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RESUMO

A nanotecnologia € um campo emergente na ciénciaaeengenharia,
apresentando impactos significativos sobre a ec@osociedade e meio ambiente.
Atualmente, os materiais em nanoescala sédo utiiza&dn diferentes areas, tais como
eletrbnica, biomédica, farmacéutica, cosmeético, rggae ambiente, produtos e
aplicacdes de materiais. Contudo, a producdozagi#io e eliminagcdo dos nanomateriais
conduzirdo inevitavelmente a sua liberacdo pardanssiera, agua e solo e ainda
existem inumeras incertezas sobre os efeitos echopalesses materiais no meio
ambiente. Neste contexto, o presente trabalho iebjeivaliar, via fluorescéncia
induzida por luz laser, os efeitos e alteracéesngmeparticulas metalicas (ouro e prata)
podem induzir nas atividades fotossintéticas detptade soja. A fluorescéncia da
clorofila é uma técnica precisa e ndo-destrutivatgem se mostrado eficaz no estudo da
eficiéncia fotossintética, indicando direta ou rethmente, os reflexos dos impactos de
fatores ambientais e as consequentes mudancastaun dsioldgico das plantas. A
alteracdo na emisséo da fluorescéncia da clo@#atre 600 e 800 nm, com excitagédo
em 405 e 532 nm, foi monitorada para estudar o®efmduzidos pela penetracao das
nanoparticulas nas sementes e nos tecidos da prantso. Os resultados obtidos
mostraram uma supressao na fluorescéncia da ¢forafipresenca das nanoparticulas
metalicas e sugerem que as nanoparticulas forawrvadss e transportadas pelas
plantas.

Palavras-chave:Espectroscopia de fluorescéncia, planta, clorafigaoparticula, ouro,

prata, supressao.
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ABSTRACT

Nanotechnology is an emerging field in science t@&atinology, with significant
impacts on the economy, society and environmenivad@ays, nanoscale materials are
used in different areas such as electronics, biozakdpharmaceutical, cosmetics,
energy, environment, products and materials apgics. However, the production, use
and disposal of nanomaterials will inevitably letadtheir release to the atmosphere,
water and soil and there are still several unaeatitss about the effects and impacts of
these materials into the environment. In this cdantéhe present study aimed to
investigate the interaction between soybean plants metal nanoparticles (gold and
silver) by using fluorescence spectroscopy. Therophyll fluorescence is a precise
and non-destructive technique which has been ugeedvaluate the photosynthetic
efficiency, indicating directly or indirectly, theffects of the impacts of environmental
factors and changes in plant physiological stafte. chlorophyll emission in the range
600 and 800 nm when excited at 405 and 532 nm veestoned to evaluate the effects
induced by penetration of nanoparticles in the semad plant tissues in vivo. The
results showed a suppression of chlorophyll flucgese in the presence of metal

nanoparticles and suggest that nanoparticles vim@rlded and carried by the plant.

Keywords: Fluorescence spectroscopy, plant, chlorophyll,oparticle, gold, silver,
quenching.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO
1.1 Um Breve Historico da Nanotecnologia

Nos ultimos anos, as pesquisas em materiais nantgatlos proporcionaram
um grande avanco tecnoldgico em diversas areasctano medicina, farmacéutica,
cosmeética, téxtil, automobilistica, agricola, emduras [1]. O precursor do conceito da
nanotecnologia foi o fisico Richard Feynman (PréMabel de Fisica em 1965) que,
apesar de nao utilizar esse termo, discutiu acxgdéia de manipulacdo da matéria ao
nivel atdmico, ao proferir uma palestra intituldti& muito espaco la embaixo’, no
encontro anual da Sociedade Americana de Fisic2%de dezembro de 1959. Desde
entdo, 0s progressos no campo da nanociéncia aanaplicagdes praticas apresentam
um ritmo intenso e incessante [2].

Na base de dados do Instituto de Informacdes @madi(ISI, na sigla inglesa),
0S termos nanotecnologia, nanociéncia e nanomiatéoi@m incorporados aos textos
académicos a partir de 1987. De fato, na décad®deom a sofisticacdo das técnicas
de microscopia, a fabricacdo de modernos microeségios trabalhos de Kim Eric
Drexler, assinalou-se 0 momento da divulgacdo dbtsngiais usos revolucionarios das
nanotecnologias. A visualizagcdo e a manipulacdata®os individuais foram a grande
novidade neste periodo histérico. A possibilidag®dyanizar artificialmente os atomos
e moléculas propiciou a miniaturizacdo de objetos producdo de materiais mais
resistentes [3]. Em 1989, o fisico norte-americ®unald Eigler e colaboradores,
pesquisadores de uma das maiores empresas de edonggt a International Business
Machines (IBM), foram capazes de produzir um Iggotreunindo 35 atomos de
Xenobnio depositados sobre uma superficie de prafiazando um microscopio de
tunelamento, como mostrado na Figura 1. A alturketia I, formado por nove atomos

de Xendnio, € da ordem de 5 nm [4].



Figura 1: Logotipo da IBM produzido por Donald Eige colaboradores em 1989 [4].

Nos anos 90, as nanotecnologias destacaram-se éoes estratégica de
investimentos em pesquisas basicas sendo tambémegadps no setor industrial.
Essas novas tecnologias foram as responsaveipmeara do controle de processos,
produtos, materiais e substancias, interferindmiteantemente na economia mundial
[5].

A grande competitividade capitalista € um dos adtima disseminagédo do uso
das nanotecnologias. Neste contexto, pesquisagzawaé sobre a aplicacdo das
nanotecnologias em produtos industriais de divesstares ainda motivam incertezas
sobre os verdadeiros beneficios ou possiveis rogfem relacdo a utilizacdo dessas
inovacdes [6]. Dessa maneira, cabe a sociedadetireficerca do uso das
nanotecnologias e sua possivel influéncia em umaugdo na vida humana. Os reais
Impactos econdmicos, ambientais e sociais da ades&ta nova tecnologia devem ser
discutidos [3].

1.2 Algumas Aplicac6es dos Nanomateriais

Os avancos na nanociéncia tém levado ao desenwitonde uma grande
quantidade de novos produtos de consumo que camenhanomateriais e,
consequentemente, houve um grande aumento na pmdug massa e volume de
diversos tipos de nanoparticulas (NPs). A prata) (&pn nanoparticulas tém sido
estudada vastamente, em grande parte, devido asse$sitos antimicrobianos [7].
Estas propriedades proporcionam uma ampla variedadaplicacdes comerciais das
NPs de prata, refletindo em um aumento significaetsua producéo e da consequente

eliminacdo ao meio ambiente [8, 9].



Uma das aplicag6es das nanoparticulas represemeasgeracao de tecnologias
de recuperacdo ambiental que poderia fornecer Gedude baixo custo a alguns dos
mais desafiadores problemas de limpeza ambientaticBlas em nanoescala tém
grandes areas de superficie e elevada reatividéelecendo uma enorme flexibilidade
para aplicacdem situ. Pesquisas tém mostrado que as particulas em stat@esdo
muito eficazes para a transformacgédo e desintoxicagh uma grande variedade de
contaminantes ambientais comuns, tais como solvantgnicos clorados e pesticidas
organoclorados [10].

No setor agro-alimentar a nanotecnologia tem onptdé para revolucionar o
sistema global. Novos sistemas de seguranca aggimlalimentares, métodos de
entrega de tratamento da doenca, ferramentas bgiionolecular e celular, sensores
para deteccdo de patdgenos, pesticidas, matedagsnthalagem e protecdo ambiental
sao exemplos do impacto positivo que a nanotecreofmgferia trazer sobre a ciéncia e
engenharia dos sistemas agricolas e alimentares3]1Na Tabela 1 é apresentada uma
sintese das aplicacbes da nanotecnologia nesse Geino um exemplo, pode-se citar
as NPs de prata que sédo utilizadas na conserva;@oodutos alimentares devido ao

seu efeito anti-bacteriano.



Tabela 1Aplicagdes de nanoparticulas no setor agro-alimektadificado da referéncia [12].

Setor Aplicacao Nanotecnologia Funcao
Nano-spray de produtos Identifica e colore
alimentares micro-organismos

Nanosensores Detecggo de
. . . contaminantes,
Dispositivos portateis . .
microtoxinas e
microorganismo
Producgéo Nano-emulsdes, Aumento da
Agricola Pesticidas encapsulados solubilidade em agua

Liberacdo por nano-casulas  Tratamento localizado
Remocéo de
contaminantes
Remocéo, catalisacéo,
NPs oxidacéo de
contaminante

Filtro com nano-poros

Purificacdo e limpeza da
agua e solo

. . : " A1 Grande area de
~ Producgéo de Alimentos Dispositivos nano-ceramica . :
Producéo e Superficie reativa
processamento Refrigeradores, recipientes

de alimentos | de armazenamento,

NPs incorporadas de prata

. S b eRevestimento
ocasionalmente de 6xido de

equipamentos de Zinco " anti - bacteriano
preparacao de alimentos
Produtos alimentares Spray de NPs de prata Acé@dbateriana

Deteccdo de
deterioracdo e

Sensores incorporados monitoramento das
condicdes de
x armazenamento
Conservacao -
Embalagens Aumentar propriedades
NPs incorporadas de barreira, resisténcia
dos materiais
Oxigenacao, prevencad
NPs incorporadas Ativas | do crescimento de
patégenos
- . Aumento da absorgéo
. NPs metélicas coloidais g
Alimentos de metal desejavel
funcionais, Suplementos / aditivos Sistemas de entrega " Nanp Proteger a entrega do
consumo clusters " contetido

Nutrientes nanoparticulados  Maior captacao

Outros materiais nanoparticulados bastante utitizath nanotecnologia sédo o
dioxido de titanio (TiQ) e o oOxido de zinco (ZnO). Ambos tém sido usados e
produtos como protetores solares, produtos farni@o8Le em revestimentos protetores
contra a radiacdo ultravioleta [14, 15]. Com a ampgbhma de aplicacdo dessas
particulas, o seu descarte no meio ambiente ementracfes cada vez maiores sera
inevitavel [8]. Entre os anos de 2005 e 2010, antidade de produtos que empregam a

nanotecnologia aumentou de 54 para 1015. Como tadsul a quantidade de



nanomateriais que estdo entrando nos fluxos deduesi esta aumentando

progressivamente [9].
1.3 Estudos das Implica¢es do Uso de Nanomatesi@m Areas Diversas

As nanoparticulas, embora sendo do mesmo elemeitaiop, comportam-se
de forma distinta em relacdo as particulas maioees, termos de propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas. Portanto, o tamatd@articula € de suma importancia
em relacdo aos efeitos que podem produzir, porquam natureza das interacdes das
forcas entre as moléculas do material e assimraadeimpactos que estes processos ou
produtos nanotecnoldgicos podem causar ao meioeatgbia salde humana e a
sociedade como um todo [12].

Algumas pesquisas tém sido realizadas no sentidentender os processos,
interacdes e a toxicidade de nanoparticulas deedifes materiais em varias areas do
conhecimento. Estudos mostram que particulas corargides nanométricas (<100 nm)
podem modificar as propriedades fisico-quimicasnaberial (por exemplo, realizando
feitos extraordinarios de condutividade, reativilad sensibilidade o6ptica) [16].
Portanto, tais materiais podem gerar efeitos biotégadversos nas células vivas.
Estudos tém demonstrado a toxicidade de nanoplagicamo o fulereno, nanotubos de
carbono e oxidos metalicos para células humanasérims e roedores [17-21]. Um
estudo pioneiro demonstrou que fulerenos nao reesseéxercem um estresse oxidativo
causando uma severa peroxidacao lipidica no tetddoérebro de peixe, um possivel
impacto negativo dos nanomateriais na saude desisrgos aquaticos [22-23].

O diéxido de titanio (TiQ) em dimensbes nanométricas é fabricado em grandes
quantidades para uso em uma ampla gama de apkcaip@uindo a fabricacdo e
pigmentacdo de cosmeéticos. Apesar do, & quimicamente inerte, as nanoparticulas
de TiQG, podem causar efeitos negativos a saude, comorcdndeato respiratério em
ratos. No entanto, os mecanismos envolvidos natgeocaade e carcinogenicidade
induzida por TiQ ndo foram claramente definidos e sdo pouco esbtsdadivo. Um
estudo realizado em camundongos selvagens investggenotoxicidade, o dano
oxidativo ao DNA e inflamag¢fes induzidas por namtipalas de TiQ. Os resultados
mostraram que as nanoparticulas de; fifdovocaram quebras da cadeia dupla do DNA

e também inflamacbes, possivelmente causadas porm@ranismo genotoxico



secundario associado a um estresse oxidativo.rortaado o crescente uso de
nanoparticulas, estes resultados levantam preo@epapbre riscos potenciais a saude
associados a exposicao de nanoparticulas [24]

A Tabela 2 apresenta os sintomas causados por adgymarticulas em
determinados organismos. Particulas de Zn, por pikemie 58 nm em dose de 5 g / kg,

podem provocar letargia, vomito, diarréia e atémeea morte em ratos [25].

Tabela 2Toxicidade das nanoparticulas. Modificado da refgeg[23].

Particula Tamanho Dose Organismo Sintoma Referénca
Zn 58 £ 16 nm 59/kg Ratos Iagtargla, vomitos, [25]
iarréia e morte
Letargia, vOmitos
Zn 1,08 +0,25um | 5g/kg Ratos e diarréia [25]
Células
ZnO 19-36 nm >15mg/L humanas e | Morte [17]
de roedores
ZnO Chorume em p§ 5,4-45,5mg/ mL Bacter!as Inlblgao do [26]
(E. coli) crescimento
Célula do N&o houve efeito
Al 30 nm 0-250 mg /L figado de o [18]
significativo
rato
Célulado | Prminuicao da
Al 103 nm 0-250 mg /L 1;|ag£do de mitocondrial de [18]
250 mg /L
Cinco Inibicédo do
Al,O3 13 nm 2000 mg /L espécies de | alongamento [27]
plantas radicular
Al,O3 Chorume em pd| 62,5-250 mg / mL(BEan;ri;as Sem efeito [26]
Nanotubos . . Macrofagos P
de carbono Indisponivel 5mg/L de ratos Citotoxicos [21]
Nanotubos 10-20 nm 3,06 g/chm Macrofagos Citotoxicos [19]
de carbono alveolares
Nanotubos Reacoes
d 5-10 nm <5 mg/rato Ratos inflamatérias e [28]
e carbono !
fibrose pulmonar

Um aspecto importante da avaliacdo dos riscos d@s & compreender as
interacbes entre NPs e plantas, um componente de bssencial de todos os
ecossistemas. O impacto das NPs nas plantas degandemposi¢cdo, concentragao,
tamanho e outras importantes propriedades fisidmigas das NPs e das espécies
vegetais. Estudos envolvendo NPs e plantas témradosgjue NPs podem inibir o
crescimento e a germinacao de plantas [23, 27 (18}os estudos revelam que as NPs

podem potencialmente ser absorvidas pelas raizepldatas e transportadas para a



parte aérea através dos sistemas vascular, degkendarcomposicdo, forma, tamanho
da NPs e da anatomia vegetal [6]. Apesar dos cankatos adquiridos através de

alguns estudos anteriores, muitas perguntas peo@mnedo respondidas em relagéo ao
destino e comportamento das NPs em sistemas v&geiiai como o papel da area ou
atividade de superficie das NPs na fitotoxicidadeata potencial de entrada nos tecidos

vegetais vasculares e o papel das paredes celdmmanta na internalizacdo das NPs.

1.4 Fluorescéncia da Clorofila

A fluorescéncia é um fendbmeno 6ptico que ocorreuana molécula apos a
incidéncia de energia luminosa (fétons). Fisicamest fotons absorvidos pela estrutura
eletrénica elevam a energia dos elétrons da maéxdstados quanticos excitados e
menos estaveis. A Figura 2 mostra um diagrama denkki tipico, que ilustra os
estados de energia de uma molécula e as transggiies eles. Para obter maior
estabilidade, a molécula dissipa a energia absorpior processos de decaimento
radiativo e/ou ndo-radiativo. Os processos de demraio radiativo envolvem a emisséo
de fétons, sendo que essa emissdo pode ocorréupeascéncia ou fosforescéncia. Na
fluorescéncia o processo de decaimento possui tedgwovida na ordem de
nanosegundos e a multiplicidade ndo é alteradajaeo, que na fosforescéncia o
tempo de vida é da ordem de segundos e a muldiptiei sofre alteracdo em um
processo denominado cruzamento intersistema. Q=e$80s nao-radiativos ocorrem
por conversao interna, abrangendo vibracdes, resagdranslacées da biomolécula ou
ainda transferéncia de energia para as molécutathais através de colisdes. Devido as

suas caracteristicas a fluorescéncia € conhecida oma “assinatura molecular” [30].
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Figura 2: Diagrama de JablonsKisdo os niveis de energia no estado singlefon@ estado tripletd) é
a constante de Planckw, Vi e vp sdo as frequéncias das radiacbes da absorcioesibémcia e

fosforescéncia, respectivamente. Modificado daréefda [31].

A fluorescéncia da clorofila tem sido utilizada aoma técnica precisa e nao
destrutiva no estudo da eficiéncia fotossintétindicando direta ou indiretamente os
reflexos dos impactos de fatores ambientais e ngadamo estado fisioldégico das
plantas [32]. A eficiéncia fotossintética de muitptantas diminui quando sé&o
submetidas a condi¢gOes de estresse [33, 34]. Rar@arfluorescéncia da clorofila tem
sido usada como um método eficaz para investigamteudo de clorofila em plantas,
identificar classes de plantas e para detectapssstrcausado pela deficiéncia de
nutrientes, agentes poluidores, etc [35].

A luz ultravioleta e visivel (UV-Vis) absorvida pel folhas verdes pode induzir
duas regides distintas de fluorescéncia: as ensgs®daixa de comprimentos de onda
entre 400 e 600 nm, que esta associada a variosofitwos, tais como acidos
hidroxicinamicos, flavonais, isoflavonas, flavansra acidos fendlicos; e entre 600 e
800 nm quejn vivo, é produzida apenas pela clorofda(Chla) [36] . Nesta regiao,
entre 600 e 800 nm, a maioria da fluorescéncia, s@rimos em 685 e 735 nm, é
emitida pela Cld presente no fotossistema Il (PSIl) em temperatumdiente. No
entanto, uma pequena contribuicdo de fluorescé&wiéotossistema | (PSI) na faixa

entre 710 e 720 nm tem sido relatada [36].



Uma vez que a fluorescéncia emitida ao meio ambipata clorofila da folha
depende da concentracdo de clorofila na amostra eaptura de fétons pelos
fotossistemas, pode-se dizer que estudar a flugmewsc da clorofila implica estudar,
indiretamente, os estados dos aparatos fotosswdgétia planta, e dessa forma é
possivel identificar a influéncia das condi¢Ges i@mfais sobre o seu rendimento
bioquimico, por exemplo [36-38]. Como as clorofisdo em abundéancia nas plantas
adultas, seu estudo se torna uma alternativa viga@ observar mudancas na planta

causadas por agentes bioticos ou abioticos [36].



CAPITULO I

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da espectroscopia de fluoresieééinduzida a laser no estudo
das alteracdes na resposta fisiolégica de plantagidas por nanoparticulas de ouro e
prata.

2.2 Objetivos Especificos

- Estudar as mudancas no processo fotossintéte@ldatas de soja induzido
pelas nanoparticulas de ouro e prata, via espeopi@sde fluorescéncia;

- Caracterizar a interacdo entre a clorofila e partculas de ouro e prata
através de técnicas opticas;

- Avaliar o efeito da concentracdo e da dimensaoat®particulas de ouro e
prata na clorofila;

- Analisar os efeitos das nanoparticulas de oupraga na fluorescéncia da

clorofilaa em plantas de soja vivo.
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CAPITULO Il
3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Nanoparticulas de Ouro e de Prata

Foram utilizadas nanoparticulas de ouro (Au) addpsr da Sigma-Aldrich de
trés didmetros: 5 nm, 10 nm e 20 nm. A solucdoidalacontém, aproximadamente:
0,01% HAuUC]), suspenso em 0,01% acido tanico com 0,04% citrisdtico, 0,26 mM
carbonato de potassio e 0,02% azida de sodiozblise também nanoparticulas de
prata (Ag) da marca Sigma-Aldrich contendo 10% dmoparticulas < 100 nm

suspensas em etilenoglicol.
3.2 Preparacéo e Plantio da Soja

Neste estudo as sementes foram semeadas em vasesdeo3,26 drhde solo
Latossolo Vermelho. O solo foi peneirado e adicttinam cada vaso e posteriormente
tratado com calcario, para elevar os teores deocélenagnésio e corrigir a acidez.
Nesta etapa, ap0s a aplicacdo do calcario, os vimsam regados mantendo a
quantidade de agua a 20% da massa de solo porrisd@ede dez dias.

Para o plantio, foram utilizadas sementes de Bigcifie max) da variedade
BRS 245 RR, com percentual de germinacdo de 92%ar&e-se trés grupos de
sementes medindo a massa de 200 g. Em cada 208ey@mtes acrescentou-se 0,5 g
de inoculante (Biomax 7,2x109 ufc/g) e 0,6 mL degigida Derosal Plus. Os
inoculantes tem o papel de estimular o crescimdatplantas. No caso da soja, 0s
inoculantes sdo compostos de duas espécies deidmdie géner®rodythizobium, que
tém a funcao de fixar nitrogénio em soja por untesso denominado simbiose [39].

As sementes foram divididas em trés grupos. O pringgupo, denominadblS
(NPs nas sementes), recebeu a adicdo de 5 mL deédsotontendo 2,26 mL de
nanoparticulas dissolvido em agua destilada ameplahtio. Em um saco plastico,
foram acrescentados os 200 g de sementes juntacmnta solucdo de 5 mL contendo
NPs, agitando-se lentamente até que as semen@myvedsem a solucdo. No segundo
grupo, denominad®dlF (NPs nas folhas), foram aplicadas nanoparticudasfolhas da
planta adulta apds a formacédo do terceiro trifé@oterceiro grupo, denominads\
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(sem NPs), foi utilizado como controle, ou sejap m&cebeu nanoparticulas em
nenhuma das etapas do experimento.

Juntamente com o plantio, foi feito também a adebado solo adicionando-se
0,13 g de KCl e 0,51 g de Superfosfato Triplo. Boda metodologias empregadas no
preparo do solo, das sementes e no plantio dafecgay) realizadas conforme protocolo
ja estabelecido pelo Laboratério de FitopatologidJ&GD [40].

Dez sementes de soja foram semeadas por vaso. famanas apos a
germinacao, duas plantas foram deixadas em cadaAdsgura 3 mostra as plantas de
soja utilizadas nos experimentos. Os vasos forgiadas com um volume suficiente de
agua para manter o solo a 100% da capacidade deoc#s plantas foram cultivadas

em uma estufa a temperatura ambiente.

Figura 3: Plantas de soja BRS 245 RR utilizadasempsrimentos com NPs de ouro e de prata.

Todos esses procedimentos foram realizados enegpesimentos distintos: um
com NPs de ouro e um segundo experimento com Npsatie No experimento com
nanoparticulas de ouro a concentracédo de ourolungdsoadicionada nas sementes do
grupoNS foi de 132,88uM, com NPs de 5 nm. Ja no experimento com nancpéas
de prata, sabendo que o diametro das NPs de Agklda de 100 nm, o que diminui a
possibilidade de penetracdo dessas NPs nas semapiiesu-se uma solugado eNb
com uma maior concentracéo de prata, que foi d@®818M.
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3.3 Extracdo da Clorofila

O processo de extracdo de clorofila (Chl) foi im@lo baseando-se na
metodologia proposta por Richards & Thompson [#bram coletadas as folhas das
plantas controle, picotadas e adicionadas 3 g edoem 30 mL de Metanol PA,
macerando-se por 2 min. Posteriormente, a misturegftada a frio por 20 min e entao,
centrifugada a 2000 RPM por 5 min. Para utilizagd® espectrofotometros de absorcéo
e de fluorescéncia, 1 mL do extrato de clorofiiedituido em 10 mL de Metanol PA.

3.4 Medidas de Absorcao e Fluorescéncia Molecular

Nas analises de fluorescéncia das folhas da plantavo foi utilizado um
fluorimetro portétil constituido de dois lasers,exgmtes em 405 e 532 nm, um
monocromador (USB 2000 FL — Ocean Optics), umafigptica do tipo Y e um laptop,

como mostrado na Figura 4.

Figura 4: Espectrofluorimetro portatil composto plais lasers, um monocromador, um laptop e uma

fibra éptica do tipo Y.

As medidas de fluorescéncia do extrato de clorofdeam realizadas no
espectrofotometro Cary Eclipse (Varian), mostradd-igura 5. O espectrofluorimetro
possui como fonte de excitacdo uma lampada puldadXenénio (80 Hz), com a
largura a meia altura do pulso de aproximadamepie € poténcia de pico equivalente

a 75 KW; dois monocromadores, um para a selecaeodaprimento de onda de
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excitacdo e outro para a selecdo do comprimentonda emitido pela amostra. A
deteccao da fluorescéncia é feita por um tubo fattypticador (R928).

Figura 5: Espectrofotdmetro de fluorescéncia @atiliz nas medidas vitro.

Em ambos os sistemas, as amostras foram excitadamwis comprimentos de
onda: em 405 nm coletando os espectros de fluareiscéntre 420 e 900 nm; e em
532 nm analisando a emisséo de fluorescéncia da 8380 nm. Nas analises do extrato
de clorofila as medidas foram realizadas utilizasdwma cubeta de quartzo de 10 mm
de caminho 6ptico, com as quatro faces polidas. iNedidasin vivo, 0s espectros
foram coletados diretamente das folhas com auddiama fibra dptica.

No estudo da absorcdo do extrato de clorofilayfitizado o espectrofotdmetro
Cary 50 UV-VIS (Varian), que pode ser visto na Feggé. O espectrofotbmetro de
absorcéo molecular tem como fonte de excitacdolampada pulsada de Xenbnio, um
monocromador Czerny-Turner 0,25 m e um detectodiddo de Si. As medidas de
absorgéo foram realizadas de 200 a 900 nm, usanuktac de duas faces polidas de
10 mm de caminho Optico. Todas as medidas foralizadas a temperatura ambiente.
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Figura 6: Espectrofotdmetro de absorgdo molecuddyi-VIS, utilizado nas medidas vitro.

Através das medidas de absor¢cdo molecular, foulzedo o teor da clorofila

total [Chl a+b] das amostras de extrato de clorofila baseand@-seatodo de Arnon

adaptado por Porra et al [42], para extracdo mbétanaescrito pela Equacéo 1, onde

A652

[Chl a+b] é a concentragéo das clorofitasb, é a absorbancia em 652 nnf°%

é a absorbancia em 665,2 nm e as constantes 24336esdo 0s coeficientes de

extingdo especifica da Chl em 652 e 665,2 nm, ctispenente.
[Chl a+b]= 2423A%7 + 326A% Equagéo 1

As medidas de fluorescéncia resolvida no temp@ pastudo do tempo de vida
no estado excitado de amostras do extrato de téomdm nanoparticulas de prata,
foram realizadas no Instituto de Fisica de S&o o8aflIFSC). Foi utilizado um
Microscopio Confocal Multifoton LSM 780 Zeiss eqagom com Sistema Picoquant
Fluortime para medida de decaimento da fluoresaénobm objetiva de 20x e
detectores SPAD (single photon avalanche diodes) @solucdo temporal de 70 ps.
Como fonte de excitacéo foi utilizado um laser @ehe Chameleon sintonizavel de
690-1100 nm, pulsado em 140 fentosegundos comdexa&peticdo de 80 MHz. As
medidas foram tomadas no comprimento de onda denBv8om excitagdo por dois
fétons em 800 nm.
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3.4.1 Andlisesn vivo

As andlises de fluorescéncia vivo foram realizadas diretamente na parte
superior das folhas de 120 plantas, sendo 60 pglaptaa o0 experimento com
nanoparticulas de ouro e 60 para o experimentonaoroparticulas de prata. A Figura 7
mostra a aquisicdo de medidas de fluorescéncitolgs da plantan vivo.

Figura 7: Medidas de fluorescéncia realizadas tastgsin vivo, utilizando-se o espectrofluorimetro

portatil.

Em ambos os experimentos, as 60 plantas foramidigdem trés grupos: um
primeiro grupo de 20 plantas controNj, onde as sementes receberam a preparacao
normal como descrito na secdo 3.2; um segundo gdgd0 plantas onde as
nanoparticulas foram adicionadas a uma solucdo volme de 2,26 mL de
nanoparticulas diluido em 2,74 mL de agua destitada foi aplicada nas sementes
antes do plantioNS); e um terceiro grupo de 20 plantddF] onde a solucéo de
nanoparticulas foi aplicada diretamente sobre arfigfe foliar por meio de uma
seringa. Um volume de 200L de solucdo contendo nanoparticulas foi depositado
diretamente na superficie inferior do foliolo cahtdo primeiro trifélio, apés o
desenvolvimento dos terceiros trifélios. A mesmardidade de solucdo, livre de
nanoparticulas (dgua destilada), foi depositadetatitente na superficie inferior do

foliolo central do primeiro trifélio das plantasntmle.
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No experimento com nanoparticulas de ouro a solagdizada nas folhas
possuia uma concentracdo de ouro depd®4Ja no experimento com nanoparticulas
de prata a concentracao de prata na solucéo apinzeifolhas foi de 14M.

Para cada grupo a média do espectro das 20 plamtasada para analisar o
comportamento de fluorescéncia. O sinal de fluémedga foi coletado da parte superior
das folhas cotiledonares, dos unifélios e dos limdi@entrais do primeiro trifélio como

mostrado na Figura 8.

Figura 8: Folhas de uma planta de soja: folioldre¢do 1° trifélio (A), unifélio (B) e cotilédongC).
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CAPITULO IV
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Experimentos com Nanoparticulas de Ouro
4.1.1 Analises no extrato de clorofila

Com o0 objetivo de caracterizar a interacdo entneoparticulas de ouro e
moléculas de clorofila (Chl), iniciou-se o estudealésando-se a interagdo entre o
extrato da clorofila e nanoparticulas de ouro ef@reintes concentracdes. O extrato de
clorofila das plantas controle, nas quais ndo foemticadas NPs, foi separado em
recipientes nos quais foram adicionadas nanopkasicade ouro nas seguintes
concentracoes: 3,8,2, 10,6, 14,0 e 17,3 uM. Isso foi feito para trés diametros de NPs
de ouro: 5 nm, 10 nm e 20 nm. Foi mantido um paddiextrato de Chl denominado
Controle, onde nao foi acrescentado NPs.

Os resultados obtidos no estudo da absor¢cao dat@xia clorofila, mostrado na
Figura 9, indicam duas regides distintas de absod& 400 a 500 nm, regido em que
além das clorofilas e b, outros pigmentos como os carotendides tambénmadaca
radiacdo luminosa, ocorrendo uma sobreposicao deaka[36]; e de 600 a 700 nm,

regido onde as clorofilase b também absorvem a luz.

1,0

0,6

Absorbancia

0,2 |-

400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nhm)

Figura 9: Espectro de absorcdo do extrato da d@mbd amostra controle.
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Ao se adicionar as nanoparticulas de ouro em difeseconcentragdes no
extrato da clorofila controle (3,6, 7,2, 10,6, 147e3uM de Au), houve um aumento no
sinal de absorbancia na regido de 538 nm em fullg@oncentracdo de nanoparticulas.
O comportamento descrito pode ser visto na FiglraEkte efeito € resultado da
absorcéo de ressonancia de plasmon induzido pekrfsiie das nanoparticulas de
ouro; a oscilagcdo cooperativa de elétrons livrear@oestrutura de Au € ressonante

com a luz verde [43].

0,12
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0,06 | — 72uM
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0,05 —— 14,0 uM
i 17,3 uM

0,04 1 1 1 1 1 1 1
500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
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Figura 10: Espectro de absorcdo do extrato dei@Huacdo da concentracdo de NPs de ouro de 5 nm.

Neste intervalo, de 500 a 600 nm, um aumento liffearobservado na
intensidade de absorcdo em funcao da adicdo dapamgiculas de 5, 10 e 20 nm de
diametro, como mostrado na Figura 11. Com a fiadikd de comparar esse
comportamento entre os trés diametros de NPs,afoulado o coeficiente angular da
reta ¢). As NPs de 20 nm apresentaram a menor variaga@bstarcdo em fungéo da
concentracdo de NPs, com uinde 1,1x1¢ puM™ obtido pelo ajuste dos dados
experimentais. As NPs de 5 e 10 nm provocaram umrmamento na absor¢cao em

538 nm, apresentaniasemelhantes de aproximadamente 3,GxiMd ™.
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Figura 11: Absorbancia do extrato de clorofila®38 nm com NPs de ouro de 5, 10 e 20 nm.

No entanto, é importante mencionar que a adicdoadeparticulas no extrato
nao alterou o espectro de absorcdo da clorofilaregéio entre 600 e 700 nm. A
absorcéo do extrato de Chl contendo NPs foi a stesaabsorcées da clorofila e das
NPs. Através do método de Arnon adaptado por Rarah[42], foi feito o calculo do

teor da clorofila tota[Chl a+b], utilizando-se a Equagéao 1 (descrito na secaq 8.4)

para todas as amostras o valor obtido foi de apradamente §imol.L™?, indicando
que a adicdo das nanoparticulas de ouro ndo albeter de clorofila.

Foram realizadas medidas de fluorescéncia dessamanesolucdes de clorofila
e NPs de ouro. A Figura 12 mostra os espectrosopda fluorescéncia de moléculas
de clorofila quando excitado em 405 e 532 nm. Chesdas de emissdo podem ser
observadas entre 625 e 800 nm: as bandas no verraetio vermelho-distante com
maximo em 673 e 723 nm, respectivamente. Embonesadtados tenham mostrado
que a fluorescéncia da clorofila induzida peladuz 405 nm seja 8 vezes mais intensa
que a fluorescéncia induzida pela luz em 532 nnihosnos espectros apresentam uma
forma semelhante. A diferenca observada na intadsidle fluorescéncia € devido a
maior absorbancia das amostras em 405 nm. Osadssldas medidas de absorcéo
mostraram que a absorcao da clorofila em 405 nrogima de 10 vezes maior do que a

absor¢édo em 532 nm.
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Figura 12: Fluorescéncia do extrato de clorofilad@stra controle, com excitacdo em 405 e 532 nm.

Quando as NPs foram adicionadas ao extrato defidonedo houve mudanga
na forma do espectro de fluorescéncia. No entastogsultados mostraram que as NPs
induziram uma supresséao de fluorescéncia das natéda clorofila, como apresentado
na Figura 13. A supressao de fluorescéncia foirghda para ambos os comprimentos
de onda de excitagéo e para todos os diametro®de N

Controle

700} ‘ NPs de 5nm - 405 nm
‘< 600}
=) 17,3 uM —— Controle
.g 500} —3,6 UM
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3 400 — 10,6 uyM
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S 300} ——17,3uM
L

200+
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Figura 13: Supressao na intensidade de fluorest@ucextrato de clorofila com NPs de ouro de 5 nm,

com excitacdo em 405 nm.
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Analisando as razdoes de F673/F723, observou-se aguatensidade de
fluorescéncia em 673 nm manteve-se em torno de veZ8s mais intensa do que a
intensidade de fluorescéncia em 723 nm, para ambosomprimentos de onda de
excitacao (405 e 532 nm), independentemente deentacdo de NPs de ouro, como
mostrado na Figura 14. Esse indice é calculado lcase na razdo entre o pico de
intensidade de fluorescéncia em 673 e 723 nm. E@sgortamento mostra que nao
houve uma alteracéo no perfil de emissao da flaéresa da clorofila e, de acordo com
os resultados obtidos nas medidas de absorcaor deeclorofila se manteve constante

em fung¢ao da concentracdo de NPs de ouro.
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Figura 14: Raz&o entre os picos de fluorescémi&#3 e 723 nm do extrato de clorofila em fungéo da

concentracao das NPs de ouro de 5, 10 e 20 nmegoitacdo em 405 nm.

A Figura 15 mostra que o grafico dgFFem funcéo da concentracdo de NPs é
linear nesse intervalo de concentracdo de nanoplad estudado, revelando que a
supresséo obedece a relacdo de Stern-Volm#t:+1 +Kgy [Q], onde ke F séo,
respectivamente, as intensidades de fluorescéaattobfila na auséncia e presenca do
supressor (nesse caso, as nanoparticulas de #lgod, a constante de supressao de

Stern-Volmer e [Q] € a concentracdo do agente sspré¢44].
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Figura 15: Razdo deyF em 673 nm em funcdo da concentracdo de NPs dedeusp 10 e 20 nm, com
excitacdo em 405 e 532 nriigeF sdo as intensidades de fluorescéncia da clorwdil@auséncia e

presenca de nanoparticulas de ouro, respectivamente

A partir da inclinagdo da reta, pode-se observes houve uma pequena
diminuicdo na constante de supressdo em funcéoiatoetto das nanoparticulas,
quando a clorofila foi excitada em 405 nm. No ettamma queda maior pode ser
observada nas analises realizadas na fluorescémuigxcitagdo em 532 nm, ong,
induzida por nanoparticulas de didmetro de 5 nnb6feezes maior que por NPs de
20 nm.

A supressao de fluorescéncia de uma solucéo defidoinduzida por NPs de
8nm foi relatado recentemente por Barazzouk e odd@lores, que atribuiu este efeito,
principalmente ao processo de transferéncia fotailid de elétrons da clorofila no
estado excitado para as NPs [45], embora o prodessansferéncia de energia nao foi
descartado devido a uma pequena sobreposicaosealisrcdo de NPs e fluorescéncia
da clorofila. Ainda neste trabalho, os autores maosin que a diferenga entre o
potencial de oxidagdo das moléculas de clorofil@stado excitado e o nivel de Fermi

do ouro, e também a forte ligacdo entre a clor@ilas NPs proporcionam condicdes
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favoraveis para que a transferéncia de elétronsaposorrer. Portanto, em vez dos
elétrons das moléculas de clorofila no estado @&dwcit retornarem ao estado
fundamental emitindo radiac&o luminosa, os elétsdistransferidos para as NPs, o que
resulta em uma diminuicdo do sinal de fluorescéngissim, a maior supressao
observada para a solugdo com NPs de 5 nm foi demdato de que para uma mesma
concentracdo de NPs, as amostras preparadas cordeNF’&m possuiam uma maior
area de superficie total de NPs, por terem um maimnero de particulas que as
amostras com NPs de 10 e 20 nm. Como consequéntiagmero maior de moléculas
de clorofila pode ser adsorvido na superficie damoparticulas, induzindo a
transferéncia de uma maior quantidade de elétrardadofila no estado excitado para
as NPs.

4.1.2 Analisesn vivo

Para realizar as andlisesvivo, foram usadas nanoparticulas de ouro de 5 nm de
diametro. Este tamanho foi escolhido por duas sazdmcipais: 1) as NPs de 5 nm
induziram a maior taxa de supresséo de fluoresa@zcclorofila na analise do extrato;
2) um menor tamanho de nanoparticulas poderia induma melhor penetracdo e
translocacéo das NPs nas plantas.

No processo de germinacado e na fase inicial deioresto da planta, ndo houve
alteracdo aparente observada, induzida pelas nditopes. No entanto, os resultados
mostraram que as bandas de fluorescéncia do exdeatdorofila foram deslocadas
12nm para o azul (comprimentos de onda menoresjdgueomparado com a emissao
da clorofila in vivo. Esse deslocamento observado pode estar relaciocam a
presenca do solvente no extrato de Chl. Os resdtatbstraram que as NPs também
foram capazes de induzir uma supressédo na fluoreiscéa clorofila nas plantas. A
supressado foi observada para todas as plantas sdéasneao tratamento de
nanoparticulas e para ambos os comprimentos de amdxcitacdo, 405 e 532 nm,

conforme mostrado nas Figuras 16 e 17, respectivi@me

24



Cotilédone Unifolio Trifélio

g 0,8
3 — SN — SN — SN
_g 0,6 — NS — NS — NS
c
«@
%04t
o
(@]
30,2
(T

0,0

650 675 700 725 750 775 650 675 700 725 750 775 650 675 700 725 750 775
Comprimento de onda (nm)
Figura 16: Fluorescéncia normalizada das folhailedoinares, dos unifélios e dos trifélios da plaimta

vivo, com excitacdo em 405 nm. Os espectros sdo assndals medidas realizadas em 20 plantas de soja.
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Figura 17: Fluorescéncia normalizada das folh&isedonares, dos unifélios e dos trifélios da péeimt

vivo, com excitacdo em 532 nm. Os espectros sdo assndaé medidas realizadas em 20 plantas de soja.

Apesar da supressdo observada, para ambos os ownjws de onda de
excitacdo (405 e 532 nm) e em cada tipo de folb&lédone, unifdlio e trifdlio) a
supressdo aconteceu de forma proporcional quandparado as folhas controle.
Assim, para os trés tipos de folhas o valor daa&685/F735 das plantas controle foi
aproximadamente o mesmo das plantas submetidastaménto com NPs. Podemos
também observar que a forma geral do espectro werefcéncia depende do
comprimento de onda da luz de excitagdo. Marcassaladoradores relataram uma
dependéncia similar em seus experimentos, ondeu@eficéncia da clorofila de
laranjeiras Citrusaurantium L.) foi obtida com luz de excitacdo em 443 e 5862[A6].

Foi realizado um tratamento estatistico, utilizasdoo Testet de Student
(APENDICE A), com intervalo de confianca de 95%:gpaveriguar se a diferenca de

intensidade de fluorescéncia em 685 nm era sigiivig entre os tratamentos controle
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(SN) e os tratamentos com nanoparticuS) ( nas folhas cotiledonares, unifélios e nos
trifélios, quando excitadas em 405 e 532 nm. Comwaepser observado na Tabela 3,
independentemente do tipo da folha e também do Gomapto de onda de excitagéo,
houve diferenca significativa na intensidade derfigcéncia entre as plantd e NS
pois o valor dé calculado é maior que o valor tleritico (valor tabelado) em todos os

casos.

Tabela 3: Testede Student realizado a partir dos espectros dpsds 16 e 17.

t - calculado t-tabelado
Cotilédone 14,385

Excitacéo _
Testet com Unifdlio 8,826
em 405 nm
intervalo de Trifélio 2,778
_ : 1,729
confianca de _ Cotilédone 15,808
Excitacao ___
95% Unifélio 8,263
em 532 nm

Trifélio 2,457

Por meio do calculo da area abaixo das curvaskidasas 16 e 17, foi possivel
determinar que as folhas cotiledonares apresentaramior supressao na intensidade
de fluorescéncia, tendo uma supressao na fluoreisca 53 e 57% para a excitagao
em 405 e 532 nm, respectivamente. As folhas uaoléalas mostraram uma supressao
de fluorescéncia de 26 e 44% para a excitacdo é&redB2 nm, respectivamente. A
menor supressdo de fluorescéncia foi observada gmralhas trifolioladas, onde a
intensidade de fluorescéncia das folhas submetidasatamento com NPs sofreu uma
reducdo de 17 e 6% para a excitacdo em 405 e 532espectivamente. Estes
resultados sugerem que as NPs foram capazes degpasesementes e de se translocar
a partir das sementes até as folhas das plansgal&lycine max). Um estudo recente
mostra que nanotubos de carbono sdo capazes deap@ame sementes de tomate [47].
Outro estudo mostrou que plantas de abobGreufbita maxima) cultivadas em um
meio aquoso contendo nanoparticulas de oxido de feram capazes de absorver,
translocar e acumular as nanoparticulas nos tevelgetais [48]. O estudo mostrou que
cerca de 0,6% das nanoparticulas fornecidas focamualadas nas folhas e 45,4% das
nanoparticulas foram detectadas nas raizes. lora@itores também mostraram que
fulereno C70 poderia ser facilmente absorvido pedé=es e transportados para a parte

aérea, em um experimento utilizando plantas de #yza sativa) [49].
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No presente estudo, a maior supresséo na inteesgatluorescéncia detectada
nos cotilédones revela que a concentragdo de NPsdmr nessas folhas. Este
resultado era esperado, pois as folhas cotiledsrnegeoriginam das sementes, e as
nanoparticulas foram depositadas diretamente nagnées. Em contraste, a menor
supressao de fluorescéncia foi observada paraltessftrifolioladas, que sédo as folhas
mais altas e as Ultimas folhas a expandir. A ssamegle fluorescéncia pode ser
atribuida a presenca de NPs nas folhas, pois, cts&rvado nos resultados anteriores,
os elétrons das moléculas de clorofila no estaddaso podem ser transferidos para as
NPs, induzindo um aumento da supressao nao-fotacpiims plantas.

No entanto, na analiga vivo, outros mecanismos podem estar envolvidos na
supresséo da fluorescéncia. Por exemplo, a preskengenoparticulas pode inibir o
transporte fotossintético de elétrons, induzindaa wiissipacdo de energia através de
processos nado-fotoquimicos. Mudancas na atividatisdintética induzidas por NPs
em algas verdesChlamydomonas reinhardtii) foram recentemente apresentados por
Saison e co-autores. Eles mostraram que nanopastide 6xido de cobre cobertas com
poliestireno (tipo casca-nucleo) induziram procesmagregacao celular, e tiveram um
efeito de deterioracdo sobre a clorofila, induzimdéoto-inibicdo do fotossistema Il.
Esta inibicdo do transporte fotossintético de ef&trinduz uma forte dissipacdo de
energia por processos nao-fotoquimicos [50].

Nas plantas, a reducéo da fluorescéncia da clartzihbém pode ser associado
a danos nos centros de reacéao e a eficiéncia mgptrete de elétrons no fotossistema |l
[51]. De fato, a reorganizacdo do mecanismo des$dmvese, incluindo mudancas no
tamanho do complexo antena e ajustes no conteuddodefila e proteina foram
relatados como respostas a agentes supressores [52]

No entanto, o mesmo valor da relacdo F685/F735dabtpara as plantas
submetidas ao tratamento com nanoparticulas egsaphantas controle sugere que o
efeito da transferéncia de elétrons da clorofil&siado excitado para as nanoparticulas
de ouro foi, provavelmente, o processo dominantsupmessdo da fluorescéncia da
clorofila. Esta hipotese decorre do fato de questeesse ambiental pode modificar a
concentracdo de clorofila, e é sabido que a raf®%/F735 € um bom indicador do
conteudo de clorofila e pode ser usado como umaidaedao-destrutiva da

concentracdo de clorofila [35]. Em um trabalho néeenosso grupo mostrou que a
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razdo F685/F735 pode ser usada para detectarsestigdrico em plantas de soja e

também para distinguir plantas de soja transgémicasmvencionais [53].

Os resultados obtidos na anélise das plantas res gs nanoparticulas foram

depositadas diretamente sobre a superficie foliastraram que a presenca das NPs nas

folhas induziram uma supressao de 22 e 19% nasidete de fluorescéncia emitida

pelas folhas quando excitadas em 405 e 532 nmeagpmente, como mostrado na

Figura 18.
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Figura 18: Fluorescéncia normalizada do folioloti@ndo primeiro trifélio da plantan vivo, com

excitacdo em 405 e 532 nm.

Os resultados obtidos no Testde Student dos graficos da Figura 18 também
indicaram uma diferenca significativa entre as nsigades de fluorescéncia dos
trifélios das planta§N e NF em 685 nm, com nivel de significancia de 95%, erhas
0s comprimentos de onda de excitagdo. Os valolesl@ados de foram de 4,274 para a
excitacdo em 405 nm e de 3,236 para a excitacdoS5&nnm. A diferenca é
significativa, pois esses valores sdo maiores ¢gi#91valor de tabelado.

Estes resultados confirmam que a presenca de ndicajss nas folhas pode ser
responsavel pela supressao de fluorescéncia d#ilcloComo as nanoparticulas foram
depositadas na superficie inferior das folhas enadidas de fluorescéncia foram
realizadas na superficie superior das folhas, n&wehcontribuicdo do efeito de sombra

(blogueando a absorcéao de luz) na supressao dadtémcia. Portanto, os resultados
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sugerem que as NPs foram capazes de penetrar exdigepdas folhas, possivelmente
através da abertura estomatica, e interagir copacato fotossintético. Esta hip6tese é
baseada em estudos recentes que tém relatado quanaparticulas podem ser

absorvidas pelas plantas através dos estomatoSgp4,
4.2 Experimentos com Nanoparticulas de Prata
4.2.1 Analises no extrato de clorofila

No estudo da interacdo entre nanoparticulas da poh dimensdes média de
100 nm e o extrato de clorofila, os procedimentwarh analogos aos adotados no
experimento com NPs de ouro. Entretanto, uma a&nalas detalhada foi realizada em
funcdo da concentracdo das NPs no extrato de @iyndo a concentracdo desdeNd
até 1000QuM, com diversos intervalos.

Na Figura 19, é apresentado o espectro de absdocértrato da clorofila com
algumas das concentracdes de NPs de prata utdizEdaossivel observar um aumento
na intensidade da banda de absorcdo entre 400 erd58ssociada a ressonancia dos
plasmons superficiais da prata, que é referent®sdé¢ 100 nm [56]. As medidas no

extrato de clorofila foram feitas em triplicata.
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Figura 19: Espectro de absorcdo do extrato defidbem fungéo da concentracdo de nanoparticulas de

prata, na regido da banda plasmdénica da prata.
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O acréscimo na absorcéo foi linear, apresentandaagficiente angularf3,
obtido pelo ajuste dos dados experimentais, dexa(B3uM™, como mostrado na
Figura 20. Concentracdes acima de g@Dprovocaram saturacao no sinal de absorcéo

nessa regiao do espectro.
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Figura 20: Absorbancia do extrato de clorofila €l Am em funcao da concentracdo de NPs de prata.

Na regido de 600 a 700 nm, regiao de absorcéoldeailas a e b, ndo houve
alteracdes significativas na intensidade do sieadlusorbancia, indicando que o teor de
clorofila se manteve constante em funcdo da coragid das nanoparticulas de prata.
O valor médio do teor de clorofila encontrado pelétodo de Arnon adaptado por
Porra et al, descrito na secéo 3.4 pela Equacéai tie aproximadamentepnol.L ™.

Nessas mesmas solucdes de clorofila com diversasertvacfes de NPs de
prata, foram realizadas medidas de fluorescéncraexcitacdo em 405 e 532 nm. Os
resultados mostraram que para os dois comprimelet@smda de excitacdo ocorre uma
supresséo na intensidade de fluorescéncia da itdosrvh funcdo da concentracdo de
NPs de prata. A Figura 21 mostra essa supresstisonascéncia, quando o extrato foi
excitado em 405 nm, para algumas concentragOesaeists.
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Figura 21: Fluorescéncia do extrato de clorofilancdiferentes concentracdes de NPs de prata, com

excitacdo em 405 nm.

Os processos de supressao de fluorescéncia, tanmdwérhecido como
quenching, podem ocorrer basicamente de duas maneiras: ssa@preestatica ou
supresséao dinamica.

A supressdo estética consiste na formacdo de unpleoonnao-fluorescente
entre o fluoréforo e o supressor, no nivel fundaaleste energia. Quando o complexo
absorve a luz, ele retorna ao nivel fundamental &@misséo de féton. A intensidade
de fluorescéncia decresce com a adicdo do supyessoetanto o tempo de vida dos
fluoréforos no estado excitado ndo é afetado. Acé® de Stern-Volmer, entre a razéo
deFo/F e a concentragdo do supressor, é dada pela EqRacdte [Q] € a concentragdo
do supressoKs € a constante de associacdo do complexo fluorgiguoessor &, e F
é a fluorescéncia na auséncia e presenca do soipresspectivamente [44]. Logo, um

gréfico de Stern-Volmer para uma supressao estgicamporta de maneira linear.

Fo

e 1+K4[Q] Equac&o 2
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Na supressao dinamica a diminuigdo da intensidadidrescéncia consiste na
desativacdo de fluoréforos por processos de calighdre o agente supressor e a
molécula fluorescente durante o tempo de vida ramlesexcitado. Apds o contato entre
ambos, o fluoréforo retorna ao estado fundamergtadrergia sem a emisséo de féton e
sem alteragcdes quimicas nas moléculas envolvidasulNressdo dindmica o tempo de
vida no estado excitado € alterado. A relacdo dwnStolmer para a supressao

dindmica é dada pela Equacéo 3 [44].

% =1+k,7, [Q]=1+K, [q] Equacéo 3

O gréfico de Stern-Volmer para a supressao dinartaodém possui um
comportamento linear. No entanto, nesse caso iceeé angular da reta é a constante
Kb, dada pelo produto entre o tempo de vida no estagitado na auséncia do

supressor £,) e a constante bimolecular de supressigg,(que esta relacionada a

eficiéncia da supressao e a acessibilidade dodfloier ao supressor [44].

O comportamento linear de um grafico de Stern-Volmio é suficiente para
determinar se o tipo de supressao é estatico @amitin. O método mais eficiente para
distinguir entre uma supressao estatica ou dinasnioaestudo do tempo de vida de
fluorescéncia. A supressdo estatica inibe uma pdote fluoréforos da amostra.
Fluoréforos complexados ndo sédo fluorescentessadeama a fluorescéncia observada
€ devida apenas aos fluor6foros ndo complexadoparkela de fluoréforos néo

complexada nédo é perturbada e o tempo de vidant@ntionstante e igual@, que é o

tempo de vida na auséncia do supressor, ou seg@ndatra controle. Em contraste, a
supressdo dinamica é um processo que diminui alggm do estado excitado pela
adicdo de uma taxa de decaimento nao-radiativolidamgo em um decréscimo do
tempo de vida, que é equivalente ao decréscimoteasidade de fluorescéncia [57].

As supressfes estatica e dinamica podem ocorrdsétansimultaneamente.
Nesse caso, o grafico de Stern-Volmer perde arlolede e 0 seu comportamento passa

a ser regido pela Equacao 4 [44].

o= (1 K, [Q) i+ Ko[Q) Equagdo 4
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Um comportamento quadratico sera observado e osegatieKp e Ks podem
ser calculados pelo ajuste tedrico da curva. Unexrrativa € linearizar essa curva
fazendo um grafico deF{/F - 1)/[Q] versus [Q]. Nesse caso, também € possivel
determinar os valores d& e Ksja que o coeficiente linear da reta € dado pefzastas
constantes de supressdo dinamica e estélcat K.) e o coeficiente angular é o
produto das mesmd¥ , (K ) [31].

O estudo da razdo d&/F em 673 nm dos espectros de fluorescéncia obtidos
para as amostras de extrato de clorofila com difeseconcentracdes de NPs de prata,

apresentado na Figura 22, mostrou que a supressfinodescéncia comportou-se de
maneira diferente em func&o da concentracao de NPs.

200 - Excitacdo em 405 nm

0 200 400 600 800 1000

Concentragéo de NPs (uM)

Figura 22: Razéo deyF em 673 nm do extrato de clorofila em funcéo daceatracdo de nanoparticulas

de prata, com excitacdo em 405 nm.

Nas concentracdoes de 0 a 40 a razdo deFy/F se comporta linearmente,
podendo ser devido a supressdo estatica ou dinamitguanto que para as
concentracdes entre 100 a 100 o grafico perde a linearidade, caracteristica das
supressodes estatica e dinamica simultaneas. Adlasede fluorescéncia realizadas nas
amostras do extrato de clorofila com NPs de prasaconcentragdes acima de 1000

apresentaram valores muito proximos de zero, pelwente devido ao aumento da
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turbidez da amostra, uma consequéncia da grandetidade de NPs na solucéo,
aumentando o espalhamento elastico e impedindeaagio da luz incidente.

Para melhor entender os processos de supressadunaasregifes citadas
anteriormente, de 0 a 1M e de 100 a 100QM (Figura 22), e principalmente para
determinar o tipo, se estatica ou dinamica, foraatizadas medidas de tempo de vida
da fluorescéncia de trés amostras: uma amostreotmi¢xtrato de Chl sem NPs); outra
com 50uM de NPs e uma terceira com 50 de NPs de prata. Esses valores de
concentracdo de NPs foram escolhidos por serenaloseg intermediarios dentro de
cada uma das regides que apresentaram comportantkstiotos. As amostras foram
analisadas medindo-se o tempo de decaimento daedkéncia em 673 nm com

excitacao por dois fotons em 800 nm, conforme radstna Figura 23.
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Figura 23: Tempo de decaimento da fluorescénci&&mm de trés amostras de extrato de clorofila em

funcao da concentracdo de NPs de prata, com exeitzar dois fétons em 800 nm.

O ajuste das curvas do tempo de decaimento fa tegitizando uma equacgao
exponencial de decaimento de terceira ordem, dad® Bquacdo 5, ondE € a

intensidade de fluorescénci#® sdo as amplitudes (fatores pré-exponenci&ig),o

tempo er, séo os tempos de vida da fluorescéncia [58].

T

F=>" A ex;{_—t} Equacdo 5
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De posse dos dados de ajuste das curvas do tempdeackmento da
fluorescéncia, calculou-se o tempo de vida médra pada amostra, que é dado pela
Equacéo 6 [58].

F= Zi=lA D-i

3 Equacao 6
ZizlA D-i

Os dados obtidos a partir do ajuste das curvas\aloges calculados para os
tempos de vida médio de cada amostra sdo apressntadTabela 4. Os resultados
indicaram que a adicao de NPs de prata no exteattodofila reduz o tempo de vida de

fluorescéncia das amostras, e que essa alteragéodéeda concentracao.

Tabela 4: Tempos de vida obtidos pelo ajuste deacde decaimento da fluorescéncia para trés arsostra
de extrato de clorofila com diferentes concentracde NPs de prata, com emissdo em 673 nm e

excitacdo por dois fétons em 800 nm.

Amostra T, (ns) A T,(ns) A, T;(ns) A T (ns)
Controle 2,76 0,33 0,43 0,34 0,06 0,33 2,39
50 uM 2,57 0,13 0,33 0,28 0,04 0,59 1,98
500uM 2,57 0,06 0,29 0,24 0,04 0,70 1,68

Como ja citado anteriormente (Figura 22), os rasloé deFo/F em 673 nm
indicaram dois comportamentos distintos com o atmnemia concentracdo de
nanoparticulas de prata. Na primeira regido, dd4@auM o comportamento do grafico
se mostrou linear, como pode ser visto na Figura R4supressdao observada é,
certamente, do tipo dindmica pois baseado nostagasl das medidas de decaimento da
fluorescéncia, o tempo de vida da amostra conpM0de NPs de prata (1,98 ns) foi
menor que o0 tempo de vida da amostra controle (@s39Sendo assim, a partir do

coeficiente angular da retd{) e também do tempo de vida da amostra contr¥ (

foi possivel encontrar o valor da constante bimdécde supressadk(). Sabe-se que

Ko =k, @, logo, k, = 25x10% (M *s).
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Figura 24: Razé&o deyF em 673 nm do extrato de clorofila em fungdo daceatracédo de nanoparticulas

de prata na regido de 0 a 10d@, com excitacdo em 405 nm.

Para altas concentracbes, de 100 a 1AP0) o grafico deFy/F perde a

linearidade em funcéo da concentracédo de NPs tk prano mostrado na Figura 25.
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Figura 25: Razéo deyF em 673 nm do extrato de clorofila em funcéo daceatracdo de nanoparticulas

de prata na faixa entre 100 e 1Q0@, para excitagdo em 405 nm.

A supresséo de fluorescéncia observada nessadaixancentracéo, de 100 a
1000 uM de NPs de prata, é caracteristica das supressétdsica e dinamica

simultaneas pois além de o grafico de Stern-Volpseder a linearidade, o tempo de
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vida médio da amostra com 50 de NPs de prata (1,68 ns) foi menor que o tempo
de vida médio da amostra controle (2,39 ns), comdomostrado na Tabela 6. Dessa
maneira, ao ajustar o grafico linearizado #g/H - 1)/[Q] versus [Q], mostrado na
Figura 26, e sabendo que o coeficiente linear @aé&rélado pela soma das constantes de

7

supressao dinamica e estéti(iéD +KS) e 0 coeficiente angular € o produto das
mesmagK , [K), foram obtidos os seguintes médul&8x10° M e 519%x10° M ™,

O modulo da constante de supressao dinamiGs (& calculado anteriormente
(mostrado na Figura 24), é da ordem@kl0®* M ™. Portanto, pode-se concluir que a

constante de supressio estati¢a.é= 519x10° M .
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Figura 26: Linearizacdo da curva BgF em 673 nm do extrato de clorofila em funcdo deaceatragéo

de nanoparticulas de prata na faixa entre 200 @ (10 para excitacdo em 405 nm

A Figura 27 mostra as razfes de F673/F720, obpidsrazéo entre os picos de
fluorescéncia do extrato da clorofila em 673 e @20quando excitado em 405 nm, no
intervalo de concentracdo entre O e 100 de NPs de prata. Apesar da ocorréncia da
supresséo na fluorescéncia da clorofila em fungéoahcentracdo de NPs de prata, o
valor da razdo F673/F720 se manteve sempre proo@rg5, valor também encontrado
para a excitacdo em 532 nm, revelando que o miafiémissdo de fluorescéncia da

clorofila nao foi alterado.
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Figura 27: Razéo F673/F720 em funcéo da concetide®NPs de prata, com excitagcdo em 405 nm.

4.2.2 Analisesn vivo

Os resultados dos estudos da interacdo entre méicafss de prata e plantas de
sojain vivo, revelaram que, da mesma forma como no experintamonanoparticulas
de ouro, ocorre uma supressao na intensidade deeskténcia das folhas das plantas
submetidas ao tratamento com nanoparticulas de,ptanto quando aplicas nas
sementes antes do plantMy)}, quanto nas folhas da planta aduN&})

Nas Figuras 28 e 29, sdo apresentados os espéetfhimrescéncia obtidos das
folhas cotiledonares, dos unifdlios e dos trifoldes plantas controleS) e de plantas
nas quais as NPs foram adicionadas nas semeN®s fara excitagdo em 405 e

532 nm, respectivamente.
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Figura 28: Fluorescéncia normalizada das folha#edohares, dos unifélios e dos trifélios da plaima
vivo, com excitacdo em 405 nm.
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Figura 29: Fluorescéncia normalizada das folhaedohares, dos unifélios e dos trifélios da plaimta

vivo, com excitacdo em 532 nm.

Com base no calculo da area abaixo da curva deteurse a porcentagem
aproximada de supressao em cada tipo de folhaaeogatois comprimentos de onda de
excitacdo. A supressao observada para os cotilédandfélios e trifélios com
excitacdo em 405 nm foi de 23, 17 e 9%, respectwden Para a excitacdo em 532 nm
a porcentagem de supressdo foi de 28% para assfothtdedonares, 18% para os
unifélios e nos trifélios a supresséo foi de 7%.

A partir desses dados pode-se supor que as naiofestde prata aplicadas nas
sementes antes do plantio, foram capazes de sdotanpela planta, alcancando sua
parte superior. Além disso, € possivel aferir qurcentracdo de NPs foi maior nas
folhas cotiledonares e menor nos trifélios, vistee @ supressao de fluorescéncia teve
maior intensidade nos cotilédones, fato que é dewichplicacdo direta de NPs nas
sementes, sabendo que os cotilédones sédo as prépreentes apds a emergéncia da
planta.

O estudo da razdo de F685/F736, intensidades dee$icéncia dos dois picos
caracteristicos da clorofila, indicaram que ndo houve alteragfes no teor defitto
das plantas submetidas ao tratamento com nanapastice prata, em ambos os
comprimentos de onda de excitacdo, ou seja, asidi@e de supressao foi a mesma
para os dois picos de fluorescéncia. Os valoresad@z&o para a excitagdo em 405 nm
das folhas cotiledonares, unifélios e trifoliosdior de aproximadamente 1,4, 2,3 e 2,2,
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respectivamente. Com a excitagcdo em 532 nm, esseisados foram, respectivamente:
0,93,1,2e1,1.

Baseando-se nos espectros das Figuras 28 e Z9téoum tratamento estatistico
pelo Teste de Student para averiguar se as diferencas desidésle de fluorescéncia
em 685 nm, entre as amostigd e NS eram significativas. Conforme os resultados
apresentados na Tabela 5, para um intervalo déeaogafde 95%, em todos os tipos de
folnas e para a excitacdo em 405 e também 532 opmyehsignificancia entre os

tratamentoSN e NS pois os valores decalculados foram maiores qué @abelado.

Tabela 5: Testede Student realizado a partir dos espectros dpsds 28 e 29.

t - calculado t - tabelado
Cotilédone 3,713

Excitacao ___
Testet com Unifélio 5,651
em 405 nm __
intervalo de Trifélio 1,950
_ _ 1,729
confianca de . Cotilédone 9,832
Excitacéo _
95% Unifélio 10,615
em 532 nm

Trifélio 2,102

Com a finalidade de certificar-se que os efeitcseokados na parte superior das
plantasNS foram realmente em consequéncia da presenca deldNpsta, que teriam
se translocado das sementes até os cotilédoné§jame trifdlios, foi feito um estudo
onde aplicou-se NPs de prata diretamente nas falhaglanta adultaNF). Nessas
medidas, apds a aplicacdo de NPs de prata nodat@itral do primeiro trifolio, os
resultados apontaram uma supressdo devido a peestas; NPs de prata. Esse
comportamento € similar aos resultados encontradaxperimento com NPs de ouro.
Possivelmente, as folhas também sdo capazes devebgarticulas de prata em
dimensdes nanométricas. Pelo calculo da &rea alm#Egocurvas determinou-se 0s
valores percentuais de supressédo da fluorescéntria & folhas das plantas controle
(SN) e das plantas onde foram aplicadas NPs de paatéothas da planta adultsF).

A supressao de fluorescéncia teve um valor de 8% g trifélios excitados em 405
nm e para a excitacdo em 532 nm a supresséao 8idAs Figuras 30 e 31 mostram os

espectros de fluorescéncia das plantas cont@®g € das plantas que receberam a
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adicdo das NPs nas folhas da planta adME, (quando excitadas em 405 e 532 nm,

respectivamente.
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Figura 30: Fluorescéncia normalizada dos foliolestrais do primeiro trifélio da planta vivo, com

excitacdo em 405 nm.
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Figura 31: Fluorescéncia normalizada dos foliolestmais do primeiro trifélio da planta vivo, com

excitacdo em 532 nm.

O Teste de Student realizado para as plaifds NF, apresentadas nas Figuras
30 e 31, forneceu os seguintes valores pdraatculado: para a excitagdo em 405 nm
foi 2,174 e para a excitacdo em 532 nm esse wailaef6,482. Logo, para um intervalo
de confianca de 95%, pode-se afirmar que para amdamprimentos de onda de
excitacdo, a diferencga entre os tratameBtd& NF é significativa, pois os valores tle
calculados foram maiores que o valoit dgbelado, que € 1,729.
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Apesar da supresséo na fluorescéncia da clorafvarida em todas as folhas
submetidas ao tratamento com NPs e em todas astsyms de crescimento, a razao
F685/F736, entre os picos de fluorescéncia em 6836enm, apresentou sempre o
mesmo valor quando comparado com a razdo dos pedbuorescéncia da planta
controle. Da mesma forma, a aplicagdo de NPs da gi@tamente nas folhas também
ndo provocou alteragbes nesse indice, que foi apaslamente 2,2, quando excitado
em 405 nm e 1,3 em 532 nm, indicando que n&o halieeacdes no teor de clorofila

das folhas nas quais foram aplicadas as NPs de prat
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CAPITULO V
5 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados revelaram que as nanoparticulas de odwzeém uma supressédo na
fluorescéncia da clorofila, e que essa supresgéende das dimensdes da particula e da
concentracdo. Este fenbmeno € atribuido principaten@o efeito de transferéncia
fotoinduzida de elétrons das moléculas de clorofia estado excitado para as
nanoparticulas de ouro, resultando em uma dimiouigd sinal de fluorescéncia da
clorofila.

O maior efeito de supressédo de fluorescéncia thizitdo por nanoparticulas de
ouro de 5 nm de diametro. Este efeito foi devidoaaor area de superficie disponivel
para a adsor¢cdo das moléculas de clorofila naspaaticulas, em solucdes de amostras
com a mesma concentracdo de NPs. Devido ao fatoalea de superficie disponivel
das NPs também depender da concentracédo das rn#mdpar o grau de supressao da
fluorescéncia da clorofila foi dependente da cotragéo de NPs de ouro.

Os experimentos com nanoparticulas de prata enmc@dudo extrato de
clorofila mostraram que essas particulas tambéwopamn supressao na intensidade de
fluorescéncia da clorofila. O comportamento desgaessao é alterado em fungéo do
aumento da concentracdo de NPs de prata. Parant@yées de NPs abaixo de
100 uM ocorre a supressao dinamica colisional, reswdtdotcontato entre as NPs e as
moléculas de clorofila no estado excitado. Em cotmagdes de NPs acima de 10d
ocorre a supressdo dinamica colisional simultanataré supressao estatica, processo
no qual moléculas de clorofila no nivel fundamedtaknergia se complexam a NPs.

Este estudo forneceu a primeira observagdo/o da supresséo de fluorescéncia
da clorofila induzida por nanoparticulas metélidasouro e de prata. Os resultados
mostraram que a espectroscopia de fluorescéncizital a laser pode ser usada para
investigar as alteracGes na resposta fisiologicplaletas induzidas por nanoparticulas
de ouro e de prata, e que o estudo com ambos gzricoantos de onda de excitagao,
405 e 532 nm, foi capaz de constatar a presengardgarticulas metélicas nas plantas.

Apesar de as nanoparticulas de ouro e de praten ter@o aplicadas nas
sementes antes do plantio, foi possivel obserateeacdo entre as nanoparticulas e o

complexo supramolecular de coleta de luz do fastesia Il da planta, mesmo em
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estagios de desenvolvimento mais avancados. Oladissi sugerem que as NPs foram
capazes de penetrar nas sementes e de se traqmogas folhas. Os dados também
sugerem que diferentes concentracbes de nanopastidaram acumuladas nos

cotilédones, unifolios e trifolios. A maior conceagtdo de nanoparticulas foi observada
nas folhas cotiledonares e 0 menor acumulo de matioplas foi detectado nas folhas

trifolioladas.
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APENDICE A — TESTE t DE STUDENT



Testet de Student

Nas analises estatisticas utilizadas neste trapatiioaplicado um teste de

hipoteses para duas médias populacionais, atravéestet de Student para amostras

pareadas, com a finalidade de testar a hipétese dell que as duas médias das

populacdes sdo iguais [1]. Para isso, ao invésamsiaderar os dois conjuntos de

observacdes como amostras distintas, faz-se umparagéo para cada par de dados

entre as duas populacdes, calculando a diferentta eles d), como mostrado na

Tabela 1[1, 2].

Tabela 1: Célculo das diferencas entre amostraagas.

Populacéo 1 Populacéo 2 Diferencas
X11 X12 dl = X11 - X12
X21 Xzz dz = X21 - Xzz
>(31 X32 d3 = X31 - X32
xnl xnz dn = an_xnz

Assim, é possivel encontrar a média das diferepddsdado pela Equacdo 1 e

também o desvio padréo das diferen¢@g),(dado pela Equagéo 2. O parametr® o

numero de amostras.

Equacao 1

Equacao 2

O valor det calculado {_,.) € dado pela Equacéo 3, e para que a diferenga ent

as duas populagdes seja significativa, o valor_gedeve ser igual ou maior que o valor

det tabelado {, ) para um grau de liberdade iguaha1 [3-5].



2 i (n) Equacdo 3

2R

A Tabela 2 mostra a distribuicdode Student encontrada na literatura [3]. O
valor det, € encontrado baseando-se no grau de liberdadeggia probabilidade
unicaudal de. Para um intervalo de confianca de 95%, por exengptegido unicaudal
(regido critica) € de 5%, logo, a probabilidadecandal det € 0,05. Ainda como
exemplo, se o numero de amostras for 20, o grdibeelade sera 19. Sendo assim,
para um grau de liberdade de 19 com um intervalcodéanca de 95%, o valor dg,

é de 1,729. Nos tratamentos estatisticos encomstradoliteratura, esse intervalo de
confianga (95%) € muito utilizado por proporcionar alto grau de confiabilidade [5].

Tabela 2: Distribuicdbde Student. Modificada da referéncia [3].

Probabilidade unicaudal de t de Student.

ol 0,25 0,1 0,05 0,025 0,01 0,005 0,001
1 1,000 3,078 6314 12706 31,821 63,657 318,309
2 0,816 1,886 2,920 4,303 6,965 9,925 22,327
3 0,765 1,638 2,353 3,182 4,541 5841 10,215
4 0,741 1533 2132 2,776 3,747 4,604 7,173
5 0,727 1476 2,015 2,571 3,365 4,032 5,893
6 0,718 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 5,208
7 0,711 1,415 1,805 2,365 2,998 3,499 4,785
8 0,706 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 4,501
9 0,703 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 4,297
10 0,700 1,372 1812 2,228 2,764 3,169 4,144
1 0,697 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 4,025
12 0,695 1,356 1,782 2179 2,681 3,055 3,930
13 0,694 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012 3,852
14 0,692 1,345 1,761 2,145 2,624 2,977 3,787
15 0,691 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 3,733
16 0,690 1,337 1,746 2,120 2,583 2,921 3,686
17 0,689 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,646
18 0,688 1,330 1,734 2,101 2,552 2,878 3,610
19 0,688 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861 3,579
20 0,687 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,552
21 0,686 1,323 1,721 2,080 2,518 2,831 3,527
22 0,686 1,321 1,717 2,074 2,508 2,819 3,505
23 0,685 1,319 1,714 2,069 2,500 2,807 3,485
24 0,685 1,318 1,711 2,064 2,492 2,797 3,467
25 0,684 1,316 1,708 2,060 2,485 2,787 3,450
26 0,684 1,315 1,706 2,056 2,479 2,779 3,435
27 0,684 1,314 1,703 2,052 2,473 2,771 3,421
28 0,683 1,313 1,701 2,048 2,467 2,763 3,408
29 0,683 1,311 1,699 2,045 2,462 2,756 3,396
30 0,683 1,310 1,697 2,042 2,457 2,750 3,385
40 0,681 1,303 1,684 2,021 2,423 2,704 3,307

60 0,679 1,296 1,671 2,000 2,390 2,660 3,232
120 0,677 1,289 1,658 1,980 2,358 2,617 3,160

e 0,674 1,282 1,645 1,96 2,326 2,576 3,00
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To our knowledge, the present work reports the first in vivo observation of chlorophyll a fluorescence
quenching induced by gold nanoparticles. Laser-induced fluorescence spectroscopy was used to collect
in vivo chlorophyll a fluorescence, using a portable optical fiber-based spectrofluorimeter. Fluorescence
quenching was observed for all plants submitted to the gold nanoparticle treatment, and both excitation

wavelengths, 405 nm and 532 nm, were capable of detecting interactions between gold nanoparticles
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and plants. Our results also suggest that gold nanoparticles were able to translocate and accumulate in
the soybean plants after seed inoculation.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Chlorophyll fluorescence has been used as an accurate and non-
destructive probe of photosynthetic efficiency, which can directly
or indirectly reflect the impacts of environmental factors and
changes in the physiological state of the plants [1]. The photosyn-
thetic efficiency of many plants decreases when they are subjected
to stress conditions [2,3]. Therefore, chlorophyll fluorescence has
been used as a standard method to investigate the chlorophyll con-
tent in plants, identify plant class, and detect plant stresses caused
by nutrient deficiency, polluting agents, etc. [4].

Ultraviolet and visible (UV-Vis) light absorbed by green leaves
can induce two distinct regions of fluorescence, emissions in the
range of wavelengths between 400 nm and 600 nm (blue/green
fluorescence) and between 600nm and 800nm (red/far-red
fluorescence). The blue/green fluorescence is associated with sev-
eral leaf fluorophores such as hydroxycinnamic acids, flavonols,
isoflavones, flavanones, and phenolic acids; while, in vivo, the
red/far-red fluorescence is produced only by chlorophyll a (Chla)
[5].Inthe red/far-red region, most of the fluorescence, with maxima
at 685 nm and 735 nm, is emitted by Chla in photosystem II (PSII) at
room temperature. Nevertheless, a small fluorescence contribution

* Corresponding author. Tel.: +55 67 34102088; fax: +55 67 34102072.
E-mail address: andersoncaires@ufgd.edu.br (A.R.L. Caires).

1010-6030/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jphotochem.2011.09.027

from photosystem I (PSI) in the range between 710 nm and 720 nm
has been reported [5].

Engineered nanoparticles (ENPs) have recently received much
attention because of their industrial applications. A large number of
ENPs are already used in a wide range of consumer products; more
than 60% are in the field of health and fitness, including cosmetics
and personal-care products. Paints, coatings, textiles, electronics,
pharmaceuticals, environmental remediation, food, and food pack-
aging are other important applications [6]. An exponential growth
in the development, manufacture, and use of nanomaterials over
the past decade has followed the development of several benefi-
cial applications in a diverse range of products and areas, including
health and medicine, food production, energy, and environment
[7-9]. However, the production, use, and disposal of nanomateri-
als will inevitably lead to their release into the atmosphere, water,
and soil, and there are still uncertainties about the fate, behavior,
impacts, and toxicity of release into the environment [7-13]. In this
context, plants will not be able to avoid the environmental stress
that may be induced by the increased release of ENPs into the bio-
sphere. Although a few papers have reported the impact of ENPs
on plants in recent years, many questions about the behavior and
fate of ENPs in plants remain unanswered [14]. Both positive and
negative effects have been reported, and the impact of ENPs on
plants varies, depending on the composition, concentration, size,
and physical and chemical properties of ENPs and plant species
[15].
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