution, as well as to evaluate the ZnO-NP fertilizer potential
in soil cultivation. To separate the effect of metal and nanoparticle, common metal oxides were
used for comparison (ZnO and CuO). The effect of oxides on plants was evaluated in
independent experiments in nutrient solution. Two sources of Zn (ZnO-NP and ZnO) were
tested at doses 0, 5, 20, 80 and 400 mg L™ and two sources of Cu (CuO-NP and CuO) at doses
0, 40, 400, 1000 and 2000 mg L. The dissolution capacity of the oxides in different aqueous
matrices and their effects on the germination, the biomass production, the mineral composition,
the pigment content and the photosynthetic apparatus of the plants were evaluated. Under the
conditions of this study, the oxides did not promote inhibition of germination at the doses tested.
High doses of the metals caused a reduction in biomass production, nutrient content,
chlorophyll content and changes in the structure and structure of the photosynthetic apparatus.
However, at lower doses of oxides there were no symptoms of phytotoxicity, biomass decrease
or alteration of mineral composition. In soil, at the dose of 100 mg kg-1 ZnO-NP stimulated the
production of biomass, showing potential fertilizer for this crop.

Keywords: Zinc oxide. Copper oxide. Nanofertilizers. Chlorophyll fluorescence.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nanoparticulas sdo materiais com pelo menos duas dimens@es inferiores a 100 nm;
nessa escala, apresentam propriedades fisicas e quimicas distintas do material correspondente
em tamanho comum. As nanoparticulas de ZnO e de CuO s&o amplamente utilizadas em
diversos setores industriais, com possibilidades de serem utilizadas como nanofertilizantes, 0s
quais apresentam caracteristicas favoraveis a fertilizacdo do solo e nutricdo de plantas.
Acredita-se que os nanofertilizantes possam ser mais eficientes que os fertilizantes
convencionais, promovendo melhorias no rendimento das culturas e reduzindo o impacto
ambiental.

A crescente necessidade de producéo de alimentos e o risco de esgotamento das reservas
minerais de fertilizantes, estdo impulsionando a pesquisa por novos produtos para otimizar a
nutricdo de plantas e reduzir as perdas por lixiviagdo e volatilizacdo, que encarecem o sistema
de producédo, alem de contaminar os recursos naturais. O ZnO e o CuO nanoparticulados
possuem potencial para uso como fertilizantes, pois apresentam menor solubiliza¢éo que a fonte
convencional (sais de sulfato), reduzindo as perdas por fixacdo ao solo e liberando de forma
gradativa o nutriente para a planta.

O comportamento do ZnO e do CuO nanoparticulados no solo e seus efeitos sobre a
planta devem ser melhor compreendidos, a fim de se verificar a viabilidades desses 6xidos
como fertilizantes. Para tanto, estudos em solucdo nutritiva permitem identificar o potencial de
dissolucdo do oOxido e de liberacdo do metal para absorcdo pelas plantas; em solo, esse
comportamento ndo pode ser observado, devido as cargas existentes que adsorvem o metal e
atenua o efeito. Contudo, experimentos em solos sdo imprescindiveis para identificar a dose
ideal para o crescimento e desenvolvimento da planta.

Os efeitos das nanoparticulas, ou de seus metais, sobre as plantas variam em funcéo de
fatores relacionados a propria planta, ao produto e ao tipo de cultivo como, por exemplo,
toleréncia da espécie, composi¢do quimica da nanoparticula, dose utilizada, meio de cultivo,
aléem do periodo de exposicdo e das condicGes ambientais. Para avaliacdo desses efeitos, a
analise da producdo de biomassa das plantas € fundamental para verificacdo do potencial
fertilizante dos 6xidos nanoparticulados. Contudo, nem sempre esse efeito é expressado com
aumento na producdo de biomassa, tendo em vista que o requerimento das plantas por Zn e Cu
é relativamente baixo, razdo pela qual sdo considerados micronutrientes.

A andlise de processos fisiologicos como, por exemplo, germinagdo, nutricdo e

fotossintese sdo frequentemente utilizadas para compreensdo dos efeitos dos metais, ou das
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nanoparticulas, sobre as plantas. Por exemplo, a determinacdo da composi¢cdo mineral pode
indicar se houve alteragcdes no teor de outros nutrientes dentro da planta, ocasionado pelo
excesso do metal, indicando quais processos metabdlicos podem estar sendo prejudicados. O
teor de pigmentos e a fluorescéncia de clorofila permitem inferir sobre o status do aparato
fotossintético e, consequentemente, sobre a capacidade de assimilacdo de carbono, que explica
0 comportamento da variavel producéo de biomassa.

Assim, esse trabalho se prop0s a avaliar o potencial de ZnO e de CuO nanoparticulado
aplicados em solugdo nutritiva para suprir a demanda nutricional de Zn e Cu de plantas de
feijdo-caupi por meio da analise de processos fisioldgicos. Adicionalmente, o potencial do ZnO

como nanofertilizante para essa cultura foi testado em um ensaio com solo.

1.1 Hipoteses
Oxido de Zn e de Cu nanoparticulado suprem a demanda nutricional de Zn e Cu de
plantas de feijdo-caupi de forma mais eficiente que o 6xido convencional, em solucéo nutritiva;
Oxido de Zn nanoparticulado melhora a producio de biomassa e pode ser considerado

um nanofertilizante para a cultura do feijao-caupi;

1.2 Objetivo Geral
Avaliar o efeito de ZnO e de CuO nanoparticulado sobre o crescimento e
desenvolvimento de plantas de feijdo-caupi, por meio da analise da germinacdo, da nutricdo

mineral e do aparato fotossintético.

1.3 Objetivos Especificos

Avaliar o potencial de dissolucdo de ZnO e de CuO nanoparticulado em diferentes matrizes
aquosas;

Avaliar o potencial de toxicidade de ZnO e de CuO nanoparticulado sobre a germinacéo de
sementes de feijdo-caupi;

Avaliar o efeito de doses de ZnO e de CuO nanoparticulado, comparativamente aos 6xidos
comuns, no crescimento, na composi¢cdo mineral, no teor de pigmentos e no aparato
fotossintético de plantas de feijao-caupi;

Avaliar o potencial fertilizante de ZnO nanoparticulado em plantas de feijdo-caupi cultivada

em solo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desenvolvimento da Nanotecnologia

A possibilidade de manipulacdo da matéria em escala nanométrica foi inicialmente
aventada pelo fisico norte-americano Richard Feynman no ano de 1959, durante a reunido anual
da Sociedade Americana de Fisicos. Em sua palestra intitulada “H& mais espago 14 embaixo”,
Feynman vislumbrou a criacdo de diferentes objetos e de novas areas de pesquisa, que poderiam
ser otimizadas com o desenvolvimento da tecnologia em nanoescala, tais como computadores
mais rapidos e avangos nas ciéncias biolégicas (FEYNMAN, 1960).

Na década de 80, a previsdo de Feynman comecou a se concretizar com a cria¢do do
microscépio de varredura por sonda e do microscopio eletrébnico de transmissdo de alta
resolucéo, que sdo capazes de visualizar &tomos e detalhes em escala nanométrica, o que deu
origem a nanociéncia (BINNIG; ROHRER, 1983; FERREIRA et al., 2008)

A nanociéncia estuda os fendmenos e a manipulacdo de materiais na escala atomica,
molecular e macromolecular (THE SOCIETY ROYAL, 2004). Na faixa de tamanho em torno
de 0,2 nm até cerca de 100 nm (nivel atdmico e molecular), os materiais apresentam
propriedades fisicas e quimicas distintas, ausentes no mesmo material quando de tamanho
microscopico ou macroscopico. O valor superior de 100 nm nédo deve ser rigidamente definido,
pois pode variar de acordo com o tipo de material (BUZEA et al., 2007).

Na verdade, as propriedades fisicas tipicas e particulares de cada material sO se
manifestam a partir de um determinado tamanho, chamado tamanho critico (ZARBIN, 2007).
Materiais em uma escala nanométrica e abaixo do tamanho critico, passam a apresentar
propriedades fisicas (Gticas, elétricas, magnéticas, de transporte, cataliticas etc.) distintas, que
estdo estreitamente relacionadas ao tamanho das particulas.

Nessas dimensdes nanométricas, os efeitos quanticos se manifestam de maneira mais
evidente e os efeitos de superficie tornam-se mais importantes, pois 0s atomos situados na
superficie de um material em nanoescala tém menos vizinhos do que os atomos na superficie
de um material em tamanho comum, resultando em menor energia de ligacdo e,
consequentemente, as propriedades fisicas do material sdo alteradas. Por exemplo, o ponto de
fusdo do ouro (Au) reduz de 1064°C para 500°C quando as particulas de Au apresentam de 1,5
a2 nm de diametro (SHIMID; CORAIN, 2003), mostrando o efeito da menor energia de ligacao
entre as nanoparticulas (NPs). Nessa faixa de tamanho, o Au também apresenta mudanca na
coloragdo. Em suspenséo coloidal de NPs de Au foi observado o crescimento de nanoestruturas

em membranas de policarbonatos; os autores reportaram que, em menor tempo de douracéo, a
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membrana se apresentava vermelha, mas em periodo de tempo maior, a cor desaparecia devido
a formacdo de agregados maiores (PEREIRA; ZANONI; UGO, 2007). Esse fenémeno é
resultante da ressonancia plasmatica de superficie que ocorre em NPs de metais nobres como o
ouro, a prata e o cobre; a diversidade de cores observada esta relacionada as oscilacbes dos
elétrons de condugdo em ressondncia com a luz incidente (EUSTIS; EL-SAYED, 2005; MELO
JR et al., 2012).

As distintas propriedades dos nanomateriais (NMs) e a diversidade de possibilidade de
uso vem impulsionando as pesquisas e investimentos em nanotecnologia. Um grande volume
de pesquisa foi desenvolvido nessas Ultimas décadas, com o intuito de criar materiais mais
eficientes, resistentes e com melhor desempenho que os produtos atualmente encontrados no
mercado. Por exemplo, os nanotubos de carbono, que sdo formados por uma ou mais folhas de
grafeno (alotropo de carbono), possuem 1/6 da densidade do ago, sendo cinco vezes mais
rigidos, com alta flexibilidade e que podem ser usados como isolante, semicondutor ou
condutor, a depender do arranjo dos atomos (ABDALLA et al., 2015).

Os dendrimeros, sdo polimeros nanométricos com multiplos grupos funcionais, que
podem carregar e liberar moléculas de medicamentos em locais especificos. Muitos farmacos
de tamanho molecular reduzido, com atividade anticancerigena, anti-inflamatéria e
antimicrobiana tém sido conjugados com éxito a esses polimeros mediante interagdes fisicas ou
ligacdo quimica (SVENSON, 2009; SEMWAL et al., 2010; SHEERJE et al., 2018).

Nanoparticulas de metais e 0xidos de metal vém sendo amplamente produzidas e
destinadas a varios setores industriais. Nanoparticulas de Ag e TiO2, por exemplo, apresentam
maior eficiéncia antibacteriana e antifungica do que em tamanho convencional, com alto
potencial de uso em desinfeccdo de instrumentos cirdrgicos, implantes dentarios e ortopédicos,
e de tecidos para confeccédo de roupas hospitalares, diminuindo significativamente os riscos de
infeccdo e de contaminacdo (XU et al., 2017; ASSIS et al., 2017; BOUTINGUIZA et al., 2018;
GUNPUTH et al., 2018).

E vasta a possibilidade de utilizacdo de nanoparticulas em produtos e em processos
industriais. Estima-se que no ano de 2020 o mercado de nanotecnologia movimentara dez

trilhdes de délares em todo o mundo.

2.2 Nanoparticulas de ZnO e de CuO

Em um estudo de mercado feito para os dez NMs mais produzidos globalmente
(KELLER et al., 2013), foi estimado para o0 ano de 2010 que o 6xido de Zn nanoparticulado
(ZnO-NP) e o 6xido de Cu nanoparticulado (CuO-NP) ocupariam a 5% e a 10? posicéo,



17

respectivamente. O ZnO-NP é muito utilizado em filtros solares, tecidos, revestimentos
industriais, agentes antibacterianos e materiais eletrénicos (WANG et al., 2013). O CuO-NP,
por sua vez, tem sido utilizado como agente antimicrobiano, em catalise quimica e em produtos
como tintas, ceramicas, lubrificantes e eletrénicos (LEE et al., 2008).

A diversidade de usos aumenta as chances dessas NPs entrarem no ambiente. Estudos
revelam que o solo é o maior receptor do ZnO-NP e do CuO-NP no ambiente (KELLER et al.,
2013). E provavel que boa parte das NPs sejam transformadas em particulas maiores, oxidados,
reduzidos, ou dissolvidos no ambiente, contudo, uma fragdo pode se manter inalterada e ser
absorvida pela fauna do solo e pelas plantas, entrando na cadeia trofica.

Em teoria, ZnO-NP e CuO-NP podem ser designados como nanofertilizantes por
apresentarem em sua composicdo elementos essenciais para plantas. O Zn esta associado ao
metabolismo de carboidratos, a integridade da membrana, a proteinas envolvidas na replicagédo
do DNA e a expressdo de genes, além de executar funcéo estrutural e catalitica em enzimas
como superoxido dismutase, alcool desidrogenase e anidrase carbonica (BROADLEY et al.,
2012). O Cu participa de reacdes de oxirreducéo, protege as plantas contra estresses oxidativos,
atua no metabolismo do carbono e do nitrogénio e na fotossintese (MARSCHNER, 2012).

O excesso desses micronutrientes, no entanto, pode induzir sintomas de fitotoxicidade
como clorose nas folhas, inibicdo do crescimento das raizes e alteraces no fotossistema 1l
(BROADLEY et al., 2012). As faixas de concentracdo critica de deficiéncia e toxicidade para
0 Zn sdo 15 a 20 mg kg e 100 a 300 mg kg, respectivamente; para o Cu, variam de 1 a5 mg
kg™ e 20 a 30 mg kg, respectivamente (EPSTEIN, 1965; EPSTEIN; BLOOM, 2005).

Os estudos sobre os possiveis impactos dessas NPs no ambiente ndo tém acompanhado
0 rapido crescimento dos estudos sobre as possiveis aplicacdo tecnoldgicas. Portanto, ainda é
pouco conhecido o comportamento desses NMs no solo, na agua e no ar, bem como seus efeitos

sobre a microbiota do solo, as plantas e os animais.

2.3 Agregacdao e taxa de dissolucdo de nanoparticulas

A presenca de cargas na superficie das NPs pode proporcionar aglomeracéo e agregacao
em solucdo  aquosa, pela interacdo com  outros ions na  solucdo
(GUZMAN; FINNEGAN; BANFIELD, 2006). As NPs também podem se atrair por forca de
Van der Waals (WANG et al., 2013), causando agregacao e sedimentacdo, com consequente
dificuldade para dissolucdo do produto. O ZnO e o CuO sdo considerados quimicamente

insolGveis em agua, contudo, uma pequena parte do produto se mantem dispersa na solugéo e
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pode interagir com o meio e dissolver liberando seus metais (BIAN et al., 2011; ADELEY et
al., 2014).

Nos estudos de avaliacdo da toxicidade de 6xidos em plantas, algumas estratégias vém
sendo adotadas para minimizar a agregacdo de particulas como, por exemplo, 0 uso de
ultrassom para dispersao das particulas na solucdo, embora maior parte do produto permaneca
agregado mesmo ap0s esse tratamento (LING; XING, 2008; LEE et al., 2008; CONWAY et
al., 2015). O cultivo de plantas em meio &gar € outra estratégia utilizada para impedir a
aglomeracdo, mas nesse meio fisico a difusdo dos elementos até a raiz torna-se dificultada (LEE
etal., 2010, SCHWABE et al., 2015), limitando o conhecimento do potencial toxico do produto.
Além do mais, essas duas estratégias criam uma condi¢do que ndo € possivel de ocorrer em
condicdes naturais do solo.

Fatores como a forca i6nica e o0 pH da solugcdo também séo capazes de influenciar
significativamente o comportamento das particulas no ambiente, podendo potencializar ou
minimizar a agregacdo das nanoparticulas. A formacdo de agregados de NPs de TiO: foi
visualizada pela técnica de espalhamento dindmico da luz (Dynamic Light Scattering, DLS) em
solugdes com diferentes forcas i6nicas (usando NaCl ou CaClz), em uma faixa de pH comum
em solos (4 a 8). A pH 4,5 em suspensdo de NaCl 0,0045mol L?, o diametro médio das
particulas foi de 50-60 nm, aumentando para mais de 1000 nm quando a forca i6nica foi elevada
para 0,0165 mol L. Nos valores mais alto de pH, assim como na suspensdo com CaClz, a
agregacio das NPs na suspensdo foi muito maior, atingindo a faixa de 10® a 10* nm (FRENCH
et al., 2009). Estes resultados demonstram que as condi¢Ges do ambiente podem influenciar na
agregacao das NPs e, consequentemente, na sua capacidade de dissolucédo e liberacdo dos
metais, para absorcao pelas plantas.

O comportamento de agregacdo e sedimentacdo de NPs de TiO,, CeO2 e ZnO foi
avaliado em algumas matrizes aquosas (ex. &gua do mar, lagoa, rio, entre outras) com diferentes
teores de carbono organico dissolvido (COD) e de forca i6nica (KELLER et al., 2010). Nas
amostras de dgua com baixo teor de COD e alta forca ibnica, como a 4gua do mar, o tamanho
dos agregados aumentou significativamente, variando de 300 nma 1200 nm, em comparagao a
agua doce (300 a 350 nm), resultando em maior sedimentacdo. Em amostra de 4gua doce, com
alto teor de COD e baixa forca ibnica, o tamanho dos agregados permaneceu estavel (300 nm);
isto ocorreu, segundo os autores, porque 0 COD funcionou como uma barreira para a agregacao,
adsorvendo as particulas sobre sua superficie.

Em um ensaio de dissolucdo de NPs de ZnO foi avaliado o efeito da interacdo do

tamanho das particulas com o pH da solu¢cdo (ODZACK et al., 2014). Nanoparticulas com
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tamanho de 4,5 e 27 nm, em solucdo com pH ajustado para 6,1 e 7,6, foram verificadas por
espalhamento dindmico de luz (DLS, Dynamic Light Scattering). O tamanho médio das
nanoparticulas de ZnO-NP em solu¢do com pH 6,1 e 7,6 estava em torno de 1900 e 1800 nm,
respectivamente. O maior valor a pH 6,1 foi atribuido a uma maior dissolugdo das particulas
menores neste pH. N&o houve diferenca na concentracdo de Zn em solucdo em fungéo do
tamanho das particulas, mas o pH influenciou na taxa de dissolu¢do do ZnO-NP, com maiores
valores quando o valor de pH foi 6,1. Nesse estudo, a taxa de dissolucdo foi superior a 50% do
ZnO-NP; essa alta taxa pode ser explicada pela baixa concentracdo do produto em solucéo, 1
mg L™ (ODZACK et al., 2014).

Em um teste de dissolugéo de ZnO e ZnO-NP na concentragéo de 400 e 4000 mg L™ em
meio de cultivo, Murashige e Skoog com agar a pH 5,8, a concentracdo de Zn soluvel foi,
respectivamente, 14,6 € 96,9 mg L (4,6 e 3,0% do total de Zn) para 0 ZnO-NP e de 12,89 e
32,74 mg L (4,0 e 1,0% do total de Zn) para ZnO (LEE et al., 2010). Na dose mais alta, 0
ZnO-NP proporcionou uma dissolucéo até 3 vezes maior que a fonte convencional, pois é mais
reativo, desde que a agregacdo seja minima. Os autores sugeriram que 0 baixo teor de Zn
dissolvido na dose mais alta esta relacionado ao curto periodo de tempo para dissolugdo do
oxido.

A dissolucdo do CuO e do ZnO comum e nanoparticulado em areia lavada foi
dependente do tempo (0, 1, 7 e 14 dias). No tempo 0 a solubilidade do CuO-NP foi maior que
0 CuO convencional, e estatisticamente igual nos demais periodos. A concentracdo nao excedeu
a3 mg L™ de Cu do total de 500 mg kg*. A solubilidade do ZnO foi maior apds 24 h para ZnO-
NP (5 mg L de Zn) e imediatamente apds a suspensdo para o ZnO (7 mg L™ de Zn), com
reducdo do teor de Zn para menos que 3 mg L™ apds 7 e 14 dias para o ZnO-NP e ZnO-C,
respetivamente (DIMKPA et al., 2012). Os autores atribuem essa reducdo a formacdo de
agregados maiores que precipitaram com 0 maior periodo de tempo.

A presenca de anions como HzPO4?, HPO42 e PO4= na solucdo do solo ou em solugéo
nutritiva pode reduzir de forma significativa a concentragdo de Zn?" na solucéo, devido a
formacé&o de precipitado de ZnPOa. A cinética de dissolugdo de ZnO-NP na presenca e auséncia
de fon PO4™ foi estudado por Lv et al. (2012); nesse estudo, a concentracdo de Zn?* na solucéo
foi de 10,68 mg L quando na auséncia de PO43 e, na razdo molar P/Zn de 0,2 e 0,5, a
concentracio foi de 0,84 e 0,22 mg L. Essa ligacdo do metal (Zn ou Cu) ao ion fosfato pode
reduzir a concentracdo disponivel dos nutrientes para absorcdo pelas plantas e inibir os

possiveis efeitos negativos desses metais sobre as plantas.
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Se por um lado a subestimacdo da concentragdo do metal dissolvido do 6xido pode
ocorrer pela precipitacdo com anions em solucdo, por outro lado pode haver superestimacao
desta concentracdo se algumas medidas ndo sdo tomadas antes da determinacdo do metal, como
a centrifugacéo e filtracdo em membrana porosa (LEE et al., 2010; WANG et al., 2012).

A presenca de NPs foi relatada por Lin e Xing (2007), pela observacdo em microscopio
de forca atdmica, no sobrenadante de uma suspensao de NPs de ZnO apds centrifugacdo (3000
g por 1 h) e filtragdo em membrana de vidro (0,7 um). Existe ainda a possibilidade de utilizagao
da ultrafiltracdo. Nanoparticulas de ZnO foram removidas do sobrenadante ap6s centrifugacao
a 20000 g por 40 min e filtracdo em membrana com 0,025 um de tamanho de poro. A
confirmacdo foi obtida por imagem de microscopia eletronica de transmissdo (LV et al., 2012).
Contudo, o0 alto custo dessas membranas torna o ensaio muito oneroso. Grande parte dos estudos
de dissolucdo dos Oxidos de metais nanoparticulados, tem adotado a microfiltracdo em
membrana com 0,22 um de tamanho de poro (LEE et al., 2010; KELLER et al., 2010; ZHOU

et al., 2010), para minimizar a superestimacao do valor do metal.

2.4 Possiveis mecanismos de absorcédo de NP e transporte pela planta

Apos dissolucdo das NPs de metais e de 0xidos de metais no solo, o metal liberado na
solugdo pode passar por diferentes processos como precipitacdo, adsor¢do aos minerais,
imobilizacdo em microrganismos, complexacdo pela matéria organica, lixiviacdo e absor¢édo
pelas plantas (ALLOWAY, 2012).

Absorcao via sistema radicular

O tamanho dos poros de entrada da parede celular da raiz restringe severamente a
absorcdo de particulas superiores a 5 nm (MARSCHENER, 2012). Contudo, alguns trabalhos
apontam a presenca de NPs no interior das plantas, indicando que por algum mecanismo as
plantas absorvem estas particulas. Por exemplo, em raizes de azevém (Lolium perenne)
expostas a ZnO-NP (19 nm) foi observado por microscopia eletronica de transmissao particulas
de ZnO na endoderme e nas células vasculares, indicando que a NP foi absorvida pela raiz e
que podia ser translocada para toda planta por meio do xilema. Os autores explicam que 0 ZnO-
NP pode ter penetrado na célula por possiveis buracos na parede celular e se translocado via
simpléastica (40 nm diametro) (LIN et al., 2008).

Absorcao via foliar

Outra rota de absorcdo de NPs é por meio da penetracdo na cuticula e na abertura

estomatica das folhas. A absor¢éo foliar de NPs magnéticas revestidas de carbono foi relatada
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em plantas de abobrinha (Cucurbita pepo) pulverizadas com estas particulas em suspensao,
apos penetracdo o material foi translocado pela planta (CORREDOR et al., 2009). Os riscos
associados a ingestdo humana de frutos contendo NPs sdo desconhecidos.

Em um experimento com alface pulverizada com solugdo de nanoparticulas de Ag, foi
observado absorc¢do via abertura estomética (LARUE et al., 2014). Os autores acreditam que,
apo6s penetracdo na folha, o material pode ser transformado em sua forma idnica. Para
comprovar a capacidade de plantas de pepino (Cucumis sativus) absorverem CeO>-NP via
foliar, Hong et al. (2014) pulverizaram as plantas tanto com a suspensdo do 6xido (20-320 mg
L) quanto com o préprio CeO, em po, para simular um caso de contaminacdo atmosférica.
Houve absorcao e translocagéo via floema das NP para outras partes da planta, por imagens de
MET foi observado nanoparticulas do 6xido no tecido das folhas e da raiz, comprovando que a
contaminacéo das plantas com NPs via atmosfera é possivel.

Absorcéo por endocitose

Sugere-se também que as NPs podem ser absorvidas pelo processo de endocitose,
processo ativo pelo qual material extracelular € transportado para o protoplasma por
invaginacOes da membrana plasmatica. Por exemplo, em mudas de pepino (Cucumis sativus L.)
cultivadas em solucdo nutritiva com NPs de cinza de pneu (< 50 nm), foi observado uma
possivel invaginacdo destas particulas no citoplasma de células da raiz. O processo de
endocitose ¢ favorecido quando as particulas ndo possuem carga em sua superficie e sdo muito
pequenas (MOGHADDASI et al., 2015).

A taxa de absorcdo dos metais e das NPs, alem de ser dependente do tamanho da
particula, é funcdo de muitos outros fatores como espécie quimica e concentracdo do metal,
espécie e fase de desenvolvimento da planta, tempo de exposicéo das raizes e condicdes fisicas
e quimicas do meio de cultivo (RICO et al., 2011; MISRA et al., 2012; ANJUM et al., 2015).

A grande maioria dos trabalhos apontam os metais liberados das NPs como causadores
dos efeitos positivos e negativos sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, deduzido
pelo aumento do teor do metal no tecido da planta. Em plantas de alfafa (Medicago sativa)
cultivadas em solo com doses crescentes de ZnO-NP (250 a 750 mg kg™), o contetido de Zn
nas plantas aumentou de forma linear, sendo a raiz 0 compartimento com maior teor do metal
(BANDYOPADHYAY et al., 2015). Em plantas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris)
expostas a Cu na forma NP e CuCl, na presenca e auséncia de cinetina (horménio vegetal), o
tecido radicular também apresentou os maiores teores de Cu, mas houve aumento do teor de Cu
no tecido foliar quando as fontes foram combinadas ao horménio, resultando em danos a
fotossintese (APODACA et al., 2017).
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Em tomateiro (Solanum lycopersicum) cultivado em substrato com CeO2-NP (1,3 a 130
mg kg™), o contetido de Ce também aumentou linearmente a dose aplicada, com maior acimulo
naraiz, seguida pelas folhas, caule e fruto, mostrando que o Ce uma vez absorvido é translocado
por toda a planta (WANG et al., 2012). No entanto, em soja (Glycine max) cultivada em solucéo
nutritiva adicionada de ZnO-NP (500 a 4000 mg L), a absorcdo de Zn pelas raizes foi maior
na dose mais baixa do produto; os autores atribuem esse comportamento a uma maior
aglomeracdo e agregacao das NPs nas doses mais altas, dificultando a absorcéo destas particulas
(LOPEZ-MORENO et al., 2010). Em plantas de alface (Lactuca sativa) cultivado em meio agar
adicionado de CeO,-NP (2 a 2000 mg L™), o teor de Ce na planta aumentou linearmente a dose
aplicada, com maior teor na raiz do que na parte aérea (CUI et al., 2013).

A exposicdo das plantas a nanoparticulas de metais e de metais na forma de 6xido via
sistema radicular contribui com uma maior acumulagdo destes metais e NPs neste
compartimento, pois na maioria das plantas as raizes impedem que o excesso de metal seja
translocado para parte aérea, evitando danos ao aparato fotossintético e prejuizos ao
desenvolvimento da planta (RODRIGUES et al., 2016).

2.5 Efeitos de nanoparticulas sobre as plantas

Como resultado da propagacédo dos produtos e dispositivos que empregam NMs em sua
composicao, crescem as chances de entrada de NMs no solo e, consequentemente, nas plantas,
base da cadeia alimentar. Os efeitos sobre as plantas ainda sdo poucos conhecidos e podem
variar de forma positiva ou negativa, a depender de fatores como espécie de planta, via de
exposicdo (radicular ou foliar), composicdo quimica e concentracdo da NP (STAMPOULL,
SINHA; WHITE, et al., 2009; WANG et al., 2013; LIU; ZHANG; LAL, et al., 2016)

Os efeitos negativos sobre o crescimento das plantas, na maioria das vezes, tém sido
atribuidos ao excesso de metal solubilizado dos 6xidos e ndo a um efeito especifico da
nanoparticula. Por exemplo, em batata doce (Ipomoea batatas) cultivada na presenca de Zn, Cu
e Ce na forma de Oxido nanoparticulado e na forma idnica (sais de sulfato), ndo foram
encontradas diferencas significativas no acimulo dos metais entre as duas fontes analisadas, e
nos parametros de producdo, sugerindo que o efeito sobre a planta estava relacionado ao metal
em si e ndo a nanoparticula (BRADFIELD et al., 2017). Da mesma forma, Wang et al. (2013)
verificaram que nanoparticulas de ZnO ndo constituem risco especifico para plantas de caupi
(Vigna unguiculata), cultivadas em solucéo nutritiva e em solo com ZnO-NP e ZnCl, (500 mg

kg™). Tendo em vista que houve similaridade de efeitos entre as duas fontes, ou seja, o efeito
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fitotoxico foi devido ao Zn oriundo da dissolucdo do ZnO-NP e ndo da absorcdo das
nanoparticulas. Nas raizes de plantas de trigo cultivadas em areia lavada e expostas a CuO-NP
(> 10 mg kg™) houve efeito negativo sobre o crescimento, atribuido aos ions de Cu?* liberados
da dissolucéo do 6xido, pois o efeito foi similar ao da fonte idnica nas doses acima de 6 mg kg-
1 (ADAMS et al., 2017).

No entanto, existem relatos de provaveis efeitos especificos das NPs em plantas. Por
exemplo, Stampoulis, Sinha e White et al. (2009) verificaram que plantas de pepino (Cucurbita
pepo) cultivadas em solugdo nutritiva com NPs de Cu (0-1000 mg L) ap6s centrifugagéo, para
remogdo das nanoparticulas do sobrenadante, tiveram aumento significativo de biomassa
comparadas as plantas cultivadas em solu¢do ndo centrifugada, sugerindo efeito fitotdxico das
nanoparticulas.

Em condicdo hidrop6nica, plantas de Elsholtzia splendens (tolerante a Cu) foram
expostas a CuO —NP e CuSOs. O contetido de Cu na parte aérea das plantas expostas a CuO-
NP (1000 mg L) foi muito maior do que nas plantas expostas a fonte soltivel na dose de 0,5
mg L, concentracdo escolhida com base na concentragdo de Cu dissolvido na dose de 1000
mg L™ de CuO- NP. Os autores relataram formagdo de depdsitos de CuO-NP nas células da
raiz e em celulas foliares, comprovando por analise de absor¢éo de raio X em XANES (X-ray
K-absorption near edge structure), que a espécie de Cu no tecido da planta predominava como
CuO-NP. Este dado sugere que as NPs foram absorvidas e translocadas para parte aerea (SHI
et al., 2013).

Na dose de 400 mg L ZnO-NP (14,6 mg L™ de Zn soliivel), cerca de 94% das sementes
de Arabidopsis thaliana ndo germinaram. Em contraste, a exposi¢cdo das sementes a Zn
adicionado como ZnCl,, s6 resultou fitotoxicidade a partir da dose de 250 mg L™, chegando a
100% de inibicdo na dose de 500 mg L. Este resultado indica que a fitotoxicidade com ZnO-
NP ndo pode ser atribuida somente ao metal dissolvido e que as particulas também contribuem
para a fitotoxicidade (LEE et al., 2010).

Semelhantemente aos fertilizantes tradicionais, os nanofertilizantes (NFs) que contém
micronutrientes podem agir de forma ambigua, a depender da concentragdo do metal
solubilizado e do requerimento e tolerdncia da planta. Nesse sentido, NFs contendo
micronutrientes se destacam nos estudos de nutricdo e toxicidade em plantas (MAHAJAN;
DHOKE; KHANNA, 2011; PRADHAN et al, 2013; WANG et al, 2013; RAO;
SHEKHAWAT, 2014), pois podem rapidamente passar de um nivel adequado para toxico ao

crescimento das plantas.
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Estudos comparativos entre NFs e fertilizantes tradicionais sédo importantes para
assegurar um manejo adequado dos NFs para cada cultura de importéncia econdmica a fim de
se obter os melhores indices de producédo com menor risco a salde e ao ambiente. Por exemplo,
plantulas de grdo de bico (Cicer arietinum L.) expostas a ZnO-NP via foliar (1,5 ou 10 mg L)
aumentaram a producéo de biomassa na concentracdo mais baixa do 6xido (1,5 mg L), em
comparagdo ao ZnO-C e ao ZnSOg; a partir dessa dose, 0 excesso do metal causou efeito
adverso ao crescimento radicular das plantulas (BURMAN; SAINI; PRAVEEN-KUMAR.,
2013). Sementes de amendoim (Arachis hypogaea L) tratadas com 1000 mg L™ de ZnO-NP
nao tiveram a germinacao inibida pelo 6xido; as plantulas cresceram mais vigorosas, o teor de
clorofila aumentou, o florescimento foi antecipado e a producdo de vagens foi 34% maior em
comparagdo com ZnSO4 convencional. Dose superior provocou efeito inibitorio no crescimento
e rendimento do amendoim (PRASAD et al., 2012).

Experimentos que avaliem os efeitos dos NFs sobre o ciclo de vida da cultura séo
importantes para definir a dose adequada ao maior rendimento. Plantas de milheto (Pennisetum
americanum) foram fertilizadas com Zn-NP biossintetizado apresentaram efeito positivo nos
parametros de crescimento (comprimento do colmo, comprimento de raizes, area da raiz), no
teor de clorofila, proteinas e no rendimento dos grdos (38%), em relacdo ao controle
(TARAFDAR et al. 2014). Plantas de soja (Glycine max L.) cultivadas em solugdo nutritiva
com FeO-NP nas doses 0, 0,25, 0,5, 0,75 e 1 g L, apresentaram maior producéo de biomassa
de folhas e vagem na dose 0,75 g L™, mas o maior rendimento de gréos foi obtido na dose de
0,59 L? (SHEYKHBAGLOU et al., 2010).

O excesso de metal absorvido pela planta causa uma série de desordens nutricionais e
bioquimicas que comprometem o desenvolvimento. Plantas de mostarda da india (Brassica
juncea L.) expostas a CuO-NP (20 a 500 mg L) apresentaram reducéo do teor de clorofila a
medida que o teor de Cu na planta aumentou; o excesso de Cu ocorreu logo na primeira dose
do CuO-NP (NAIR; CHUNG, 2015). Em estudo para investigar o efeito de CuO-NP (10-800
mg L) sobre a resposta fisiologica e bioquimica de plantulas de trigo (Triticum spp) cultivadas
em solucdo nutritiva, Sharma et al. (2017), reportaram reducéo significativas no teor de clorofila
e na fluorescéncia de clorofila das plantulas, que atribuiram ao dano oxidativo ha membrana
dos cloroplastos causado pela interagdo direta com as nanoparticula, ou ainda, aos ions de Cu?*
liberados pela dissolucdo do CuO nanoparticulado.

Em um estudo com nove cultivares de arroz (Oryza sativa) cultivadas em solugédo
nutritiva com 200 mg L™ de ZnO-NP, néo foi verificado efeito toxico do Zn sobre a producio

de clorofila a, b e carotenoides e xantofilas. Os autores atribuiram esse efeito a acdo das enzimas
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antioxidantes catalase e peroxidase que controlaram os niveis de espécies reativas de oxigénio
na planta, evitando danos aos pigmentos (SAMART; CHUTIPANIT; PHAKAMAS, 2017).
Plantas de pepino (Cucumis sativus) cultivadas em solo com ZnO NP (400 e 800 mg kg™)
também ndo apresentaram reducdo no teor de clorofila, nem alteracfes nas trocas gasosas
(ZHAO et al., 2013). A auséncia de fitotoxicidade nessa dose pode estar relacionada a tolerancia
da planta ao metal e a capacidade de adsorcao do solo, tanto das NPs quanto do Zn?* liberado
da dissolucéo do 6xido, que limita a absorcgao pelas plantas. Em plantas de trigo (Triticum spp.)
cultivadas em areia lavada com 500 mg kg de CuO-NP ou ZnO-NP foi constatado uma
reducdo de quase 40% no teor de clorofila das plantas (DIMKPA et al., 2012), a similaridade
de efeito entre os dois Oxidos é algo interessante, tendo em vista que as plantas tém menor
toleréncia ao Cu, fato confirmado pela reducao do crescimento radicular e da biomassa somente
das plantas expostas ao Cu.

A reducdo do teor de clorofila pode estar associada a reducdo da biossintese desse
pigmento pela inibi¢do da enzima d-aminolevulinato desidratase (3-ALA-D), que participa na
formacdo de precursores da clorofila (KLEIN et al., 1975; OUZOUNIDOU; LANNOYE;
KARATAGLIS, 1993), e ao aumento da degradacédo da clorofila, por meio da desintegracao
da membrana do cloroplasto, que ocorre via acdo de espécies reativas de oxigénio que
promovem a peroxidacdo dos lipideos que compde a membrana (SANDAMANN; BOGER,
1980).

Outra variavel utilizada com frequéncia para deteccdo de problemas na fotossintese,
quando as plantas estdo em condicdes de estresse abidtico, € a fluorescéncia de clorofila
(VIEIRA et al., 2010; ZUREK et al., 2014; KALAJI et al., 2016; MARQUES et al., 2017;
YADAV et al., 2018). Na fase fotoquimica os elétrons ejetados da desexcitacédo da clorofila, e
que nao foram utilizados na producdo de ATP e NADPH através do fotossistema Il (FSII) e
fotossistema | (FSI), sdo liberados na forma de calor e fluorescéncia (MAXWELL; JOHNSON,
2000; BAKER; ROSENQVIST, 2004).

A andlise de fluorescéncia de clorofila tem inUmeras vantagens como, por exemplo,
possibilidade de avaliacdo das plantas em campo, € uma técnica ndo destrutiva, rapida e que
fornece dados confiaveis sobre o nivel de estresse da planta. Na literatura os trabalhos que
avaliam o efeito de nanoparticulas de metais, e de 6xido de metais nas plantas sdo escassos
(FALCO etal., 2015; QUEIROZ et al., 2016). Essa técnica pode contribuir com o entendimento
dos efeitos dos nanofertilizantes sobre a fisiologia da fotossintese das plantas tratadas com esses

produtos.
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Dissolucdo de ZnO e de CuO nanoparticulado e seus efeitos fisiol6gicos sobre Vigna
unguiculata cultivada em solugdo nutritiva

RESUMO

Os o6xidos de zinco (ZnO-NP) e de cobre (CuO-NP) nanoparticulados vém sendo
amplamente utilizados em diversos setores industriais, com possiveis chances de serem
adotados como nanofertilizantes no setor agricola. Este estudo teve o objetivo de avaliar o
potencial de ZnO-NP e CuO-NP em suprir Zn e Cu, respectivamente, para plantas de feijao-
caupi e verificar o potencial de toxicidade sobre a germinacdo, a composicdo mineral e a
fotossintese. Para separar o efeito do metal e da nanoparticula, foram utilizados 6xidos comuns
dos metais para comparagdo (ZnO-C e CuO-C). A germinacdo das sementes foi testada em
placa de Petri com papel filtro umedecido com suspenséo dos 6xidos. O efeito dos 6xidos sobre
as plantas foi avaliado em solucao nutritiva, sendo testadas duas fontes de Zn (ZnO-NP e ZnO-
C) nas doses 0, 5, 20, 80 e 400 mg L e duas fontes de Cu (CuO-NP e Cu-C) nas doses 0, 40,
400, 1000 e 2000 mg L. N&o houve diferenca entre as fontes de Zn e Cu para comprimento
radicular, teor do micronutriente, producdo de biomassa e contetdo de nutrientes. O teor de
clorofilaae b foi superior para as fontes de Zn e de Cu nanoparticuladas. Para todas as variaveis,
exceto teor de pigmentos, houve similaridade de efeito entre o controle e a dose minima dos
6xidos (ZnO =5 mg L™ e CuO = 40mg L), indicando auséncia de toxicidade. A partir dessas
doses 0 excesso de Zn e de Cu nas plantas resultou em reducéo na producéo de biomassa, no
contetdo de macro e micronutrientes, principalmente no tecido foliar, e no teor de pigmentos.
A medida da fluorescéncia de clorofila inicial indicou dano fotoinibitorio mesmo na dose mais
baixa dos 6xidos. Ndo houve diferenca entre as fontes comum e nanoparticulada na capacidade
de suprir Zn e Cu para as plantas de feijoeiro.

Palavras-chave: Oxido de zinco. Nanofertilizante. Vigna unguiculata. Aparato fotossintético.
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Dissolution of ZnO and CuO nanoparticles and their effects on the physiology of Vigna
unguiculata grown in nutrient solution

ABSTRACT

Nanoparticulate zinc oxides (ZnO-NP) and nanoparticulate copper oxide (CuO-NP)
have been widely used in several industrial sectors, with a perspective of being adopted as
nanofertilizers in agriculture. The objective of this study was to evaluate the potential of ZnO-
NP and CuO-NP in supplying Zn and Cu for cowpea plants as well as to assess the potential
toxicity on germination, mineral composition and photosynthesis. To separate the effect of
metal and nanoparticle, common metal oxides were used for comparison (ZnO-C and CuO-C).
Seed germination was tested in Petri dish with filter paper moistened with oxides suspension.
The effect of the oxides on the plants was evaluated in nutrient solution, being tested two
sources of Zn (ZnO-NP and ZnO-C) in doses 0, 5, 20, 80 and 400 mg L* and two sources of
Cu -NP and Cu-C) at doses 0, 40, 400, 1000 and 2000 mg L. There was no difference between
Zn and Cu sources for root length, micronutrient content, biomass production and nutrient
content. The chlorophyll content a and b was higher for the nanoparticulate Zn and Cu sources.
For all variables other than pigment content, there was a similarity of effect between the control
and the minimum dose of oxides (ZnO =5 mg L™ and CuO = 40mg L), indicating absence of
toxicity. From these doses the excess of Zn and Cu in the plants resulted in reduction in the
biomass production, in the macro and micronutrients content, mainly in the foliar tissue, and in
the pigment content. The initial chlorophyll fluorescence, FO, indicated photoinhibitory damage
even at the lowest dose of the oxides. There was no difference between the common and
nanoparticulated sources in the ability to supply Zn and Cu for common bean plants.

Keywords: Zinc oxide. Nanofertilizer. Vigna unguiculata. Photosynthetic apparatus.
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3.1 Introducéo

O ZnO e 0 CuO nanoparticulado (NP) ocupavam a 52 e a 102 posicao, respectivamente,
dentre os dez nanomateriais mais utilizados globalmente no ano de 2010 (KELLER et al.,
2013). O ZnO-NP é comumente utilizado como aditivo em tintas e revestimentos, filtro de
radiacdo UV em cosméticos e agente antimicrobiano (GIRIGOSWAMI et al., 2015; ALVES et
al., 2017). O CuO-NP é usado como catalisador, sensor quimico, agente antimicrobiano e
pesticida (KHAN et al., 2012; CRUZ; PEREZ; DEL HIERRO, 2016; AMIRI et al., 2017,
KELLER et al., 2017). A diversidade de usos destes produtos aumenta o potencial de entrada
nos compartimentos ambientais, sendo as plantas parte fundamental do ecossistema, pois estao
na base da cadeia trofica que pode conduzir NPs aos seres humanos, com possiveis riscos a
salde pela ingestdo desses materiais (XIA et al., 2009; SHVEDOVA et al., 2010;
RUTTKAY-NEDECKY et al., 2017).

As NPs que contém algum elemento essencial as plantas sdo classificadas como
nanofertilizantes, os quais sdo alegadamente mais eficientes que os fertilizantes tradicionais
(MORALES-DIAZ et al., 2017). Contudo, para uso na agricultura, ¢ imprescindivel conhecer
ndo apenas a sua eficiéncia como fertilizante, mas também os possiveis efeitos destes produtos
sobre as plantas e seu comportamento no ambiente. Nesse sentido, estudos em solucao nutritiva
sdo adequados para avaliar o potencial de liberacdo do metal em solucéo e a absorcédo pelas
plantas (MAJUMDAR et al., 2014; SAMREEN et al., 2017; ZLOBIN; KARTASHOV;
SHPAKOVSKI, 2017). Respostas fisiologicas das plantas expostas a NPs sdo frequentemente
utilizadas visando elucidar os seus efeitos sobre crescimento, desenvolvimento e toxicidade de
NPs (ZHAO et al., 2013; WANG et al., 2016; LIU; ZHANG; LAL, 2016).

O processo fisiologico da germinacdo e o crescimento radicular sdo indicadores de
toxicidade muitos utilizados em estudos da interacdo entre NPs e plantas (LIN; XING, 2007;
WU et al., 2012; LIU; ZHANG; LAL, 2016). Por exemplo, reducdo de 50% na germinacao de
sementes de rabanete (Raphanus sativus), colza (Brassica napus) e azevém (Lolium
multiflorum) tratadas com Zn-NP e ZnO-NP foi obtida na dose de 50, 20 e 20 mg L%,
respectivamente, evidenciando o efeito tdxico e a diferenca de tolerancia entre as culturas (LIN;
XING, 2007). Além da inibicdo do processo germinativo, mudancas estruturais nas células
primarias e reducdo do crescimento radicular podem ocorrer apos exposicdo a NPs, efeito
atribuido a liberacdo do metal e absorcdo pela semente, sugerindo danos potenciais ao
crescimento da planta (POKHREL et al., 2013). Sementes de abobrinha (Cucurbita pepo)
expostas a 1000 mg L™ de Cu-NP, ZnO e outros nanomateriais germinaram normalmente,
embora o crescimento radicular tenha sido comprometido (STAMPOULIS; SINHA; WHITE,
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2009). Portanto, o acimulo de NPs no solo pode prejudicar a germinacdo e/ou o crescimento
radicular, gerando plantulas menos vigorosas.

A composicdo mineral do tecido vegetal é usada para avaliar se 0 excesso de um
elemento interfere na homeostase dos outros nutrientes, o que resultaria em disfuncdo
fisioldgica. Por exemplo, em plantas de feijdo (Phaseolus sp) cultivadas em solo contaminado
com Zn, o excesso do metal provocou reducdo no teor de Mg, Fe e Mn, 0s quais estdo
estreitamente relacionados a fotossintese (VASSILEV et al., 2011). Em plantas de
maracujazeiro (Passiflora sp) expostas a doses crescentes de Zn, observou-se reducao do teor
de macro e micronutrientes no tecido radicular a partir da dose de 4 mg dm3, resultando em
reducédo da area foliar e da biomassa (NATALE et al., 2004).

O efeito sobre o crescimento também varia em funcdo da dose e da tolerancia da cultura.
Plantas de ervilha (Pisum sativum) fertilizadas com ZnO-NP (125 mg kg?) apresentaram
estimulo no crescimento, em comparacdo ao controle (sem ZnO), embora o teor de clorofila
tenha sido reduzido, o que demonstra a sensibilidade dessa medida para avaliacdo do estresse
(MUKHERJEE et al., 2014). Plantulas de trigo (Triticum sp) cultivadas em areia lavada
apresentaram reducéo do teor de clorofila quando expostas a 500 mg kg™ de ZnO-NP ou CuO-
NP, com reducéo no crescimento das plantulas (DIMKPA et al., 2012). Em excesso, tanto 0 Zn
quanto o Cu competem com o Fe e 0 Mg nos cloroplastos, podendo prejudicar a sintese e
aumentar a degradacdo de clorofilas (ALLOWAY, 2012). Aliada ao teor de pigmentos, a
técnica de fluorescéncia de clorofila tem se mostrado uma ferramenta Util para avaliacdo de
plantas expostas a micronutrientes (VASSILEV et al., 2011; MARQUES et al., 2014) ou
elementos toxicos (JINHUA et al., 2009; SILVA et al., 2012).

O presente trabalho se propbe a investigar comparativamente os efeitos de fontes
nanoparticuladas e comuns de éxidos de Zn e Cu sobre a germinacao, biomassa, composicao
mineral, fluorescéncia de clorofila e teores de pigmentos (clorofila a, clorofila b, carotenoides
e xantofilas) a fim de avaliar a eficiéncia dessas fontes como supridoras dos micronutrientes

para feijao-caupi (Vigna unguiculata).

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Teste de dissolucdo dos éxidos

Para avaliar a capacidade de dissolugdo dos 6xidos e, consequentemente, de liberacéo

dos metais, foi montado um ensaio em laboratério no arranjo fatorial 2 x 3 x 6. Os tratamentos
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foram dois éxidos (ZnO-NP e ZnO-C), em trés matrizes aquosas (&gua ultra pura, solugdo
nutritiva modificada a 50% e a 100% da forca i6nica) e em seis concentragdes: 0, 40, 80, 400,
1000 e 2000 mg L, em duplicata. Para testar a capacidade de dissolugio do CuO (CuO-NP e
CuO-C) outro ensaio no mesmo arranjo fatorial foi montado em laboratério. Para o ensaio com
Zn, a solugéo nutritiva foi isenta de Zn em sua constituicdo, 0 mesmo procedimento foi adotado
para 0 ensaio com Cu.

O o6xido foi pesado diretamente em tubo Falcon para evitar perdas do material, no qual
foi adicionado 25 mL de cada solugéo aquosa. O conjunto foi vigorosamente agitado em vortex
por 15 s e o pH ajustado para 5,6 com solucéo diluida de NaOH ou HCI, o mesmo procedimento
foi realizado apds 24 h. Com 48 h, as suspensdes foram centrifugadas a 5000 rpm durante 30
min, e em seguida filtradas a vacuo em filtro de membrana de nylon com porosidade de 0,22
pm (LEE et al., 2010; WU et al., 2012; WANG et al., 2012), para evitar a passagem de
nanoparticulas e a superestimacdo da concentracdo do metal. A determinacdo do metal nos

extratos foi feita por espectrometria de emiss@o Optica com plasma - ICP OES.

3.2.2 Efeito de ZnO e de CuO sobre a germinacao

Para avaliar o efeito dos 6xidos sobre o processo fisiologico da germinacéo, foi montado
um ensaio em placas de Petri forradas com duas folhas de papel filtro qualitativo (WU et al.,
2012; POKHREL et al., 2013), umedecida com 10 mL de solugéo nutritiva modificada a 50%
da forca i6nica, com adigdo de ZnO-NP ou ZnO-C nas doses 10, 30, 50, 80 e 400 mg L* do
produto. Antes da aplicacéo, as solucGes foram vigorosamente agitadas e o pH foi ajustado para
5,6. Um tratamento somente com SN a 50% da forca idnica foi adotado como controle. Para o
CuO-NP e CuO-C foi adotada as seguintes concentragdes: 40, 80, 400, 1000 e 2000 mg L.

Dez sementes selecionadas de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp. — variedade
Miranda IPA 207) foram distribuidas na placa de Petri de forma equidistante (YANG; WATTS,
2005), previamente foi feito a desinfestacdo das sementes com solucdo de NaHCIO 5% por 10
min (USEPA, 1996). Apo6s 24 h e 48 h foi avaliado a taxa de sementes germinadas; a emissao
da radicula com pelo menos 1mm foi o critério adotado para confirmacao da germinacdo (LEE
et al., 2010). Ao término das 48 h foi medido o comprimento da raiz (zona de crescimento +

pilifera).

3.2.3 Cultivo em solucéo nutritiva
O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, a unidade experimental foi composta

por 1 planta por vaso. Sementes selecionadas de feijdo-caupi foram cultivadas em areia lavada
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e irrigadas com &gua destilada em dias alternados até a queda dos cotilédones, quando irrigacdo
das plantulas foi realizada com solucéo nutritiva 25% da forca idnica até a formagéo do primeiro
foliolo completamente desenvolvido. Quinze dias apds a emergéncia, as plantulas foram
transferidas para vasos plasticos contendo 2 L de solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950)
a 50% da forca idnica para diminuir as interagdes dos nutrientes com o Zn e o Cu oriundos dos
6xidos avaliados. Apds 7 dias de adaptacdo a solucdo nutritiva, os 6xidos de Zn e Cu foram
aplicados a solugao.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, no arranjo fatorial 2 x 5. Os
tratamentos compreenderam duas fontes de Zn (ZnO-NP e ZnO-C) aplicadas em cinco doses
(0, 5, 20, 80 e 400 mg L), com trés repetices. Outro experimento no mesmo esquema fatorial
foi montado com fontes de Cu (CuO-NP e CuO-C) nas doses de 0, 40, 400, 1000 e 2000 mg L"
1 com trés repeticGes; doses mais altas foram escolhidas para o Cu devido a baixa dissolugdo
do 6xido deste elemento comparado ao 6xido de zinco. A dose 0 mg Lconsistiu no controle,
composto somente por SN a 50% da forca idnica. Nos tratamentos com adi¢do de ZnO ou CuO,
a SN foi isenta de Zn ou Cu. Ap0s dez dias de exposicao aos metais, as plantas foram coletadas,
separadas em raiz, caule e folha, lavadas em agua de torneira seguida de agua destilada e
secadas a 65°C por 72h em estufa com circulacdo forcada de ar. Posteriormente, 0 material
vegetal foi pesado para obtencdo da biomassa, e moido em moinho de facas tipo Willey com
peneira de 1 mm acoplada.

A digestdo nitroperclorica do material foi realizada conforme Embrapa (2009) e a
determinacdo de Zn, Cu, Fe, Mn, Ca e Mg foi realizada em espectrometria de absorcéo atdmica,
modalidade chama (EAA/chama). Para validacdo do método e controle de qualidade foi
utilizado o material de referéncia certificado 1570a da NIST. O teor de P e S foi determinado
no extrato de digestdo por colorimetria e turbidimetria, respectivamente; K em fotdmetro de
chama e N por titulacdo apos digestdo sulfdrica do material (EMBRAPA, 2009).

Para avaliar os danos ocasionados pelo Zn ou Cu ao aparato fotossintético, foram
utilizados a emisséo de fluorescéncia de clorofila e o teor de clorofila a, clorofila b, carotenoides
e xantofilas. As avaliagdes foram realizadas no foliolo central da terceira folha superior
totalmente expandida, 7 dias apds exposicdo aos 6xidos. Em folhas adaptadas ao escuro, foi
analisada a fluorescéncia da clorofila a através de fluordémetro manual (FluorPen, model FP100,
Photon Systems Instruments); os parametros de fluorescéncia do teste OJIP (STRASSER;
SRIVASTAVA; TSIMILLI-MICHAEL, 2000) encontram-se no quadro 1.
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Quadro 1. Descrigédo de parametros de fluorescéncia de clorofila

Fo Fluorescéncia minima, quando todos os centros de reagdo (CR) do FSII estdo abertos;

Fm Fluorescéncia maxima registrada quando todos os CR estdo fechados;

Fv Diferenca entre Fm e Fo,

Fv/Fm Eficiéncia fotoquimica méaxima do FSl|;

ABS/RC Fluxo_de absorcédo de elétrons por CR, corresponde ao tamanho da antena - razdo entre a
clorofila (Cl) na antena e a Cl no CR;

TRo/RC Fluxo de captura de elétrons por CR, levando a reducgdo da QA;

DIlo/RC Fluxo de energia dissipada por CR no momento inicial da medigéo;

Phi_Eo Rendimento quantico para transporte de elétrons da quinona A (QA) para plastoquinona (PQ);

Pi_Abs indice de performance do FSII, baseado na absorcéo de elétrons;

yRC Probabilidade de que uma molécula de clorofila no FSII funcione como CR.

A mesma folha utilizada para determinacdo da fluorescéncia foi usada para

determinagdo dos pigmentos - clorofila a, clorofila b, carotenoides e xantofilas
(LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001). A extracdo foi realizada em acetona 80% por

24h, a leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotdometro, sendo o teor de clorofilas

determinado apds aplicacdo das seguintes equacaes:

em que,

Cla = 2,25A663,2 — 2,79A4646,8

Cla - clorofila a, pug mL™;

Ass32 — absorvancia no comprimento de onda de 663,2 nm;

Asas8 - absorvancia no comprimento de onda de 646,8 nm.

em que,

Clb = 21,50.A4646,8 — 5,10.4663,2

Clb — clorofila b, ug mL™;

Ass6,8— absorvancia no comprimento de onda de 646,8 nm;

Ass32 - absorvancia no comprimento de onda de 663,2 nm.

Em que,

1000.A4470 — 1,82.Cla — 85,02.Clb
C+X = ( 198 )

C+X — carotenoides e xantofilas, pug mL™;
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A470 — absorvancia no comprimento de onda de 470 nm;
Cla — clorofila a, pug mL?;
Clb - clorofila b, ug mL™.

3.2.4 Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia.
Modelos de regressdo linear e ndo linear foram ajustados as variaveis analisadas em fungéo dos
tratamentos. O coeficiente de determinacéo (R?) foi utilizado como critério de melhor ajuste,
ao nivel de significancia de 5% de probabilidade. Os valores médios das variaveis foram
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05) em funcdo dos tipos de Oxidos (comum e
nanoparticulado). Todo procedimento estatistico foi realizado utilizando o software Sisvar

(verséo 5.3).

3.3 Resultados e Discussoes

3.3.1 Teste de dissolucao dos 6xidos

Oxido de Zinco
Pela analise de variancia dos dados de concentragio de Zn?* no sobrenadante, a
interacdo entre o tipo de 6xido, a dose e a matriz aquosa foi significativa pelo teste F, a nivel

de 5% de significancia (Tabela 1).

Tabela 1. Anélise de variancia contendo as causas de variagdo, 0 nimero de graus de liberdade,
valores de soma dos quadrados, quadrados médios, o valor de Fc e da probabilidade, para a
variavel concentracdo de Zn, obtida no teste de dissolucdo dos 6xidos

Causas de variagdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Dose (D) 4 92123,97 237809,74 267,22 0,000
Fonte (F) 1 401,40 401,40 0,45 0,507
Matriz aquosa (M) 2 50938,17 254569,08 286,05 0,000
DxF 4 3707,03 926,76 1,04 0,402
DxM 8 713409,76 88176,22 100,21 0,000
FxM 2 28393,61 14196,80 15,95 0,000
DxFxM 8 59498,73 7437,34 8,36 0,000
erro 30 26697,98 889,93

CV (%) 25,03
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Embora 0 ZnO apresente um produto de solubilidade muito baixo, ZnOkps = 2,2 X107
(MAHAN; MYERS, 1995), nas condicdes fisicas e quimicas desse estudo (pH ajustado a 5,6;
48h de dissolucéo, 23°C), foi observada uma dissolugdo consideravel do 6xido.

A concentracdo de Zn?* na solugdo aumentou linearmente em funcgio das doses do ZnO
comum ou nanoparticulado, nas diferentes matrizes aquosas avaliadas (Figura 1). Entre os
6xidos de Zn, a taxa de dissolucéo, e liberagdo de Zn?*, foi similar até a dose 400 mg L%, Esse
comportamento tem sido descrito na literatura em diferentes condices fisicas e quimicas e de
concentracdo do 6xido (MORTIMER; KASEMETS; KAHRU, 2010; FRANKLIN et al., 2007).
Em concentracGes altas, a aglomeracao e agregacdo das nanoparticulas, reduz a capacidade de
dissolucdo do 6xido, por exemplo, na dose de 40 mg L™ de ZnO cerca de 72% (agua), 36%
(SN50%) e 30% (SN100%) do Zn total foi liberado em solugdo; na dose de 2000 mg L a taxa
de liberacéo foi de 48% (&gua), 9%(SN50%) e 9%(SN100%).

®eAC eANP oSN50C SN50 NP SN100C SN 100 NP

900
9(AC)=0,438x-25,969 9(SN50C)=0,038x+12,848 $(SN100C)=0,047x+9,732 @
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Figura 1. Concentracdo de Zn no sobrenadante de trés matrizes aquosas (adgua ultrapura, solucdo nutritiva 50% e
solugdo nutritiva 100% da forca i6nica) apds dissolucdo de dois tipos de ZnO (comum e nanoparticulado), em
diferentes doses. AC, dissolucdo de ZnO comum em agua ultrapura; ANP, dissolucdo de ZnO nanoparticulado em
agua; SN50C, dissolucdo de ZnO comum em solugdo nutritiva a 50%; SN5ONP, dissolucdo de ZnO
nanoparticulado em solucéo nutritiva a 50%; SN100C, dissolu¢do de ZnO comum em solucdo nutritiva a 100%;
SN100NP, dissolucdo de ZnO nanoparticulado em solucdo nutritiva a 100%. ™, * e ** = ndo significativo,
significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente

Até a dose de 400 mg L dos 6xidos ndo houve diferenca entre as matrizes aquosas na
concentracio de Zn?* solGvel. Contudo, a partir dessa dose, houve maior concentragdo de Zn
na agua ultrapura (Figura 1). Nessa condicdo, a maior atividade das moléculas de dgua deve ter

permitido que uma quantidade maior de Oxido fosse dissolvida, liberando Zn?* e OH™ na
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solucdo. A adicdo de ions H* a solucdo, devido ao ajuste do pH, certamente contribuiu com a
dissolucdo do 6xido (MAHAN; MYERS, 1995).

Na SN, a presenca dos nutrientes ionizados na solucdo diminui a &agua livre,
consequentemente, reduz a capacidade de dissolugdo do 6xido. Entre os 6xidos de Zn, na
solugdo nutritiva, a fonte nanoparticulada proporcionou maiores concentragcbes de Zn em
solucdo, considerando as doses acima de 400 mg L™ (Figura 1), é provavel que o menor
tamanho das particulas e maior area superficial especifica, em comparacdo ao ZnO comum,

tenha favorecido a dissolucdo por proporcionar maior interagdo com a solucao.

Oxido de Cobre

Pela analise de variancia dos dados de concentragdo de Cu?* soliivel, verifica-se que néo
houve interagéo tripla entre o tipo de 6xido, a dose e a matriz aquosa avaliada, pelo teste F, a
nivel de 5% de significancia (Tabela 2).

Tabela 2. Anélise de variancia contendo as causas de varia¢do, 0 numero de graus de liberdade,
valores da soma dos quadrados, quadrados médios, o valor de Fc e da probabilida, para a
variavel concentracdo de Cu, obtida no teste de dissolucdo dos 6xidos

Variavel GL SQ QM Fc Pr>Fc

Dose (D) 4 23,08 5,771 55,99 0,000
Fonte (F) 1 13,78 13,783 133,734 0,000
Matriz aquosa (M) 2 66,72 33,362 323,711 0,000
DxF 4 0,66 0,165 1,60 0,196
DxM 8 15,33 1,916 18,59 0,000
FxM 2 7,35 3,674 35,65 0,000
DxFxM 8 0,96 0,119 1,16 0,355
erro 30 3,09 0,103

CV (%) 15,54

Ao contrério do ZnO, para o CuO, ndo houve efeito de doses na solubilizacdo do CuO
na agua ultrapura (Figura 2); mas, na SN, a concentracdo do Cu na solu¢do aumentou de forma
significativa (Figura 2). O modelo de equacdo quadréatica foi o que melhor se ajustou aos dados
obtidos.
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Figura 2. Concentracdo de Cu no sobrenadante de trés matrizes aquosas (agua ultra pura, solucéo nutritiva 50% e
solucdo nutritiva 100% da forca idnica) apds dissolucédo de CuO, em diferentes doses. ™, * e ** = ndo significativo,
significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente

A constante de solubilidade do CuO (4,5 x 102!, 25°C) é aproximadamente 10.000
vezes menor que a do ZnO. Desta forma, é provavel que na primeira dose do CuO (40 mg L™),
na agua ultrapura, a solucéo saturou, que explica a falta de diferenca na concentracdo de Cu nas
doses subsequentes (Figura 2).

Para o CuO, a matriz aquosa que proporcionou maior dissolucdo do 6xido foi a solucao
nutritiva (Figura 2). Presume-se, que ions complexantes na solucdo nutritiva tenham
contribuido com a dissolucéo deste dxido; o Cu?* liberado na solugdo pode ter sido complexado
com H2PO47, SO42 e NOs™ que favoreceram a dissolugdo do 6xido. Em um estudo da dissolugéo
de CuO-NP, em solucbes com diferentes caracteristicas quimicas (ex. pH, carbono orgéanico
dissolvido e forca idnica), foi reportado uma maior dissolu¢do do 6xido na solugdo com maior
forca idnica (ADELEYE et al., 2014). Os autores atribuiram esse efeito a complexacédo do Cu?*
com o cloreto (CI"). A capacidade de interagdo do fon PO4™ com 0 Zn?* foi observada em um
estudo da cinética de dissolugdo de ZnO-NP, na presenca e auséncia de fon PO43, onde foi
observado complexacdo do Zn?* (LV et al., 2012), mostrando a capacidade que esse anion tem
de interagir com metais pesados livres na solu¢éo.

A maior taxa de dissolucdo foi obtida com a SN100% da forca ibnica; nessa matriz
aquosa, na dose 40 e 2000 mg L de CuO houve liberagio de 5% (1,7 mg L™?) e 0,3% (4,5 mg
L") do Cu, respectivamente (Figura 2). Acredita-se que a maior taxa de dissolugdo do dxido,
nas concentracdes mais baixas, é devido a menor agregacao entre as particulas (BAEK; NA,

2011). Nas doses mais altas a dissolucdo dos oxidos foi semelhante (Figura 2), indicando que
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o limite de dissolugdo pode ter sido atingido. Em SN a 25% da forca i6nica, 100 mg L™ de
CuO-NP liberou somente 0,13% de Cu?* no sobrenadante (WANG et al., 2012), valor inferior
ao obtido nesse estudo; que demonstra a influéncia da forga i6nica da solugdo na dissolucdo do
6xido de Cu. Em areia lavada (pH 7,9) tratada com 500 mg kg* de ZnO e CuO, comum e
nanoparticulado, Dimkpa et al. (2012) relataram concentracio média de Cu de 3 mg L%, a
concentracgdo de Zn ndo ultrapassou 7 mg L. Neste caso, a baixa concentracdo dos metais em
solucgéo pode ser devido ao alto valor de pH, que pode ter limitado a dissolu¢do do produto.
Na &gua ultrapura, ndo houve diferenga entre 0 CuO-NP e 0 CuO comum na capacidade
de dissolucdo e liberacdo de Cu?*, mas na SN50% e na SN100% da forca idnica, a fonte NP

liberou 63% e 73% mais Cu?* que a fonte comum, respectivamente (Figura 3).

5 NP mC
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4
o 3 A
g B
3 2 B

1 A A

0
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Figura 3. Concentragdo de Cu?* em trés matrizes aquosas (agua ultrapura, solugdo nutritiva a 50% e 100% da
forga idnica) apds dissolucdo de CuO, comum (C) e nanoparticulado (NP). Médias seguidas pela mesma letra, em
cada matriz aquosa, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia

A principal propriedade fisica que afeta a dissolucdo de NPs é o tamanho da particula.
Contudo, outros parametros como, por exemplo, area da superficie, morfologia da superficie,
cristalinidade e a estrutura cristalina também devem ser considerados; pois, a forca das ligac6es
superficiais podem influenciar a dissolucdo das NPs (MISRA et al., 2012). Estudos mostram
que a dissolucdo de NPs de CuO ¢é favorecida com a reducdo no tamanho da particula
(MORTIMER; KASEMETS; KAHRU, 2010).

3.3.2 Efeito de ZnO e CuO sobre a germinacéo
Os 6xidos de Zn e de Cu ndo inibiram o processo germinativo e o crescimento radicular
das sementes de feijao-caupi. Apos 24 h, em média, 80% das sementes germinaram na presenca

dos 6xidos (dados ndo apresentados). Com 48h de germinagdo, observou-se que todas as
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sementes emitiram radicula, ou seja, os éxidos (ZnO-C, ZnO-NP, CuO-C e CuO-NP) e seus
respectivos metais ndo prejudicaram a germinagdo. Nesse mesmo periodo foi medido o
comprimento da raiz (zona de crescimento + pilifera) e ndo houve diferenca entre os produtos
e as doses testadas (Tabela 4). Em média, o comprimento radicular das sementes germinadas
em suspensédo de ZnO foi de 4,6 cm, e parao CuO-C e CuO-NP, 4,9 e 4,4 cm, respectivamente.

Tabela 4. Comprimento radicular apos 48 de germinacao de sementes de feijao-caupi expostas
a doses de 6xidos de Zn e de Cu, na forma nanoparticulada (NP) e comum (C)

Comprimento radicular (cm)

ZnO (mg LY) 0 10 30 50 80 400
NP 4,45 4,20 4,69 4,30 4,38 5,52

C 4,45 4,29 4,59 4,77 4,95 4,54
p-valor Dose: 0,778 Fonte: 0,858 Interacdo: 0,769

CuO (mg L™) 0 40 80 400 1000 2000
NP 4,45 4,99 4,67 4,33 4,18 3,95

C 4,45 5,05 6,04 5,11 4,97 4,06
p-valor Dose: 0,218 Fonte: 0,112 Interacdo: 0,843

Nanoparticulas de ZnO (0,01-1000 mg L™) ndo inibiram a germinacéo de sementes de
milho, mas sementes de repolho (Brassica oleracea) apresentaram baixa taxa de germinacéo
(POKHREL et al., 2013). Nanoparticulas de Cu também ndo prejudicaram a germinacao de
sementes de feijdo-mungo e trigo a 1000 mg L™, mas reduziram o crescimento da raiz (Lee et
al, 2008). Sementes de soja (Glycine max) e grdo de bico (Cicer arietinum L.) expostas a
suspensdo de CuO —NP (0 - 2000 mg L) em ensaio de germinagdo em placa de Petri, também
ndo apresentaram efeito inibitorio sobre a germinacao (radicula > 1mm), embora o crescimento
radicular tenha sido completamente inibido (ADHIKARI et al., 2012).

Nanoparticulas de CuO néo inibiram a germinacdo de sementes de tomate (Solanum
lycopersicum) nas doses testadas (10-500 mg L), mas as sementes de couve-flor foram
sensiveis ao 6xido. O comprimento radicular do tomate reduziu somente a partir da dose de 50
mg L, enquanto que para o couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis) aconteceu na dose de
10 mg L (SINGH et al., 2017). Culturas menos tolerantes como alface, rabanete e pepino,
tratadas com suspensdao de CuO-NP em agua, tiveram reducdo de 50% na germinacdo quando
a concentragdo na suspensdo atingiu 13, 398 e 175 mg L de CuO, respectivamente (WU et al.,
2012).

Em sementes de milho tratadas com 100 mg L™ de CuO-NP, apesar da auséncia de

efeito sobre a germinacéo, houve inibicdo do crescimento das plantulas, em comparagéo a fonte
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de Cu ibnica e ao CuO-C (WANG et al., 2012), sugerindo um efeito especifico da
nanoparticula. Da mesma forma, em sementes de trigo expostas a ZnO-NP (400 — 4000 mg L
1), o efeito sobre a reducdo severa na germinagdo, em relagdo ao ZnO-C, ndo foi atribuido
somente ao metal dissolvido, mas a algum efeito especifico da nanoparticula; contudo, os

autores ndo mencionam um provavel efeito sobre a germinagé&o.

3.3.3 Producéo de biomassa

O aumento das doses dos ZnO influenciou negativamente a producéo de biomassa das
plantas de feijdo-caupi (Figura 4). Ndo houve diferenga entre 0 ZnO-NP e 0 ZnO-C para o valor
medio da biomassa da folha e do caule; no entanto, as raizes supridas com ZnO-NP
apresentaram biomassa 15% maior (Figura 4C), é provavel que o menor teor de Zn no tecido

radicular destas plantas tenha condicionado um melhor crescimento.
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Figura 4. Producéo de biomassa da folha (A), do caule (B) e da raiz (C) de plantas de feijdo-caupi cultivadas em
solugdo nutritiva sob doses de ZnO, nanoparticulado (NP) e comum (C). ™, * e ** = ndo significativo, significativo
a 5% e significativo a 1%, respectivamente
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Na dose mais baixa de ZnO (5 mg L?), a producdo de biomassa foliar e caulinar foi
semelhante a obtida no controle (Figura 4), indicando auséncia de efeito toxico. De forma
semelhante, plantas de trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) expostas a ZnO-NP e ZnO-C
em SN n&o apresentaram reducdo da biomassa na dose de 5 mg L* do produto, contudo, a partir
dessa dose houve redugdes significativas na biomassa em comparagéo ao controle (LEE et al.,
2013).

Na dose de 20 mg L de ZnO, a biomassa das plantas foi reduzida a quase metade da
biomassa do controle; essa dose, portanto, pode ser considerada a concentracdo de efeito toxico
que reduz em 50% o crescimento da planta (CE50) (BRITO et al., 2009), podendo ser utilizada
como dose méaxima nos estudos de fitotoxicidade de ZnO sobre plantas de feijao-caupi. Plantas
de beterraba (Beta vulgaris L.) cultivadas em solucgéo nutritiva com excesso de Zn (3-20 mg L~
1Zn, ZnS0O.) apresentaram reducio de quase 50% na producdo de biomassa na dose de 3mg L
1de Zn (SAGARDOY et al., 2009); esse valor é especifico pra cada cultura e esta relacionado
com a necessidade, ou tolerancia, da espécie pelo metal.

A biomassa radicular das plantas tratadas com ZnO-NP foi 19% e 46% maior que 0 ZnO
na dose de 5 e 20 mg L, respectivamente (Figura 4C); o menor teor de Zn no tecido radicular
nessas doses pode ter sido a causa dessa maior biomassa. Plantas de feijdo-mungo (Vigna
radiata L.) cultivadas em meio agar com ZnO-NP (20 mg L) também apresentaram efeito
positivo sobre a biomassa radicular (41%) em relacéo ao controle, o que demonstra o potencial
fertilizante dessa nanoparticula (MAHAJAN; DHOKE; KHANNA, 2011).

Nos tratamentos com Cu, de forma geral, a producédo de biomassa da planta foi reduzida
com o aumento da dose dos 6xidos (Figura 5), sendo a fonte de Cu nanoparticulada aquela que
proporcionou menores valores de biomassa foliar e caulinar, em relacdo ao CuO comum
(p<0,01), Figura 5A e B; nas raizes, ndo houve diferenca entre os 6xidos quanto a producéo de

biomassa (Figura 5C).
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Figura 5. Producéo de biomassa de folha (A), caule (B) e raiz (C) de plantas de feijao-caupi cultivadas em solucéo
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Na dose de 40 mg L a producdo de biomassa foliar com CuO foi semelhante ao
controle, evidenciando auséncia de efeito toxico (Figura 5). O CuO-NP reduziu a biomassa em
27% em relagdo ao controle e em 25% em relagdo ao CuO comum. Essa diferenca entre os
produtos se deve ao maior teor de Cu no tecido foliar das plantas tratadas com CuO-NP (45 mg
kg™), em comparagéo ao controle (14 mg L) e ao CuO-C (26 mg kg™).

Plantas jovens de tomate (Solanum lycopersicum) e couve-flor (Brassica oleracea)
cultivadas em SN adicionada de CuO- NP (10-500 mg L), também apresentaram reducéo da
biomassa da parte aérea e radicular na dose de 50 mg L (SINGH et al., 2017), dose préxima a
adotada nesse estudo. Por outro lado, na dose de 10 mg L™ ndo contataram efeitos deletérios
sobre a biomassa das plantas; que indica auséncia de excesso de Cu?* liberado na SN para estas
culturas. Portanto, 0 uso CuO-NP como nanofertilizante é algo que deve ser visto com maiores
critérios, tendo em vista que a alta taxa de dissolucdo do produto e a baixa necessidade desse
elemento pelas plantas pode resultar em fitotoxicidade, mesmo em doses baixas. Contudo,
estudos em solo podem viabilizar a utilizagdo desse 6xido como nanofertilizante, pois o solo

apresenta capacidade de estocar o metal, liberando gradativamente para a planta.

3.3.4 Teor de Zn e de Cu no tecido vegetal

O aumento da dose dos 0xidos de Zn e de Cu na solucéo nutritiva resultou em aumento
do teor dos metais no tecido da folha, caule e raiz das plantas (p<0,05), Figuras 6 € 7, 0 modelo
de regressdo que melhor se ajustou aos dados foi 0 quadratico e raiz quadratica. Em ordem,
para 0 ZnO, o tecido radicular apresentou maior teor dos metais, seguido pelo tecido caulinar
(Figura 6B e 6C); para 0 CuO o maior teor foi encontrado na raiz, seguida pela folha (Figura
6A e 6C).

O menor acimulo de Zn e de Cu na folha € geralmente observado na grande maioria das
plantas, esse mecanismo ¢ adotado para evitar toxicidade. Nao houve diferenca significativa no
teor do metal nos diferentes tecidos da planta, comparando a fonte nanoparticulada do Zn e do
Cu com a fonte comum, exceto para o teor de Cu no tecido do caule. Mas, houve interacéo
significativa entre a fonte de Cu e a dose no teor desse micronutriente no tecido foliar, caulinar

e radicular.
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O teor de Zn e Cu no tecido foliar, caulinar e radicular nas plantas do controle (sem
adicdo de Oxido) foi de 45, 55 e 72 mg kg™ de Zn e 14, 18 e 16 mg kg de Cu, respectivamente
(Figuras 6 e 7). Na dose de 5 mg L™ de ZnO o teor de Zn na folha (222 mg kg™?) foi 5 vezes
maior que no controle, sem diferenca entre as fontes. Para 0 CuO-NP e CuO convencional, na
dose de 40 mg L, o teor de Cu na folha foi de 46 e 25 mg kg™, respectivamente, mostrando
que o CuO-NP possui capacidade de dissolugédo maior. Com base no teor adequado de Zn e Cu
para plantas de feijao-caupi, descrito por Cavalcante (2008), o teor de Zn na folha encontra-se
10 vezes maior, e 0 teor de Cu 9 (CuO-NP) e 5 (CuQ) vezes maior.

Esse aumento do teor de Zn e de Cu nas plantas pode provocar sintomas de toxidez,
como inibicdo da absorcdo de nutrientes, alteracdo em processos fisioldgicos e bioquimicos e
danos na estrutura do sistema radicular, prejudicando o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (AMBROSINI et al., 2016).

A distribuicéo de Zn e de Cu dentro da planta ndo aumentou na mesma propor¢ao que
adose aplicada. Para o ZnO na dose de 5 mg L1, apesar do alto teor de Zn na planta, a proporgéo
do metal nos diferentes tecidos avaliados foi similar ao do controle, indicando auséncia de efeito
toxico. Nas doses subsequentes, a maior proporcdo de Zn na planta foi detectada nas raizes
(63%). Essa tendéncia também foi observada nas plantas tratadas com o CuO. Na dose minima
(40 mg L), a proporgdo de Cu ndo foi alterada na planta, mas nas doses superiores as raizes
retiveram mais de 90% do Cu total. Plantas de trigo cultivadas em areia lavada com CuO e ZnO
também apresentaram menor translocacdo dos metais para parte aérea, principalmente para o
Cu (DIMKPA et al., 2012).

A compartimentalizacdo de Zn e de Cu na raiz € um dos mecanismos de defesa adotados
contra a toxicidade, que permite a sobrevivéncia das plantas em locais contaminados. Mas
somente plantas que associam diferentes estratégias de defesa, como por exemplo complexacéo
e translocacdo do metal no vacuolo foliar e aumento da atividade de enzimas antioxidantes,
conseguem evitar distarbios metabdlicos e reducdo na producdo de biomassa (FEIGL et al.,
2015; FAYIGA; SAHA, 2016; RODRIGUES et al., 2016); desta forma, as plantas de feijao-
caupi mostraram ter baixa tolerancia ao Zn e, principalmente, ao Cu, que reforca a necessidade

de mais estudos para determinacdo dos limites criticos da planta.

3.3.5 Composicdo mineral das plantas
Um dos efeitos do excesso de Zn e de Cu é a desordem nutricional na planta, que
restringe o crescimento e desenvolvimento. Essa analise € frequentemente utilizada para

verificar os efeitos da aplicagdo de fertilizantes na homeostase dos nutrientes na planta e em
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estudos ambientais (NATALE et al., 2004; CARDOSO et al., 2013; LIMA et al., 2013;
JUCOSKI et al., 2016).

O aumento da dose dos Oxidos de Zn e de Cu promoveu reducdo significativa no
contetdo dos macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e dos micronutrientes (Fe, Mn, Zn e Cu)
no tecido foliar das plantas (Tabela 5). Na Tabela 5 se encontra a equacgéo de regresséo ajustada
(raiz quadratica) para o conteudo dos macros e micronutrientes no tecido foliar das plantas de

feijdo-caupi.

Tabela 5. Equacdo de regressao ajustada do conteido dos nutrientes no tecido foliar das plantas

de feijdo-caupi (Vigna uiguiculata) tratadas com ZnO ou CuO

Zn0 Equagio de regressio ajustada R?
N 9= -18,047x%5 + 3,7.10°%? + 0,620x + 140,745 0,83**
P §=-2,974x%5 - 1,2.105%2 + 0,112 + 22,673 0,88%*
§=-13,699x%5 - 1,29.10"4x2 + 0,547x + 120,964 0,89**
Ca § =-45,538x05 - 2,28.103x? + 2,701x + 309,321 0,88%*
Mg §=-2,100x5 - 7,6.105%2 + 0,111x + 13,577 0,88%*
S §=-0,139x%5- 3.10%2+ 6,5.103x + 1,227 0,84**
Fe ¥ =-0,211x%5- 1,8.10-°?+ 0,016x + 0,896 0,94**
Mn §=-0,073x%5+ 5.10x? + 3,16.10*x + 0,730 0,82**
Cu § =-8.10°x2°+4,2.10"x + 0,063 0,86**
Zn 9=0,3112x%5+ 4,7.105%? - 0,03317x + 0,234 0,93**
CuO Equacéo de regresséo ajustada R?
N NP §=-6,083x°5+ 1,6.105%2 + 0,047x+ 135,888 0,97**
NC §=-2,767x°5+ 6.10°x?- 0,116x + 143,201 0,89**
P 9 =-0,705x%5+ 6.105x2 - 5,04.103x + 22,566 0,95**
K ¥ =-5,769x%5 + 9.10°x? + 0,062x + 19,223 0,98**
Ca ¥ =-12,559x%% + 6.10"°x? + 0,026x + 312,812 0,95**
Mg NP §=-0,569x%5+ 2.10%x2 + 3,03.10"3x + 13,622 0,94
Mg C §=-0,228x%5+ 6.10°x2- 0,012x + 13,773 0,93*
SNP §=-0,0707x°5+ 1,24.10°x + 1,206 0,98%**
ScC §=-0,028x%5 - 7,58.10"x + 1,253 0,93**
Fe NP 9 =-0,085x%°+ 2,39.103x + 0,816 0,97**
FeC 9 =-0,065x%5 + 1,42.10%x + 0,865 0,99%*
Mn 9 =-0,019x°% - 4,06.10"%x + 0,731 0,91**
Cu §=6,43.10°x%5 - 3,44.10x + 0,073 0,74**
Zn NP 9 =-0,0156x"°+ 3,88.10*x + 0,193 0,99**
ZnC 9 =-5,7.103x%5 - 4,7.105x + 0,199 0,99*

NP, fonte nanoparticulada; C, fonte comum. * e **, significativo a 5% e 1%, respectivamente

Para o contetdo de nutrientes na folha, ndo houve diferenca estatistica entre a fonte

nanoparticulada e comum dos 6xidos, exceto para N, P, Mg, S e Fe nas plantas tratadas com
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cobre. Para esses nutrientes, o teor foliar nas plantas tratadas com a fonte nanoparticulada de
Cu, foi inferior ao das plantas tratadas com o éxido de Cu comum. Esse efeito deve estar
associado ao maior teor de Cu das plantas tratadas com CuO-NP, que reduziu a acumulacéo de
nutrientes na folha, por efeito de toxicidade.

As plantas tratadas com 5 mg L de ZnO ndo apresentaram reducdo no contetido dos
nutrientes na folha, excecdo para o Fe que reduziu 27%, em relagdo ao controle. O mesmo
comportamento foi observado nas plantas tratadas com CuO-NP (64%) e CuO-C (38%) na dose
de 40 mg L, que se explica pelo efeito de inibicdo competitiva entre o Zn e o Fe pelas proteinas
transportadoras na membrana radicular (SILVA; TREVIZAM, 2015); nesse caso, 0 excesso de
Zn na solucédo limitou a absorcdo do Fe pelas raizes. Em concordancia, Marques et al. (2014)
verificaram uma reducdo de 87% no contetdo de Fe em plantas de mamona cultivada em SN
com dose equivalente a 39,5 mg L™ de Zn, em relagdo ao controle (0,025 mg L™).

Em média, o contetdo de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn e Cu no tecido foliar das plantas
tratadas com 400 mg L™ de ZnO reduziu entre 60 a 80%, em relagdo ao controle. Para o CuO,
o conteudo de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn e Zn no tecido foliar reduziu entre 77 e 90%,
comparando a dose de 2000 mg L com o controle.

A reducdo desses nutrientes na folha pode explicar a reducédo da biomassa da planta,
pois estdo estreitamente relacionados a estrutura e a ativacdo de enzimas que mediam reacgdes
vitais, como exemplo, a respiracao e a fotossintese. Por exemplo, o N faz parte da estrutura de
aminodcidos, proteinas, acidos nucleicos e da clorofila (MOHAMET; SOKKARY; TUCKER,
1987). Fosforo € essencial a formacao de moléculas que armazenam e transferem energia para
respiracdo, fotossintese e absorcdo de nutrientes (MARUY AMA,1991). O potéassio controla as
trocas gasosas por meio da abertura e fechamento estomatico, além de funcionar como ativador
enzimatico (SHABALA, 2003); Ca, forma a estrutura da parede celular e ativa enzimas
relacionadas ao crescimento (HEPLER, 2005); Mg, Esta estreitamente relacionado a
fotossintese, pois constitui o atomo central da clorofila e participa da formacdo de ATP nos
cloroplastos (Moreira et al., 2015); e o S participa da estrutura de aminoacidos, proteinas,
peptideos e enzimas (HELL; KHAN; WIRTZ 2010).

Em um ensaio em SN para avaliar a tolerancia de variedades de videira ao Cu,
comumente utilizado como fungicida, Cambrollé et al. (2015) reportaram desequilibrio
nutricional (N, P, S, Mg, Fe e Mn) a partir da dose de 2,5 mmol L de Cu. Os autores atribuem
a reducdo da clorofila, da fotossintese e da producdo de biomassa a esse desequilibrio
nutricional. Plantas de beterraba cultivadas em SN com Zn (3-20 mg L) também apresentaram

alteracdo no teor de nutrientes na folha (N, P, K, Ca, Mg, Fe E Mn), que resultou em efeitos
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negativos sobre o teor de pigmentos, condutancia estomatica, transpiracdo e pardmetros de
fluorescéncia de clorofila (SAGARDOY et al., 2009).

3.3.6 Teor de pigmentos

O teor dos pigmentos reduziu significativamente quando as plantas foram supridas com
Zn na forma de ZnO-NP ou ZnO-C (Tabela 6), e com Cu na forma de CuO-NP ou CuO-C
(Tabela 7). Na dose mais baixa de ZnO-NP o teor de clorofila a, clorofila b e carotenoides
reduziu 42%, 6% e 52%, respectivamente, em relacdo ao controle. Esses valores sdo inferiores
as médias obtidas com a fonte de Zn convencional, que demonstra menor potencial toxico que
a fonte convencional. Em contraste, 0 CuO-NP na dose mais baixa apresentou maior reducao
no teor daqueles pigmentos que a fonte convencional, em ordem, 73, 71 e 65%,
respectivamente, o efeito pode ser explicado pelo teor do metal no tecido foliar.

Tabela 6. Teor de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e carotenoides e xantofilas (car+xant), mg
g, em folhas de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cultivadas em solugdo nutritiva,
sob doses de ZnO nanoparticulado (NP) e comum (C)

Zn0O Cla Clb Car+Xant
(mg LY NP C NP C NP C
0 1,95 1,95 0,77 0,77 0,48 0,48
5 1,13 0,94 0,72 0,31 0,23 0,21
20 0,54 0,26 0,25 0,10 0,22 0,11
80 0,61 0,42 0,18 0,20 0,15 0,17
400 0,12 0,18 0,09 0,13 0,08 0,12
DOSE (D) 0,000 0,000 0,000
FONTE(F) 0,000 0,000 0,347
DXF 0,001 0,000 0,065

Tabela 7. Teor de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e carotenoides e xantofilas (car+xant), mg
g, em folhas de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) cultivadas em solugdo nutritiva,
sob doses de CuO nanoparticulado (NP) e comum (C)

CuO Cla Clb Car+Xant
(mg LY NP C NP C NP C
0 1,95 1,95 0,77 0,77 0,48 0,48
40 0,53 1,37 0,22 0,65 0,17 0,27
400 0,67 1,47 0,30 0,57 0,17 0,36
1000 0,26 0,91 0,07 0,42 0,09 0,21
2000 0,60 0,81 0,28 0,31 0,19 0,20
DOSE (D) 0,000 0,000 0,000
FONTE (F) 0,000 0,000 0,347
DXF 0,019 0,000 0,035

O teor de pigmentos tem sido utilizado com frequéncia em estudos bioquimicos para
avaliar o estresse em plantas expostas a metais (DIMKPA et al., 2012; TIECHER et al., 2016;
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MARQUES et al., 2017), uma vez que excesso de metais pesados prejudica o transporte de
elétrons na fotossintese, causando diminuicdo da biossintese ou aumento da degradacéo de
pigmentos; além disso, 0 Zn e o Cu podem substituir o Mg e o Fe das moléculas de clorofila,
prejudicando o seu funcionamento (KUPER et al., 2009; CAMBROLLE et al., 2012;
MARQUES et al., 2017).

Diferentemente das outras variaveis, o efeito toxico do excesso de Zn e Cu sobre o teor
dos pigmentos ocorreu desde a dose mais baixa dos 6xidos (5 mg L™ de ZnO e 40 mg L de
Cu0), embora sem sintomas de clorose. Semelhantemente, Marques et al. (2014) também
verificaram redugéo do teor de clorofila e auséncia de sintoma de clorose em plantas de mamona
(Ricinus communis L.) na dose equivalente a 13 mg L™, mas a reducéo da biomassa nessa dose
pode ser um indicativo do efeito tdxico sobre o aparato fotossintético.

Em Arabidopsis, na dose de 100 mg L™ de ZnO, ndo houve efeito sobre a biomassa da
planta nem sobre o teor de clorofila, mas reducéo de 50% no teor do pigmento foi observada na
concentracdo de 300 mg L* do éxido (WANG et al., 2015). Em um estudo para investigar o
efeito de CuO-NP (10-800 mg L) sobre a resposta fisioldgica e bioquimica de plantulas de
trigo (Triticum spp.) cultivadas em solucgéo nutritiva, Sharma et al. (2017), também reportaram
reducdo no teor de clorofilaa (5-37%), clorofila b (14-48%) e carotenoides (8 - 38%), sugerindo
danos oxidativos na membrana do cloroplasto devido ao metal. Em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) e couve-flor (Brassica oleracea) cultivadas em areia lavada com NPs de CuO
biologicamente sintetizadas, Singh et al. (2017), relataram reducéo de 46% para o couve-flor e
31% para o tomate na dose de 500 mg L*; na dose mais baixa (10 mg L™), as plantas de tomate
continham 14% a mais de clorofila total que as plantas do controle (SINGH et al., 2017), o que
indica o potencial fertilizante desse dxido quando utilizado na dose adequada.

A reducdo do teor de pigmentos é provavelmente uma estratégia de defesa da planta
para diminuir a captacdo de energia, ndo havendo a necessidade da dissipacdo da mesma através
de outros mecanismos (AMBROSINI et al., 2016). Contudo, nem sempre a reducéo do teor de
clorofila implica em reducéo na fotossintese. Por exemplo, plantas de beterraba (Beta vulgaris)
expostas a uma dose equivalente a 3 mg L™ de Zn apresentaram reducéo significativa no teor
de clorofila a, clorofila b e carotenoides, mas os danos sobre o aparato fotossintético s6 foram
detectados na dose equivalente a 20 mg L™ de Zn (SAGARDOY et al., 2009). Ent&o, ¢ possivel
que a reducdo no teor de clorofila observada nesse estudo, nas doses mais baixas dos 6xidos,

ndo represente inicio de danos ao aparato fotossintético nessas doses.
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3.3.7 Fluorescéncia de clorofila

A fluorescéncia de clorofila foi utilizada para avaliar possiveis danos ao aparato
fotossintético das plantas de feijdo-caupi expostas aos 6xidos. Com o aumento das doses dos
6xidos houve comprometimento dos parametros da fluorescéncia de clorofila (p<0,01), sem
diferenca entre a fonte nanoparticulada e comum (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8. Parametros de fluorescéncia de clorofila de folhas de feijdo-caupi cultivadas em
solugdo nutritiva com ZnO

(ngngl) Fo Fm Fv Fv/Fm ABS/RC TRo/RC DIo/RC Phi_Eo Pi_Abs yRC

0 7109 27353 20244 0,74 2,81 2,07 0,64 0,34 0,90 0,26

5 7017 32527 25510 0,79 2,52 1,98 0,55 0,39 1,50 0,28

20 8420 37908 29488 0,78 2,34 1,82 0,52 0,43 1,90 0,29

80 10753 43638 32885 0,75 2,70 2,03 0,68 0,38 1,15 0,26

400 12898 47718 34819 0,73 3,10 2,25 0,85 0,33 0,78 0,24
p-Valor 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

Tabela 9. Parametros de fluorescéncia de clorofila de folhas de feijao-caupi cultivadas em
solucgéo nutritiva com CuO

(n%u(L)_l) Fo Fm Fv Fv/Fm ABS/RC TRo/RC DIo/RC Phi_ Eo Pi_Abs YyRC

0 7109 27353 20244 0,74 2,81 2,07 0,64 0,34 0,90 0,26

40 7613 33177 25565 0,77 2,66 2,04 0,98 0,38 1,33 0,27

400 7106 34729 27623 0,79 2,41 1,91 0,40 0,48 2,67 0,31

1000 6561 35301 28740 0,81 2,22 1,81 0,47 0,53 3,65 0,30

2000 7261 35545 28284 0,80 2,34 1,86 0,49 0,47 243 0,30
p-Valor 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

A fluorescéncia minima (Fo), maxima (Fm) e varidvel (Fv) das plantas tratadas com
Zn0O ou CuO aumentou em funcdo das doses dos dxidos, Tabelas 8 e 9 (p<0,05).

A Fo das plantas tratadas com Zn na dose de 5 mg L™ foi similar a do controle (Figura
8), mas na dose mais alta foi 81% maior; para o Cu o maior valor de Fo foi obtido na dose de
40 mg L (Figura 9), esse comportamento indica comprometimento do aparato fotossintético.
Em plantas de trigo (Triticum spp.) cultivadas em solucdo nutritiva com dose equivalente a 39
mg L™ de Zn houve reducdo de 33% na taxa de fotossintese das plantas e alteracdes nos
parametros fotossintéticos avaliados pela fluorescéncia de clorofila, que indicavam prejuizos as

reacbes do fotossistema Il (FS Il) como, por exemplo, aumento da fluorescéncia inicial
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(PAUNOV et al., 2018). Os mesmos, atribuiram o efeito a danos na estrutura dos complexos
do centro de reacdo do FS II.

A Fo é um dos pardmetros da fluorescéncia de clorofila utilizados para avaliar o estresse
de plantas a fatores abioticos, por exemplo, metais toxicos (YADAV et al., 2018). A Fo é obtida
quando os centros de reacdo do FS Il estdo abertos, ou seja, a receptora primaria de elétrons,
QA, esta totalmente oxidada, situacdo iminente a ativacdo das reagdes fotoquimicas
(MAXWELL; JOHNSON, 2000). O aumento de Fo, que portanto é independente dos eventos
fotoquimicos, reflete destruicdo do centro de reacdo do FS Il ou diminuicdo na capacidade de
transferéncia da energia de excitacdo da antena para o centro de reacdo, assim a energia passa
a ser dissipada como fluorescéncia (BAKER; ROSENQVIST, 2004).

A tolerancia de cultivares de café ao aluminio também foi determinada pela avaliagcdo
dos parametros de fluorescéncia de clorofila, os autores verificaram aumento da Fo em quase
duas vezes nas plantas expostas ao Al, além de um aumento de 22% na Fm, em comparacao as
plantas do controle (sem Al) (KONRAD et al., 2005). Nesse estudo, a Fm também apresentou
aumento (74%, ZnO; 30%, CuO) em relacdo ao controle (Figuras 8 e 9). A Fm indica a
intensidade méxima de fluorescéncia que ocorre quando praticamente toda QA esta reduzida e
0s centros de reacdo sdo incapazes de aumentar as reacdes fotoquimicas, atingindo sua
capacidade maxima (BAKER; ROSENQVIST, 2004). O acumulo de QA reduzida € um
indicativo de que a taxa de consumo dos produtos do FSII (ATP e NADPH) esta baixa,
provavelmente, devido a reducdo da assimilagdo de carbono pela planta. Konrad et al. (2005),
além de verificarem aumento da Fo e Fm nas mudas de cafeeiro, constataram alteragdes das
trocas gasosas como, diminuicdo da taxa de assimilacdo de CO,, da condutancia estomatica e
da taxa de carboxilacdo, que explicam a reducao da eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm).

A Fv/Fm para o ZnO teve seu melhor desempenho na dose de 5 mg L™ (0,79), sendo
superior ao controle (0,74); nas doses subsequentes houve declinio da Fv/Fm (Figura 8). As
plantas expostas ao CuO ndo apresentaram coeréncia para esta variavel, provavelmente, a
auséncia de aumento regular de Fo nas doses superiores a 40 mg L™ interferiu no resultado
(Figura 9). Essa variavel, Fv/Fm, é uma estimativa da eficiéncia quantica maxima da atividade
fotoquimica do FS II, quando todos os centros de reacdo do FS Il estdo abertos (BAKER;
ROSENQVIST, 2004).

O dano ao aparato fotossintético, nas doses maiores que 5 mg L™ de ZnO, pode ser
confirmado pela reducdo dos centros de reacdo ativos, como indicado pelo aumento dos
parametros de fluxo de elétrons por centro de reacdo ativo (ABS/RC, TRo/RC e DIo/RC) e

reducdo da Phi_Eo, do Piags e da YRC, nas doses mais altas (Figura 8). A diminui¢do dos
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parametros de fluxo de energia nas doses mais baixas indica que o FS Il é capaz de manter o
equilibrio dos fluxos de energia por meio de uma regulacéo dos centros de reagdes ativos do FS
I1 (SINGH et al., 2018). Paunov et al. (2018), também constataram aumento no valor desses
parametros de fluxo de energia em plantas de trigos sob estresse por Zn, efeito atribuido a
inativacdo de parte dos centros de reacdo do FS Il. Os autores também relataram reducéo na
Fv/Fm, no Piags e da yRC.

Para as plantas tratadas com Cu houve um comportamento distinto, 0 aumento dos
parametros de fluxo de energia por centro de reacdo ocorreu na dose de 40 mg L™, que esta de
acordo com a maior Fo obtida nessa dose e baixos Phi_Eo, Piass € YRC (Figura 9).

Exceto para o controle e na dose mais baixa de ZnO houve danos ao aparato
fotossintético das plantas; em contraste, as plantas tratadas com o CuO apresentaram maiores
danos na dose mais baixa do 6xido, indicando que a dose de 40 mg L™ libera Cu além da

necessidade da planta e do que a planta pode tolerar.

3.4 Conclusoes

A dissolucdo do ZnO é favorecida em condicGes de maior atividade da &gua; para o
CuO, anions complexantes (ex, CI;, Ho,POs e SO4?) devem ser o fator preponderante, isso
indica que esses 0xidos apresentam comportamentos distintos no ambiente aquatico;

A similaridade de efeito entre a fonte NP e comum dos oxidos testados indica auséncia
de efeito especifico da NP sobre a germinacédo, a biomassa, 0 teor, a composicdo mineral e 0
aparato fotossintético;

A partir da dose de 5 mg L de ZnO-NP e 40 mg L de CuO-NP ocorreram danos ao
aparato fotossintético (fotoinibicdo), que resulta em baixa assimilacdo de carbono e,
consequentemente, reducdo na producao de biomassa de feijao-caupi;

O ZnO-NP e o CuO-NP apresentam potencial para serem utilizados como
nanofertilizantes para o cultivo de plantas de feijdo-caupi. No entanto, estudos em doses mais

baixas e em tipos de solos diferentes devem ser conduzidos para constatacdo desse potencial.
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Influéncia de nanoparticulas de ZnO sobre parametros de producéo, status nutricional e
aparato fotossintético de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata)

RESUMO

A maior eficiéncia do 6xido de zinco nanoparticulado (ZnO-NP) no setor industrial é
incontestavel, mas no setor agricola estudos devem ser conduzidos para avaliar seu potencial
de uso como fertilizante para nutricdo de plantas. O objetivo deste estudo foi avaliar doses de
ZnO-NP e ZnO comum sobre o crescimento, a composi¢cao mineral e o aparato fotossintético
de plantas de feijdo-caupi. Os tratamentos compreenderam duas fontes de ZnO aplicadas em
cinco doses (0, 100, 300, 500 e 800 mg dm), com trés repeticdes. O teor de Zn na biomassa
das plantas seguiu a tendéncia de aumento das doses dos 6xidos no solo. O excesso de Zn
reduziu o crescimento e a producdo de biomassa das plantas expostas ao ZnO comum, mas para
0 ZnO-NP houve reducdo somente na dose mais alta. Em média, a biomassa das plantas tratadas
com ZnO-NP foi 19% maior que 0 ZnO. A dose de 100 mg dm proporcionou um leve estimulo
na producdo de biomassa da parte aérea de ambas as fontes, comparadas ao controle. O excesso
de Zn liberado dos Oxidos alterou a composicdo mineral das plantas para os nutrientes Fe, K,
Cu e P. Nas condicGes deste estudo ndo foram observadas alteracbes sobre o aparato
fotossintético das plantas expostas ao ZnO-NP, cujas plantas apresentaram maior eficiéncia
fotoquimica e eficiéncia quantica maxima que a fonte comum. Em doses baixas as fontes de Zn
foram igualmente eficientes na melhoria dos pardmetros de crescimento e na composicao
mineral do feijdo-caupi. Na dose mais alta 0 excesso de Zn promoveu alteragdes no teor de Fe,
K, Cu e P e comprometeu o desenvolvimento das plantas, principalmente, para a fonte de Zn
comum.,

Palavras-chave: Nanofertilizante. Oxido de zinco. Fluorescéncia de clorofila.
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Influence of zinc oxide nanoparticles on production parameters, nutritional status and
photosynthetics apparatus of plants of cowpea (Vigna unguiculata)

ABSTRACT

The higher efficiency of nanoparticulate zinc (ZnO-NP) in the industrial sector is
undeniable, but in the agricultural sector studies should be conducted to evaluate its potential
use as a fertilizer for plant nutrition. The objective of this study was to evaluate doses of ZnO-
NP and ZnO common on growth, mineral composition and photosynthetic apparatus of cowpea
plants. The treatments included two ZnO sources applied in five doses (0, 100, 300, 500 and
800 mg dm®), with three replicates. The Zn content in the biomass of the plants followed the
tendency of increasing the doses of the oxides in the soil. The excess of Zn reduced the growth
and biomass production of the plants exposed to the common ZnO, but for ZnO-NP there was
reduction only at the highest dose. On average, the biomass of plants treated with ZnO-NP was
19% higher than ZnO. The dose of 100 mg dm™ provided a slight stimulus in shoot biomass
production of both sources compared to control. The excess of Zn released from the oxides
altered the mineral composition of the plants to the nutrients Fe, K, Cu and P. In the conditions
of this study no alterations were observed on the photosynthetic apparatus of the plants exposed
to ZnO-NP, whose plants showed higher photochemical efficiency and maximum quantum
efficiency than the common source. At low doses Zn sources were equally efficient in
improving growth parameters and in the mineral composition of cowpea. At the highest dose
the excess Zn promoted changes in Fe, K, Cu and P content and compromised the development
of plants, mainly for the common Zn source.

Keywords: Nanofertilizer. Zinc oxide. Chlorophyll fluorescence.
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4.1 Introducéo

Nanoparticulas (NPs) sdo materiais com pelo menos duas dimensdes entre 1 e 100 nm
(RICO et al., 2011). O tamanho nanométrico condiciona uma alta superficie especifica e
presenca de carga na superficie, determinando uma maior interacdo das particulas entre si (ex.
aglomeracdo e agregacdo) e ao seu redor (SCENIHR, 2006), ao contrario dos materiais
substitutos correspondentes cujo tamanho (maiores que 1 pum) ndo favorece a interacbes com
outros materiais. Com ampla utilizacdo de nanoparticulas no setor industrial, farmacéutico e
comercial, crescem as chances destes materiais entrarem no solo e serem absorvidos pelas
plantas.

O uso de fertilizantes na forma de nanoparticulas tem sido intensamente estudado nos
altimos anos (LI1U; LAL 2014; LIU; ZHANG; LAL, 2016; RUI et al., 2016; KOTTEGODA et
al., 2017) e prevé-se que estes fertilizantes podem ser de uso corrente em futuro proximo. No
entanto, apesar da possibilidade do uso crescente de nanomateriais na agricultura, 0s riscos
associados a entrada desses no ecossistema e sua toxicidade para seres vivos ainda sao pouco
conhecidos.

Os micronutrientes se destacam nos estudos de fontes nanoparticuladas para nutricao de
plantas (MAHAJAN; DHOKE; KHANNA, 2011; PRADHAN et al., 2013; WANG et al., 2013;
RAO; SHEKHAWAT, 2014). Por exemplo, em estudo de germinacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa) expostas a MnO-NP e FeO-NP verificou-se que a taxa de germinacdo e a
elongacio da raiz foram superiores as fontes idnicas (Mn?*, Fe?*) e aos Oxidos convencionais
até a concentracdo de 50 mg L (LIU et al., 2016) mostrando que nem sempre a fonte
nanoparticulada é tdxica e a importancia do conhecimento da dose ideal destes compostos. Em
estudo com ervilhas (Pisum sativum. L) cultivadas em solo Mukherjee et al. (2014) observaram
efeito positivo e similar entre ZnO-NP e ZnO comum (125-500 mg kg*), onde ambas as fontes
promoveram um crescimento radicular duas vezes maior que o controle (sem adicdo do
composto), porém o conteudo de clorofila foi reduzido em mais de 60% para as duas fontes, o
que certamente prejudicaria na producdo das plantas. Em estudo com Fe2O3-NPs (1000 mg kg
1) observou-se efeito semelhante a fonte tradicional (Fe-EDTA) nos parametros de crescimento
e teor de clorofila de plantas de amendoim (Arachis hypogaea), possibilitando a substitui¢éo
do Fe-EDTA, a fim de reduzir a perda de Fe por lixiviacdo que € critica nesses cultivos que sao
realizados em solos arenosos (RUI et al., 2016).

Além da aplicacdo direta ao solo como fertilizante, micronutrientes na forma de
nanoparticulas podem ser absorvidos pelas plantas a partir da disposi¢cdo de materiais. Por

exemplo, ZnO-NP é um dos materiais mais comumente utilizados em cosméticos, téxteis,
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revestimentos industriais, agentes antibacterianos, materiais eletronicos e filtros solares
(WANG et al., 2013). O Zn esta associado ao metabolismo de carboidratos, a integridade da
membrana, a proteinas envolvidas na replicacdo do DNA e a expressao de genes; além disso,
tem funcBes estrutural e catalitica em varias enzimas (STOREY, 2007; BROADLEY et al.,
2012). O excesso de Zn, por outro lado, provoca clorose foliar, inibi¢cdo do crescimento das
raizes e alteragdes no fotossistema Il (BROADLEY et al., 2012). Indiretamente pode provocar
desbalanco no teor de outros nutrientes, por exemplo, em plantas de feijdo (Phaseolus sp)
cultivadas em solo contaminado com Zn o excesso do metal provocou redugdo no teor de Mg,
Fe e Mn, os quais estdo estreitamente a fotossintese (VASSILEV et al., 2011). As faixas de
concentracdo critica de deficiéncia e toxicidade para Zn na maioria das plantas variam de 15 a
20 mg kg? e de 100 até 300 mg kg?, em funcdo da tolerancia da espécie (EPSTEIN, 1965;
EPSTEIN; BLOOM, 2005).

Tal como para os fertilizantes convencionais, é essencial o conhecimento das doses de
Zn na forma de nanoparticulas, bem como as concentragfes equivalentes nas plantas que
promovem aumento de produtividade, melhoria da qualidade do produto agricola e fitotoxidez.
A técnica de fluorescéncia de clorofila € uma ferramenta atil para avaliacdo de plantas
submetidas a doses de micronutrientes (VASSILEV et al., 2011; MARQUES et al., 2014) ou
de elementos toxicos (JINHUA et al., 2009; SILVA et al., 2012).

As variaveis da fluorescéncia de clorofila utilizadas sdo: fluorescéncia inicial (Fo),
fluorescéncia méaxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv = Fm-Fo), e o indice Fv/Fm. O valor de
Fo representa a emisséo de luz pelas moléculas de clorofilas a excitadas, e pode ser alterado por
estresses do ambiente que causam alteracBes estruturais nos pigmentos fotossintéticos do
fotossistema Il (KRAUSE; WEISS, 1991), o valor de Fm € obtido quando o processo
fotoquimico esta operando com eficiéncia e o declinio do indice Fv/Fm infere sobre danos no
aparato fotossintético (BJORKMAN; DEMMIG-ADAMS, 1987). Em mamona (Ricinus
communis L) exposta a Zn em solucdo nutritiva a medida da fluorescéncia de clorofila foi capaz
de indicar alteracGes nas reacdes fotossintéticas mesmo antes do surgimento de sintomas visuais
de fitotoxicidade (MARQUES et al.,, 2014), mostrando ser uma técnica util para o
monitoramento ambiental. Em mudas de videira (Vitis vinifera) cultivadas em solo
contaminado com Zn, o excesso do metal causou efeito negativo nas variaveis de fluorescéncia
de clorofila, que se mostraram boas indicadoras da fitotoxicidade de Zn para esta cultura
(ZALAMENA et al., 2015).

Dado o potencial para uso futuro de fertilizantes na forma de nanoparticulas, o presente

trabalho objetivou avaliar doses de ZnO nas formas comum e de nanoparticulas (NP) aplicadas
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em solo cultivado com feijdo-caupi (Vigna unguiculata). Parametros de crescimento, avaliagcdo
do status nutricional e alteragcdes no aparato fotossintético foram utilizados para comparar 0s

efeitos das duas fontes e das doses utilizadas sobre as plantas.

4.2 Material e Métodos

Para utilizag&o no experimento, o solo foi coletado na camada de 0-20 cm, secado ao ar,
destorroado e passado em peneira com malha de 4 mm de abertura. Para caracterizacdo quimica
e fisica (EMBRAPA, 1999), foi utilizada uma amostra de solo peneirada a 2 mm e que
apresentou os seguintes resultados: pH (H20) 6,0; matéria organica (MO) 20,5 g dm; P
(Melich-1) 29,4 mg dm; Ca 4,33 cmol. dm®; Mg 1,20 cmole dm?; K 0,15 cmolc dm™®; H + Al
4,63 cmol. dm; Zn disponivel (Mehlich-1) 3,37 mg dm; Zn ambientalmente disponivel
(USEPA, 1998) 9,47 mg kg*; e 700, 260 e 40 g kg de areia, silte e argila, respectivamente.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, no esquema fatorial 2 x 5,
com trés repeticbes. Os tratamentos compreenderam duas fontes de ZnO (comum e
nanoparticulado) aplicadas em cinco doses (0, 100, 300, 500 e 800 mg dm). As fontes foram
homogeneizadas em um volume de 5 dm3 de solo seco, ao qual foram adicionados 250 mg kg~
1de N, 240 mg kg™ de P, 150 mg kg™ de K, e 100 mg kg* de S, na forma de NH4SO2, NHsH2PO4
e KNOs; os micronutrientes Fe (FeSO4.7 H20), Mn (MnCl,.4H20), B (H3BOs), e Mo
(NazM004.2H,0) foram aplicados nas concentrages de 2, 4, 1, e 0,2 mg kg, respectivamente,
todos na forma de solucdo. Os vasos foram cultivados com sementes de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp. — variedade Miranda IPA 207), mantendo-se duas plantas por vaso.
Apos 110 dias as plantas foram colhidas, separadas em raiz e parte aérea, secadas a 65°C por
72h, pesadas e trituradas em moinho de facas.

A digestdo do material vegetal foi realizada pelo método EPA 3051 em forno de micro-
ondas (USEPA, 1998); para controle de qualidade foi utilizado uma amostra de referéncia para
teores de Zn em folhas de espinafre (NIST 1570a). Para avaliacdo do status nutricional das
plantas foram determinados no extrato digerido os teores de Zn, Fe, Cu e Mn por ICP-OES, P
por colorimetria e K por fotometria de chama. O teor de N foi determinado por titulacdo apds
digestdo sulfurica do material (EMBRAPA, 1999).

Para avaliar os danos ocasionados pelo Zn ao aparato fotossintético, foram utilizados a
emissdo de fluorescéncia de clorofila e o teor de clorofila a, clorofila b, carotenoides e
xantofilas. As avaliacdes foram realizadas no foliolo central da terceira folha superior
totalmente expandida, 75 dias apos semeadura. Apos 30 min de adaptacdo das folhas ao escuro,

foram obtidos os valores da fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm), variavel (Fv) e capacidade
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fotoquimica do fotossistema Il ou eficiéncia quantica (Fv/Fm) por meio de fluordmetro portétil
(FluorPen, model FP100, Photon Systems Instruments).

A mesma folha utilizada para determinacdo da fluorescéncia foi usada para
determinagdo dos pigmentos - clorofila a, clorofila b, carotenoides e xantofilas
(LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001). A extracédo foi realizada em acetona 80% por
24h, a leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotdometro, sendo o teor de clorofilas
determinado ap0s aplicacdo das seguintes equacades:

Cla = 2,25A663,2 — 2,79A646,8

em que,

Cla — clorofila a, pug mL™;

Ass3,2 — absorvancia no comprimento de onda de 663,2 nm;

Ass6,8 - absorvancia no comprimento de onda de 646,8 nm.

Clb = 21,50.4646,8 — 5,10. 4663,2

em que,

Clb — clorofila b, ug mL™;

Ass6,8— absorvancia no comprimento de onda de 646,8 nm;

Ase32 - absorvancia no comprimento de onda de 663,2 nm.

C+X =

(1000.A470 —1,82.Cla — 85,02. Clb)
198

Em que,

C+X — carotenoides e xantofilas, pug mL™;

AA470 — absorvancia no comprimento de onda de 470 nm;
Cla - clorofila a, pug mL™;

Clb - clorofila b, pg mL™.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia.
Modelos de regressao linear e ndo linear foram ajustados as variaveis analisadas em funcdo dos
tratamentos. O coeficiente de determinagdo (R?) foi utilizado como critério de melhor ajuste,
ao nivel de significancia de 5% de probabilidade. Os valores médios das variaveis foram
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05) em funcdo dos tipos de éxidos (comum e
nanoparticulado). Todo procedimento estatistico foi realizado utilizando o software Sisvar

(versdo 5.3).
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Crescimento e producéo de biomassa
A altura das plantas diminuiu de forma significativa (p<0,05) com o aumento da dose

de ZnO aplicada ao solo, para ambas as fontes (Figura 1).

Altura eC o NP
160 e
................. $(NP) = -0,0728x + 148,47
@ el 2 = 0f*
o & T ol R2=0,72%
/é\ ..................
\(__J/ ...........
S & e <
3 $(C) = -0,0951x + 147,29 '
< R2 = 0,89%*
40
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800
ZnO, mg dm-3

Figura 1. Altura (cm) das plantas de feijdo-caupi cultivadas em solo sob doses de ZnO comum (C) e
nanoparticulado (NP)
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Figura 2. Biomassa da parte aérea de plantas de feijdo-caupi cultivadas em solo, sob doses de ZnO comum (C) e
nanoparticulado (NP)
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Figura 3. Biomassa radicular de plantas de feijdo-caupi cultivadas em solo, sob doses de ZnO comum (C) e
nanoparticulado (NP)

O efeito toxico sobre a altura das plantas expostas ao ZnO-NP so foi verificado na dose
de 800 mg dm?® (Figura 1). A producdo de biomassa das plantas expostas a fonte
nanoparticulada ndo foi alterada de forma significativa (p>0,05) (Figura 2). Similarmente,
plantas de soja (Glycine max) cultivadas em solo contaminado com ZnO-NP ndo apresentaram
diferenca na producdo de biomassa, comparadas ao tratamento sem adicdo do Oxido
(PRIESTER et al., 2012). Para 0 ZnO comum foi observado uma reducédo de 32% na biomassa
da parte aérea, em comparacgdo da dose mais alta ao controle.

Diminuicdo do crescimento e da producdo de biomassa de plantas em condicbes de
excesso de Zn é um comportamento comum (JAIN et al., 2010; GUIMARAES et al., 2010;
LIMA NETO; NATALE; MODESTO, 2015), devido a inibicdo da divisdo celular e do
alongamento (ALLOWAY, 2012) e ao efeito competitivo do Zn com Fe e Mn prejudicando
reacdes enzimaticas ativadas por estes metais (MARSCHNER, 2012).

Em média, a producéo de biomassa da parte aérea das plantas expostas ao ZnO-NP foi
19% maior do que 0 ZnO comum. Na dose mais baixa (100 mg dm) foi observado um pequeno
estimulo na producdo de biomassa da parte aérea de ambas as fontes (Figura 2), provavelmente,
a esta dose a quantidade de Zn dissolvida ajustou a concentracdo de Zn disponivel no solo a um
patamar ideal para o desenvolvimento das plantas de feijdo-caupi. Nas doses mais elevadas
(500 mg dm=e 800 mg dm™) a producio de biomassa da parte aérea com o ZnO-NP foi 41% e
67% maior que a fonte comum, respectivamente (Figura 2). Esse comportamento pode estar

relacionado ao menor teor de Zn encontrado nas plantas nestas doses com a fonte
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nanoparticulada, as quais foram cerca da metade do encontrado nas plantas supridas com ZnO
comum (Figura 1).

A biomassa radicular ndo foi influenciada pelas doses e fontes adotadas, mas houve
efeito significativo da interacdo dose x fonte. Novamente, a dose de 100 mg dm= de ZnO-NP
promoveu uma producdo de biomassa radicular 46% maior que a fonte comum. Na dose mais
elevada o incremento foi de 28%. Demonstrando que ZnO-NP foi mais eficiente no suprimento
de Zn nas doses mais baixas e ndo apresentou sintomas de fitotoxicidade nas doses mais

elevadas.

4.3.2 Absorcéo de Zn pelas plantas

As doses de ZnO aplicadas, independentemente da fonte, propiciaram teores crescentes e
similares de Zn disponivel no solo, os quais variaram de 0,96 a 130,55 mg kg™ para o ZnO
comum e de 1,35 a 144,55 mg kg™para 0 ZnO-NP. O teor de Zn na biomassa das plantas seguiu

a tendéncia de aumento das doses de ZnO no solo (Figura 4).
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Figura 4.Teor de Zn no tecido da parte aérea e radicular de Vigna unguiculata exposta a ZnO comum e
nanoparticulado

Até a dose de 300 mg dm? a taxa de absorcdo de Zn foi similar entre as fontes,
provavelmente, o teor no solo seguiu a mesma tendéncia. A taxa de dissolu¢do de ZnO comum,
micro e nanoparticulado foi determinada por alguns autores (LEE et al., 2010; DIMKPA et al.,
2011), que verificaram uma certa semelhanca no teor de Zn soltvel quando as concentracfes
eram mais baixas e nas concentragOes altas a fonte nanoparticulada apresentava maior

solubilizacéo.
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A partir da dose 300 mg dm, a concentragdo de Zn foi maior nas plantas submetidas
a0 ZnO comum em relacdo a fonte nanoparticulada (Figura 4). Na dose de 500 mg dm=e 800
mg dm? o teor de Zn foi 25% e 37% mais elevado para 0 ZnO comum que 0 ZnO-NP,
respectivamente. E provavel que a taxa de dissoluc&o do ZnO-NP tenha ocorrido de forma mais
rapida que a fonte convencional devido a maior reatividade destas particulas, imposta pela alta
area de superficie especifica (AUFFAN et al., 2009; LEE et al., 2010), e que o Zn liberado em
solucéo tenha precipitado com o P (H.PO4?) fornecido para nutricdo do feijoeiro, reduzindo
tanto a disponibilidade de Zn, quanto a de P, para absorcéo pelas plantas, o fato pode ser
confirmado pela reducéo significativa do teor de P na biomassa radicular das plantas (Tabela
1). Em um estudo sobre a cinética de dissolucdo de nanoparticulas de ZnO na presenca e
auséncia de fosfato Lv et al. (2012) constataram que o Zn liberado a partir da dissolucdo do
ZnO-NP rapidamente reage com o P em solucdo para formar Znz(POs)., reduzindo tanto o teor
de Zn quanto o de P da solucdo.

Enquanto que a taxa de dissolugdo do ZnO comum é mais lenta que a nanoparticulada,
nesta fonte também deve ter ocorrido precipitacdo de Zn por P mas em menor quantidade. Em
um estudo de investigacdo de Oxido de metais nanoparticulados sobre o desenvolvimento de
Arabidopsis thaliana verificou-se que a concentracdo de Zn liberado da dissolucdo de ZnO
nanoparticulado (45 nm) foi 3 vezes maior que 0 ZnO microparticulado (820 nm) na dose de
4000 mg L do produto (LEE et al., 2010), mostrando a influéncia do tamanho da particula na
reatividade e taxa de dissolucdo do produto.

A absorcéo de Zn pelas raizes das plantas tratadas com ZnO-NP também pode ter sido
reduzida por uma provavel aglomeracédo do produto na regido da parede celular, apoplastica e
na endoderme das raizes. Varios autores observaram este comportamento em plantas expostas
a nanoparticulas (LIN; XING, 2008; LEE et al., 2010, ZHANG et al., 2013, 2015). Mas somente
Asli e Neumann (2009) mediram a condutividade hidraulica e o didmetro dos poros da parede
celular de plantas de milho cultivadas em solug¢do nutritiva com suspensdo coloidal de
nanoparticulas de TiOz e bentonita, os autores relataram reducéo no valor desses parametros e

atribuiram essa reducdo a obstrucdo das raizes na regidao apoplastica.

4.3.3 Composicdo mineral das plantas

A aplicacdo de ZnO comum e NP ao solo ndo promoveu desequilibrio no teor de
nutrientes na parte aérea das plantas. Excec¢éo ao teor de Fe, que reduziu de forma significativa,
e o teor de K, que aumentou linearmente (p<0,05), Tabela 1. A reducdo no teor de Fe,

provavelmente, foi devido ao efeito de competi¢cdo com Zn.
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Tabela 1. Equacéo de regressio ajustada do teor de nutrientes (mg kg™) na parte aérea e na raiz
de planta de feijao-caupi expostas a doses de ZnO nanoparticulado (NP) e comum (C)

Nutriente Equacéo de regressdo ajustada R?

K parte aérea NP ¥ =0,0045x + 9,0226 0,96*
K parte aérea C ¥ =0,0112 + 9,4325 0,88*
Fe parte aérea NP ¥ =-0,0363x + 85,696 0,31*
Fe parte aérea C ¥ =0,0002x2 - 0,1253x + 81,886 0,94*
P raiz NP 9= -5.105x + 0,1442 0,73*
PraizC $=-9.10°x + 0,176 0,77*
Curaiz NP 9 = 4.10°x2 - 0,0504 + 29,375 0,69*
CuraizC 9 =10"x2-0,0079 + 23,5 0,21*

NP, fonte nanoparticulada; C, fonte comum. *= significativo a 5%.

Em condigdes de excesso de Zn a absorcdo de Fe é reduzida, pois ambos sdo cations
divalentes e micronutrientes requeridos em maiores quantidades pelas plantas. Resultados
semelhantes foram observados em outros trabalhos (MUKHERJEE et al., 2014; MARQUES et
al., 2014). Por exemplo, o teor de Fe em plantas de feijdo foi reduzido pela metade apos
exposicdo das plantas a 500 pmol L™ de Zn e que essa reducéo interferiu na producdo de
clorofila (VASSILEV et al., 2011). Essa reducédo no teor de Fe pode prejudicar as reacOes de
oxirreducdo da fotossintese, pois 80% do Fe na planta se encontra nos cloroplastos,
prejudicando principalmente o fotossistema Il (HANSCH; MENDEL, 2009; MARQUES et al.,
2014). O efeito positivo sobre 0 K deve estar relacionado ao papel que 0 Zn exerce no controle
da absorcdo de K pelas células guarda nas folhas (SHARMA; TRIPATHI; BISHT, 1995;
SUBBA et al., 2014), o aumento do teor de Zn foliar permitiu um aumento na absorcdo e
acumulacdo de K na biomassa da parte aérea.

Na raiz, os teores de Cu e P foram significativamente reduzidos em funcdo da aplicacao
do ZnO (Tabela 1). Para o Cu, assim como discutido para Fe, deve ter ocorrido efeito antag6nico
entre os elementos. Para o P, a reducdo do teor na raiz deve estar relacionada a diminuicdo do
teor de P disponivel no solo pela precipitacdo com o Zn soluvel. Alguns trabalhos na literatura
relatam que apos a dissolucio do ZnO nanoparticulado o fon Zn?* reage com anions de P
(H2PO4™1; HPO4 %) convertendo o P soltvel em fosfato de zinco (LV et al., 2012).

4.3.4 Fluorescéncia de clorofila e pigmentos
A emissdo de fluorescéncia de clorofila foi utilizada para avaliar possiveis danos ao
aparato fotossintético das plantas. Verificou-se efeito significativo para a interacédo fonte x dose

nas varidveis Fo e Fm. Na dose de 800 mg dm™ a Fo e Fm do tratamento com ZnO-NP foi 31%
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e 41% maior que na fonte de ZnO comum, respectivamente (Tabela 2), indicando maior
eficiéncia do processo fotossintético. Em mudas de videira cultivadas em solo com diferentes
concentragdes de Zn também foi possivel verificar danos ao aparato fotossintético das plantas
por meio das variaveis Fo e Fm, que se mostraram boas indicadoras do nivel de estresse causado
pelo Zn nessa cultura (ZALAMENA et al., 2015). Em aveia preta cultivada em solo agricola
contaminado com Zn e Cu (metais utilizados em pesticidas) também foi verificado reducéo da
Fo e Fm resultando em declinio da eficiéncia fotoquimica (TIECHER et al., 2016).

A eficiéncia quantica maxima, Fv/Fm, obtida no tratamento com ZnO foi inferior & do
ZnO-NP (Tabela 2), confirmando maiores danos ao aparato fotossintético das plantas expostas
ao ZnO. Segundo Bjorkman & Demmig-Adams (1987), o indice Fv/Fm entre 0,754-0,896 ¢
tipico de plantas Cs saudaveis; para plantas de Vigna marina o valor obtido foi de 0,830. Neste
estudo somente as plantas expostas a ZnO comum a partir da dose de 300 mg dm obtiveram
indice inferior ao valor ideal, resultando em perda de eficiéncia fotoquimica, nesta dose as

plantas ndo apresentaram sintomas visuais de toxicidade.

Tabela 2. Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia méaxima (Fm) e indice de eficiéncia
fotoquimica de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) cultivadas em solo sob doses de
ZnO comum (C) e nanoparticulado (NP)

ZnO Fo Fm Fv/Fm
mg dm* C NP C NP C NP
0 7054,5 7098,0 32792,7 30777,3 0,77 0,77
100 7065,7 7299,0 31286,3 29396,3 0,77 0,77
300 7786,0 6697,3 34591,3 28772,3 0,74 0,77
500 74127 7737,0 28653,0 30733,3 0,74 0,75
800 6336,5 8323,0 247325 34895,0 0,74 0,77
CV % 5,72 8,47 5,28
Dose (D) 0,3341 0,4825 0,7636
Fonte (F) 0,0642 0,6018 0,3976
DxF 0,0001 0,0006 0,8613

Essa perda de eficiéncia fotoquimica das plantas expostas ao ZnO comum esta
relacionada ao maior teor de Zn encontrado na biomassa da parte aérea nas doses mais elevadas
e, consequentemente, ao efeito toxico sobre a biossintese de clorofila a que foi reduzida em
22% comparada ao controle (p<0,05), tabela 3; enquanto que a adicdo de ZnO-NP ndo
influenciou no teor de clorofila a. Em plantas de tomate tratadas com diferentes doses de Zn
também foi verificado reducdo do teor de clorofila a em funcéo do excesso de Zn em solucéo

nutritiva, que prejudicou o desenvolvimento das plantas (CHERIF et al., 2010). Esse declinio
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estad associado a capacidade do Zn deslocar o Mg da molécula de clorofila (MARSCHNER,
2012). De forma geral, o teor de clorofila a foi 13% maior (p<0,05) para a fonte ZnO-NP,
comparada a fonte comum (Tabela 3). Para clorofila b o tratamento com ZnO-NP foi 24% maior
que o ZnO (Tabela 3). Na dose de 800 mg dm™ o teor de clorofila b no tratamento com ZnO-
NP foi 58% superior a fonte comum. Esses resultados mostram que o ZnO-NP, nas doses
testadas, ndo promoveu alteracdes no aparato fotossintético das plantas, revelando potencial
para fertilizacdo do solo com Zn e nutricdo de plantas de V. unguiculata, mas, ainda se faz
necessario estudos que avaliem os possiveis riscos a sade humana provenientes da ingestao

destes produtos.

Tabela 3. Teor de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e carotenoides e xantofilas (car+xant), mg
g, em folhas de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) cultivadas em solo sob doses de
ZnO comum (C) e nanoparticulado (NP)

Zn0O Cla Clb Car+xant.
mg dm3 C NP C NP C NP
0 0,9 1,2 0,4 0,5 0,2 0,3
100 15 1,3 0,5 0,5 0,3 0,3
300 1,1 1,2 0,4 0,5 0,3 0,3
500 1,1 1,0 0,4 0,4 0,2 0,3
800 0,7 1,3 0,2 0,5 0,2 0,3
Média 1,1 1,2 0,4 0,5 0,2 0,3
CV% 16,0 18,0 19,0
Dose (D) 0,0063 0,0886 0,0202
Fonte (F) 0,0374 0,0027 0,0313
DxF 0,0065 0,0124 0,5558

4.4 Conclusdes

Em doses baixas (100 mg dm) ambas as fontes de ZnO promovem a nutri¢do de Vigna
unguiculata e melhoram os parametros de crescimento;

O excesso de Zn na planta promoveu alteraces no balanco de nutrientes (K, Fe, P e Cu)
que pode ter prejudicado o pleno desenvolvimento das plantas;

Né&o foram observadas alteracfes no aparato fotossintético das plantas expostas a ZnO-
NP, mostrando potencial para uso como fertilizante do solo.

O ZnO comum promoveu fitotoxicidade a V. unguiculata nas doses superior a 300 mg

dm, devido ao maior teor de Zn no tecido das plantas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O emprego da nanotecnologia ainda é muito incipiente em todos os setores industriais,
inclusive no setor agricola; contudo, os investimentos crescem a cada ano, aumentando as
expectativas de melhorias nessas aéreas. O uso de nanofertilizantes na agricultura deve
promover a nutricdo de plantas com maior eficiéncia que os fertilizantes convencionais, com
menor toxicidade e perdas por lixiviagdo. O ZnO-NP e o CuO-NP apresentam potencial para
nutricdo de plantas de feijdo-caupi, mas estudos com taxas de aplicacdo mais baixas e em
diferentes tipos de solos devem ser realizados para melhor diferenciar as taxas de aplicacéo

agrondmica entre as fontes convencional e nanoparticulada.



