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“O éxito da vida ndo se mede pelo que vocé conquistou,
mas pelas dificuldades que superou no caminho.”

Abraham Lincoln



RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar as alteracdes fisioldgicas
em plantas de Fava (Vicia faba) induzidas por nanoparticulas de 6xido de cobre
(CuO NPs) com dimens@es menores que 50 nm, e nanoparticulas de oxido de
zinco (ZnO NPs) de dimensado menor que 50 e 100 nm. Para realizagcdo do
estudo foram utilizadas as técnicas de fluorescéncia da clorofila, termografia de
infravermelho e analise da evapotranspiracdo por meio de medidas de
condutancia estomatica. A metodologia se concentrou em técnicas analiticas
nao destrutivas, que se mostraram eficientes para monitorar e detectar in vivo
as alteracdes geradas pelas nanoparticulas (NPs) em plantas. Os resultados
para CuO NPs e ZnO NPs, mostraram que o quenching ndo-fotoquimico (NPQ)
e 0 coeficiente de diminuicdo relativa da fluorescéncia (Rfd) tiveram seus
valores aumentados. O primeiro fator mostrou que houve aumento na
guantidade de energia dissipada por vias ndo-fotoquimicas e o segundo pode
ter influéncia com a atividade fotossintética, estando também diretamente
associado a taxa de assimilacdo de CO, pelas folhas. A condutancia
estomatica diminuiu em funcdo do aumento da concentracao das NPs, na qual
uma diferenca significativa foi observada para a concentracdo de 200 e 300
mg.L™, revelando a interferéncia das NPs na transpiracdo da planta. Como a
temperatura da planta esta aliada a taxa de transpiracao, observamos também
uma elevacdo da temperatura. Realizando um estudo comparativo entre as
nanoparticulas, foi observado que as de menores dimensdes (ZnO e CuO < 50
nm) foram mais citotoxicas do que as nanoparticulas maiores (ZnO < 100 nm),
ocorrendo alteracbes em todos os parametros estudados. Em resumo, 0S
resultados indicam que as alteracdes fisiolégicas nas plantas podem estar
relacionadas a um dano nos estbmatos das folhas submetidas as NPs, bem
como a inducdo de um estresse oxidativo, gerado por espécies reativas de
oxigénio (ROS).

Palavras-chave: Espectroscopia 6tica, Nanoparticulas, Oxido de cobre, Oxido

de zinco, Fluorescéncia da clorofila.



ABSTRACT

The present project work had as objective characterizing the physiologic
changes in fava bean plants (Vicia faba) motivated for copper oxide
nanoparticles (CuO NPs) with smaller dimensions than 50 nm, and zinc oxide
nanoparticles (AnO NPs) smaller than 50 and 100 nm. For doing the study were
employed the chlorophyll fluorescence technicals, infrared termography and
evapotranspiration analysis by way of stomatal conductance. The methodology
focused on employing not-destructive analytical techniques, which were shown
efficient on monitoring and detecting in vivo the changes caused by
nanoparticles (NPs) in plants. The results for CuO NPs and ZnO NPs, showed
that the not-photochemical (NPQ) quenching and the relative decreasing
coefficient of fluorescence (RFd) had their values increased, the first value
showed that the dissipated energy rises by not-photochemical ways and the
second might be influenced by photosynthetic activity, being directly associated
with the CO, assimilation rate by the plants. The stomatal conductance
decreased as a result of the NPs concentration increase, which a significative
inequality of 200 and 300 mgL™ concentration watched, showing the NPs
interference on plants transpiration. As the plant temperature is associated with
the transpiration rate, we noticed an increase in temperature. Realizing an
comparative study beyond nanoparticles, was observed that the smallest
dimensions (ZnO and CuO < 50 nm) were more cytotoxic than biggest
nanoparticles (ZnO <100 nm), occurring changes in all studied parameters. In
short, the results indicate that the physiological changes in plants might be
related with stomates damages in leafs that were submitted to NPs, as a

oxidative stress induction, caused by oxygen-reactive species.

Keywords: Optical spectroscopy, Nanoparticles, Copper oxide, Zinc oxide,

Chlorophyll Fluorescence
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORIA DA NANOTECNOLOGIA

Entende-se por nanotecnologia a tecnologia que permite manipular, criar
ferramentas, materiais e estruturas em nivel molecular, ou seja, atomos em
estruturas funcionais de dimensdes nanométricas (SCOTT, 2007). Na natureza
h& uma infinidade de estruturas ou nanoestruturas que estdo nas dimensdes
nanomeétricas tais como: virus, organelas celulares, caseina do leite, entre
outras (SCOTT, 2005; BRANDAO et al., 2011).

Figura 1: llustracdo da escala nanométrica. Fonte: TOMA, 2004.

Fio de cabelo

hemécia
Nanotubos

virus @
de carbono
atomose
moléculas

J ' d
)

v L Y

0.1 1 lO 100 1 10 1001
Nanometro Micromero Milimetro
{nm) (my) [mm)

Apesar das pesquisas serem recentes, as aplicagcdes da nanotecnologia
estdo presentes no planeta desde os primordios da humanidade, contudo sem
as definicdes e os conceitos atuais (BUZEA et al., 2007).

O fisico Richard Feynman, em 1959, que para muitos autores €
considerado o “pai da nanotecnologia®, prop6s a manipulacdo de matéria
(atomo por atomo) gerando o conhecimento a cerca da nanotecnologia, a fim
de desenvolver uma tecnologia atdmica e molecular (SINHA et al., 2006;
BRANDAO et al., 2011).

A primeira definicdo do termo nanotecnologia surgiu em 1974 na
Universidade Cientifica de Toquio, proposta pelo japonés Norio Taniguchi
(BRANDAO et al., 2011). Segundo Taniguchi (1974), a nanotecnologia consiste
principalmente no processo de separacdo, consolidacdo e deformacédo dos
materiais atdmicos por atomo ou molécula que corresponde a 0,1-0,2 nm de

comprimento.
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O desenvolvimento de pesquisas voltadas ao ramo da nanotecnologia
vem sendo cada vez mais expressivo atualmente. Inclusive os nanomateriais
ja sao utilizados em centenas de produtos tais como protetores solares,
cosmeéticos, téxteis, equipamentos desportivos, entre outros (LALAU, 2014).

No entanto, devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, essas
particulas podem ser transportadas no meio ambiente ou acumuladas ao longo
da cadeia alimentar, interferindo nos processos biologicos (QUINA, 2004).
Conclusivamente, nanoparticulas podem ser u(teis, mas também podem
desencadear impactos negativos ainda desconhecidos de acordo com a dose
ou a superficie de contato que possuem (SANTOS, 2010).

No Brasil, as pesquisas relacionadas a Nanociéncia e Nanotecnologia sao
apoiadas pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI) juntamente
com o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq), a Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), Funda¢cbes de Amparo
a Pesquisa (FAPS) e Industrias, desde 1990 (HAYASHI et al., 2006).

1.2 USO DE NANOTECNOLOGIAS E IMPORTANCIA DO ESTUDO

O uso da nanotecnologia na industria obteve um rapido crescimento, com
um vasto numero de aplicacdes potenciais, tais como cosméticos, eletrénicos,
tintas, dispositivos médicos, embalagens de alimentos, catalisadores,
antimicrobianos, tecidos para vestuario, membranas de tratamento de &gua,
etc. (JO et al., 2012).

Em 2004, a producdo anual de produtos tecnologicos contendo
nanomateriais, foi de 1.000 toneladas, e atualmente, a producdo é de 5.000
toneladas, e a estimativa € de um aumento para 100.000 toneladas na préxima
década (PASCHOALINO et al., 2010).

O uso de nanomateriais (NM) pode representar importantes riscos aos
seres vivos, devido a dificuldade para avaliar os seus possiveis efeitos
toxicoldgicos. Segundo Dhawan e Parmar (2009), o mecanismo de interacéo
entre NM e sistemas bioldgicos depende do tamanho, forma, composicéo e
propriedades da superficie do NM em questdo. De acordo com Zablin (2007),
as propriedades dos materiais (Gticas, elétricas, magnéticas, de transporte,

cataliticas, etc), sédo fortemente dependentes do tamanho das suas particulas.

15



Contudo, apesar de a caracterizacdo da nanoparticula ser um fator
importante para elucidar a presente pesquisa, para obter um melhor
entendimento dos efeitos provocados pelas nanoparticulas, também se faz
importante o embasamento tedrico de conceitos e elementos relacionados as
avaliacdes de toxicidade (LALAU, 2014).

Os ambientes naturais vém sendo contaminados por produtos e residuos
nanotecnoldgicos, durante os processos de producéo, transporte e utilizacao,
tanto de maneira direta quanto indiretamente por descarte dos produtos
consumidos (THE ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF
ENGINEERING, 2004; MUELLER e NOWACK, 2008).

Segundo Quina (2004), os nanomateriais possuem caracteristicas tais
como tamanho reduzido, grande area superficial e capacidade de aglomeracéao
e dispersdo, que podem facilitar a sua translocacdo pelos compartimentos
ambientais (atmosfera, aguas e solo), de forma que podem se tornar
disponiveis aos diferentes organismos e ocasionar danos a cadeia alimentar
(LOVERN et al., 2007).

Devido as suas caracteristicas, as nanoparticulas (NPs) podem penetrar
em tecidos vivos e afetar os seus processos metabolicos (MEDINTZ et al.,
2005). Por possuirem uma pequena dimensdo, podem ter maior
permeabilidade através de mucosas e membranas celulares, e, além disso, por
terem uma area superficial grande, os efeitos tdxicos podem ser
potencializados (SERVICE, 2004).

Considerando que as plantas estdo na base da cadeia alimentar e que
materiais em dimensfes nanométricas possuem a capacidade de penetrar nas
plantas, se transferindo e magnificando seus efeitos nos niveis troficos, faz-se
necessario um estudo aprofundado sobre o real comportamento das plantas na
presenca de nanomateriais (DE LA TORRE-ROCHE et al., 2013).

Para um estudo mais avancado sobre os efeitos das NPs em plantas,
podem ser utilizadas técnicas como a fluorescéncia da clorofila a, termografia
vermelha e andlise da evapotranspiracao por meio de medidas da condutancia
estomatica, assim contribuindo no entendimento dos mecanismos, interacdes,

comportamento e estresse das plantas expostas as NPs.
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1.3 OXIDO DE COBRE

O cobre é um elemento quimico de simbolo Cu, numero atémico 29, de
massa atdmica 63,54, sendo classificado como metal de transicdo. Em
condicOes fisioldgicas apresentam dois estados de oxidacdo Cu+ e Cu+2
(BURKHEAD et al., 2009)

Atualmente, nanoestruturas de materiais contendo cobre, incluindo o
oxido de cobre, vém sendo amplamente utilizadas nas mais diversas areas.
Nanoparticulas de Oxido cobre tem sua importancia ndo somente no campo
cientifico, mas também na industria, devido & sua aplicacdo em dispositivos
eletrOnicos, tais como: placas de circuito impressos e condensadores
multicamadas de ceramica (SAITO et al., 2011).

Para Wang et al., (2011), entre as NPs de Oxidos metalicos de transicao,
0 oxido de cobre (CuO) tem atraido especial aten¢éo, pois podem ser utilizadas
como supercondutores em aplicacbes como fotocondutores e fototérmicas, e
também vém sendo utilizadas na composicado de tintas anti-incrustantes de
embarcacdes (ICOMIA, 2006; MELEGARI et al., 2013), representando assim
uma importante fonte de contamina¢éo aos ecossistemas aquaticos.

As nanoparticulas de CuO Nps em meio fluido, tem uma excelente
condutividade térmica podendo ser utilizado para transferéncia de calor em
maquinas (CHANG et al., 2005). Assim, as CuO NPs sdo de significante
interesse tecnolégico e tém sido cada vez mais utilizadas em varias aplicacfes
(ZHOU et al., 2006).

1.4 OXIDO DE ZINCO

Nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NPs) sdo outro tipo de NM muito
utilizado na industria. Estas estdo presentes em blogueadores solares, cremes
e lo¢cdes, como um composto antibacteriano e fungistatico, adicionado aos
revestimentos transparentes como verniz para superficies de madeira,
revestimento ultravioleta (UV) protetor em filmes de plastico para janelas e
oculos e em tecidos feitos a partir de polimeros sintéticos.

As possibilidades de utilizagcdo de nanoestruturas baseadas em ZnO sao

as mais diversas. Merece destaque a utilizacdo na confeccdo de filmes finos
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flexiveis para dispositivos optoeletronicos e sensores (WEINTRAUB et al, 2008;
MITZNER et al, 2003; MERCURIO, 2009).

Na industria farmacéutica, por exemplo, sdo usadas em pomadas ou po
antissépticos, porque fecham os poros da pele protegendo-a de agentes
externos que possam causar lesbes ou inflamacdes. As ZnO NPs também
podem atuar como agente e desodorante eliminando os odores e bactérias que
causam a transpiragdo. O ZnO é de grande utilidade em varias é&reas
relacionadas ao bem-estar humano, em casos de saude bucal, por exemplo,
este produto quimico é utilizado na fabricacdo de cimento Gtil na reparacdo de
dentes (MUNOZ, 2013).

As ZnO NPs, também podem ser utilizadas como semicondutores, pois
tém propriedades eletro-6pticas, eletrdnicas e estruturais, caracteristicas
importantes, com destaque para a area de catalise, fotocatalise, fabricacdo de

células solares, transdutores e micro-sensores (SHIMIZU et al., 2010).

1.5 AVALIACOES DA TOXIDADE DE NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE
COBRE E ZINCO

Os testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais que tém como objetivo
avaliar os efeitos nocivos das substancias a serem analisadas, bem como o
seu grau de toxicidade. Para tal, organismos vivos sdo expostos a diferentes
concentracfes das substancias de interesse e analisam-se os efeitos adversos
causados sobre estes organismos, como por exemplo, imobilidade, morte,

alteracdes fisicas e funcionais, entre outros (MATIAS, 2009).

A nanotoxicologia destina-se a avaliar os efeitos toxicolégicos de
nanoparticulas e seus produtos para determinar se, e em que medida, elas
podem representar uma ameaca ao ambiente e a salde humana (ZHAO et al.,
2014).

Segundo Paschoalino (2010), alguns estudos sugerem que os NM, por
sua pequena dimensédo, podem ter uma permeabilidade maior através da pele,
mucosa e membranas celulares, podendo ter efeito téxico ampliado, ja que
possuem uma reatividade superior, principalmente devido a elevada area

superficial.
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De acordo com a literatura, a capacidade de absorcao, translocacao e
acumulacdo de nanoparticulas em plantas podem estar relacionadas com a
espécie de planta e o tamanho, tipo, composi¢cdo quimica e estabilidade das
nanoparticulas (WANG, B. et al., 2006; BULCKE, F. et al., 2013). Desta forma,
o nivel de contaminacdo e, consequentemente, os efeitos provocados pelas

nanoparticulas em plantas também sdo bastante variaveis.

Um aspecto importante da avaliacdo dos riscos das nanoparticulas é
compreender suas interacées com as plantas, o componente de base essencial
de todos os ecossistemas. Em pesquisa realizada com a planta Cicer arietinum
L (gréo-de-bico) exposta a diferentes concentracdes de CuO NPs, demonstro-
se gue as nanoparticulas interferiram no crescimento da planta, causando um

retardo no crescimento das raizes e do caule (NAIR, M. et al., 2014).

Em outro estudo, que avaliou o crescimento de arroz sob trés diferentes
niveis de estresse causados por CuO NPs, concluiu-se que a porcentagem de
germinacdo da planta foi significativamente reduzida. Além disso, erupcdes

oxidativas ficaram evidentes nas folhas (SHAW, A. et al., 2013).

O aumento do teor de ZnO NPs na planta, pode afetar negativamente o
aparato fotossintético, reduzindo a eficiéncia fotossintética das plantas pela
inibicdo da biossintese de clorofila e diminuicdo da assimilacdo de carbono
(CHEN et al., 2008; DHIR et al., 2008).

O excesso de Zn pode ainda causar clorose foliar (CASTIGLIONE et al.,
2007), o que contribui para a inibicdo do crescimento das plantas (GIROTTO et
al., 2013). Além disso, a toxicidade desse NM pode afetar negativamente a
permeabilidade da membrana, a cadeia de transporte de elétrons (DE
MAGALHAES et al., 2004) e a absorcéo e translocacdo de nutrientes (JIANG &
WANG, 2008; WANG et al., 2009).

1.6 METODOS UTILIZADOS NO ENTENDIMENTO DO COMPORTAMENTO
DA PLANTA EXPOSTA AS NPS

A medida da fluorescéncia da clorofila a pode estar relacionada com a
capacidade fotossintética das plantas, e é definida como qualquer luz na regiao

do vermelho e infravermelho, produzida nos tecidos vegetais fotossintetizantes,
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apos excitacdo das moléculas de clorofila com luz natural ou artificial na faixa
visivel do espectro eletromagnético.

Segundo Mohammed et al. (2003), a fluorescéncia € emitida,
primariamente, pela clorofila a, presente no Fotossistema Il (PSII) e se constitui
em um modo de dissipacao do excesso de energia. Para Baker e Rosenqvist
(2004), as relacdes entre as varidveis de fluorescéncia da clorofila e o
desempenho fotossintético sdo analisadas no contexto de aplicacbes das
medicdes da fluorescéncia, para identificacdo de plantas com melhor
desempenho fotossintético.

A termografia infravermelha, ainda pouco estudada em espécies vegetais,
€ uma técnica que possibilita a visualizacdo da temperatura da superficie foliar
de plantas, por meio da deteccdo da radiacdo infravermelha emitida
(infravermelho longo 8-14 ym). A temperatura foliar pode variar, principalmente,
por acdo dos fatores ambientais, como a incidéncia de radiagdo solar e pela
transpiracdo. O processo de analise de dados pode ser realizado por meio de
aplicativo computacional, que transforma os dados de radiacdo emitida em
imagens térmicas, em que 0s niveis de temperatura sdo indicados pelo
gradiente de falsa-cor (NOBEL, 1991).

As modificagbes do estado hidrico de uma planta podem causar
mudancas na transpiracao foliar, em funcdo da ativa regulacdo da condutancia
estomética. Os resultados dos estudos desenvolvidos por Jones (1999)
apontam o potencial da utilizacdo da termogréfica por infravermelho, até
mesmo como ferramenta de estimativa da condutancia estomética.

Alteracbes na condi¢do hidrica de uma planta, causada por condicdes
adversas, acarreta mudancas na transpiracdo, como resultado da regulacdo
ativa da abertura estomatica. Conforme Nilsson (1995), as mudancas
associadas ao modelo padréo de resfriamento da folha podem ser monitoradas
de forma instantanea por meio de imagens termograficas. A grande maioria das
aplicacdes da termometria por infravermelho depende da sensibilidade da
temperatura foliar e da taxa de evaporacao, portanto, da abertura estomatica.

De acordo com Mc Dermit (1990), as plantas, ao absorverem CO,,
inevitavelmente, perdem agua pelas folhas. Essa perda de agua ocorre

principalmente através dos estdmatos, que apresentam mecanismos para
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controlar o seu grau de abertura. Esse controle é atribuido a condutancia
estomatica foliar, que € frequentemente utilizada como indicador da deficiéncia
hidrica.

Os estbmatos sdo estruturas que permitem as plantas transpirarem,
processo fundamental para o controle da temperatura e, principalmente, para a
manutencdo da pressdo que permite o fluxo continuo ascendente de &gua e
nutrientes do solo para toda a planta (TAIZ & ZEIGER, 1991).

A combinagéo das técnicas de fluorescéncia da clorofila a, termografia por
infravermelho e condutancia estomatica podem gerar um consideravel conjunto
de informacdes, capazes de fomentar plenamente as investigacdes sobre as
caracteristicas fisiolégico das plantas (BAKER, 2008; MCAUSLAND, L. et al.,
2013; LAWSON, T. et al., 2008).

Essas técnicas sdo efetivas para demonstrar o comportamento da folha
expostas as nanoparticulas, ndo sendo necessaria a destruicdo da planta,

assim o monitoramento é realizado in vivo.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Objetiva-se no presente trabalho, caracterizar as alteracfes fisiologicas
em plantas de Fava (Vicia faba) induzidas por nanoparticulas de 6xidos de

cobre e zinco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Monitorar os possiveis efeitos nocivos das nanoparticulas em funcao da
concentracéo nas plantas;

e Avaliar o processo de absorcdo das nanoparticulas nas plantas;

e Monitorar as mudancas na evapotranspiracdo na temperatura foliar
devido a presenca de nanoparticulas na planta;

e Caracterizar as alteracdes no processo fotossintético das plantas
induzidas pelas nanoparticulas;

e Discutir a viabilidade da técnica de espectroscopia de fluorescéncia no

monitoramento in vivo da interagdo nanoparticulas-planta;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 NANOPARTICULAS
As particulas em dimensBes nanométricas utilizadas durante a pesquisa
foram adquiridas da marca Sigma-Aldrich (Saint Louis/EUA) de diferentes

materiais e diametros:

e NPs de o6xido de zinco (ZnO) em pdé com dimensbes < 50 nm com
pureza maior que 97 %;
e NPs de 6xido de zinco (ZnO) em p6 com dimensdes < 100 nm;
e NPs de 6xido de cobre (ll) (CuO) em p6 com dimensdes < 50 nm.
O experimento foi realizado para todos 0s materiais nas concentracdes
50, 100, 200 e 300 mg.L™.

As solucdes foram preparadas em agua destilada, colocando em banho
ultrassonico por 30 minutos. Previamente ao momento da inje¢cdo nas plantas,
a solucao foi sonicada novamente por 5 minutos, com a finalidade de reduzir
possiveis agregados de 0xidos de metais e evitar decantacao.

3.2 PLANTAS DE FAVA

A planta utilizada para o estudo foi da espécie Fava (Vicia faba), bastante
aplicada em pesquisas sobre o0 estresse em plantas, por apresentar rapida
germinacdo e emergéncia, e também devido ao fato de suas folhas serem
espessas e macias possibilitando o processo de injecdo das solucdes com

nanoparticulas de 6xidos metélicos com o uso de seringa e agulha.

Todos os processos experimentais foram realizados no Laboratério de
Microscopia Optica (LaMio), localizado na Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). O plantio das sementes foi feito em vasos plasticos (200 ml)
contendo substrato comercial para horticultura. Para todas as concentracées
de ZnO NPs e CuO NPs, foram utilizados a mesma marca de semente (Isla
Pro) e substrato (Vida Verde). Os vasos semeados foram mantidos em camara
de germinacdo com temperaturas de 22/18 °C dia/noite, umidade de 65/70 %
dia/noite e fotoperiodo de 12/12 h dia/noite com intensidade actinica de
aproximadamente 300 umol m™? s*, fornecendo as condicdes ideais para a

germinacao e crescimento. Os vasos foram armazenados dentro de bandejas
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(2700 ml), e receberam irrigagcdo, sendo a bandeja preenchida com
aproximadamente 1 litro de 4gua a cada 48 horas.

Para cada material estudado (ZnO NPs e CuO NPs) e para cada
concentracdo, foram utilizadas seis plantas. Dessa forma, o resultado para
cada andlise realizada representa o comportamento meédio de seis plantas. As

analises in vivo foram iniciadas 20 dias apos o plantio.

3.3 PROCESSO DE INJECAO DAS NANOPARTICULAS NA PLANTA
DE FAVA

Para a inje¢do das nanoparticulas nas plantas, foi utilizado uma seringa
de 5 mL e uma agulha fina de 12,7 mm e diametro de 0,30 mm, com a
finalidade de reduzir o dano mecanico na folha. A agulha foi introduzida na
nervura central da folha e assim inserida a solucéo até a folha estar totalmente

preenchida.

A injecédo foi feita no primeiro par de folhas expressas, apos 20 dias de
plantio. As seis plantas receberam a injecdo do material de 6xido metalico em
estudo na folha esquerda. A folha direita foi mantida como controle, recebendo

somente a injecdo de agua destilada.

As analises foram realizadas antes da injecao da solucéo (0 h) e apés 24
h tiveram continuidade, o experimento foi feito todos os dias até 144 h apés
injecao, totalizando sete dias. Esses procedimentos foram aplicados para cada

concentracdo estudada, no experimento com ZnO NPs e CuO NPs.

3.4 IMAGEM TERMICA

As imagens foram coletadas na parte superior da folha e a analise da
temperatura se deu pela area total de cada folha, a esquerda com
nanoparticulas e a direita com agua destilada (controle). Antes do inicio das
medidas de imagem térmica as plantas foram retiradas da estufa e deixadas
por periodo de adaptacdo de trinta minutos a temperatura controlada por ar
condicionado de 18 °C. O experimento ocorreu no mesmo horario durante os

sete dias.
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Figura 2: Camera termografica Testo®, modelo 880 e imagem térmica de uma folha de Fava.

As imagens foram obtidas por meio da camera termografica Testo®,

apresentada na Figura 2, modelo 880, detector infravermelho de 2.3
Megapixels de resolucdo, onde as escalas de temperaturas sao indicadas por
gradientes de falsa cor.

O equipamento possui a faixa de temperatura entre -20 a 350 °C e
precisdo de + 2 °C de temperatura. Posteriormente, foi utilizado o software

Testo IRSoft 2.23 para tratamento e analise das imagens térmicas das folhas.

3.5 CONDUTANCIA ESTOMATICA

A abertura estomatica é o fator dominante na condutancia difusa da
superficie das folhas, que controla a perda de agua e a absorcdo de CO, para
a fotossintese. A medicdo de condutancia estomética € um importante
indicador da condicédo hidrica da planta, e fornece informacdes valiosas sobre o

crescimento e adaptacéo das plantas as variaveis ambientais.
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Figura 3: Porometer AP 4, utilizado para medidas de condutancia estomatica, e realizagédo da
medida em uma folha de Fava

A condutancia estomatica foi obtida através do equipamento portétil
Porometer AP 4 Delta T, apresentado na Figura 3. O aparelho realiza a medida
da condutancia pela comparacdo da taxa precisa de umidificacdo dentro de
uma pequena area do sensor.

Antes de cada medida, as plantas foram adaptadas ao ambiente por uma
hora. O equipamento foi calibrado, através de uma pequena placa com seis
configuracbes, usando agua destilada em papel filtro como padrdo e o
dissecante (silica) trocado, garantindo um ambiente controlado e melhorando a
precisdo das medidas. A aquisicdo das medidas de condutancia estomética foi
realizada na parte inferior das folhas, onde se localizam um maior nimero de

estOmatos.

3.6 IMAGEM DE FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

Para realizar o estudo da influéncia das NPs sobre as plantas in vivo foi
aplicada a técnica de imagem por fluorescéncia cinética. Antes da realizacédo
das medidas, as plantas ficam em periodo de adaptacédo de trinta minutos no
escuro, garantindo que todos os centros de reac¢do nas folhas estivessem

abertos. A imagem foi realizada na parte superior da folha.
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Figura 4: Photon Systems Instruments, FluorCam 800MF, e imagem de fluorescéncia de
clorofila a.

O equipamento utilizado para as medidas de fluorescéncia de clorofila a,
foi o Closed FluorCam FC 800-C, apresentado na Figura 4, da marca Photon
Systems Instruments, que é composto basicamente por painéis de LED usados
como fonte de excitacdo com intensidade de luz actinica acima de 2500
umol(prétons)/m?.s, e uma camera CCD que coleta a fluorescéncia da planta
na regido entre 400 a 1000 nm, fornecendo imagens com resolucdo de 512 x
512 pixels a uma frequéncia maxima de 50 frames por segundo. O sistema é

fechado, propiciando a adaptacéao da planta ao escuro.

Para a cinética, foi utilizada a luz branca como fonte de excitagcdo e um
filtro para selecionar somente a emissao da clorofila, na regido de 680 nm. Os
parametros observados na analise da fluorescéncia da clorofila foram Fv/Fm
(estimativa da eficiéncia quantica maxima da atividade fotoquimica do PSII),
NPQ_L1 (indicativo do excesso de dissipacao de energia radiante na forma de
calor no PSIl) e Rfd_L1 (taxa de decréscimo da clorofila ou indice de

vitalidade).

O parametro mais importante e o mais citado, no que diz respeito ao
estudo do estresse em plantas por meio da fluorescéncia cinética € o Fv/Fm
(eqg. 1), que quantifica a eficiéncia maxima do fotossistema Il (PSIlI) medida na

fase em que a planta esta adaptada ao escuro. Esse parametro indica a
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capacidade fotossintética da planta de maneira muito sensivel. Plantas
saudaveis geram valores de Fv/Fm em torno de 0,83. Quando em condicfes de
estresse, esse valor pode sofrer drasticas reducdes, decorrentes, na maioria
dos casos, de danos que provocam a desativagcdo do PSIlI , indicando
diminuicdo do processo de fotossintese (SU, L. et al., 2015; CHANG, R. K. et
al., 2015).

Fv _ Fp—F,
Fm  E,

(Equacéo 1)

Na fase da cinética em que a luz branca é incidida sobre a planta, ha um
rapido aumento da dissipacdo da energia na forma de calor, que é medido
utilizando um parametro denominado quenching nao-fotoquimico (NPQ) (eq. 2).
E importante notar que a intensidade da fluorescéncia maxima da planta na
fase exposta a luz (Fn..1) € menor que a fluorescéncia maxima na fase
adaptada ao escuro (Fn). Isso porque na fase clara, parte da energia esta
sendo consumida pelo NPQ, o que ndo acontece no primeiro pulso saturante,
pelo fato de a planta estar totalmente adaptada ao escuro. Assim, o NPQ é
também um importante parametro no estudo do aparato fotossintético das
plantas, fornecendo informacdes sobre a dissipacédo de energia na forma néo-
fotoquimica (MURCHIE, E. et al., 2013; KALAJI, H. M. et al., 2014).

(Fm _Fm—Ll)

m-—L1

NPQ_L1 = (Equacéo 2)

O NPQ_L1 quantifica os processos que levam ao decréscimo da
fluorescéncia maxima e indica a dissipacdo do excesso de energia radiante na
forma de calor nos complexos antena do PSII, ou seja, a fotoprotecéo induzida
pela luz através da dissipacdo térmica de energia, estando intimamente
correlacionado com a formagéo de zeaxantina (ROHACEK; BARTAK, 1999).

O coeficiente de diminuicdo relativa da fluorescéncia (Rfd), também
denominado indice de vitalidade do PSII, € outro parametro que pode ser
obtido pela curva da cinética de fluorescéncia, auxiliando nas interpretacdes
dos processos fotossintéticos, e € determinado pela equagédo 3. O parametro
Rfd caracteriza a interacao das reacdes dependentes da luz com as reacoes da

fase escura e € usado para avaliar a atividade do Ciclo de Calvin, que € a fase
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ndo luminosa da fotossintese. Assim, valores de Rfd trazem informacdes
adicionais sobre o funcionamento da atividade fotossintética, estando também
diretamente ligados a taxa de assimilacdo de CO, pelas folhas, entretanto,
apenas nos casos em que os estdbmatos permanecem abertos (OREKHOV, D.
I. etal., 2015; SYNOWIEC, A. et al., 2015).

Rfd_L1 = FmF—:Ft (Equacéo 3)

Os dados de condutancia estomatica, imagem térmica e imagem de
Fluorescéncia da Clorofila a foram tratados no programa estatistico Origin 8.5 e
submetidos a andlise de variancia e as comparacdes entre médias usando-se 0
Teste t Student a 5% de probabilidade (P < 0,05).

3.7 TESTE T DE STUDENT

Nas andlises estatisticas utilizadas neste trabalho, foi aplicado um teste
de hipéteses para duas médias populacionais, através do Teste t de Student
para amostras pareadas, com a finalidade de testar a hipétese nula de que as
duas médias das populacfes sao iguais (MORETTIN, 2010).

Tabela 1: Calculo das diferencas entre amostras pareadas.

Populagéo 1 Populagéo 2 Diferencgas
X, X5 d, =X, - Xy,
X, Xy, d, =X, =Xy,
Xa X dy =Xy =Xy
an an dn:an_XnZ

Para isso, ao invés de considerar os dois conjuntos de observacfes como

amostras distintas, faz-se uma comparacdo para cada par de dados entre as
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duas populacdes, calculando a diferenca entre eles (d), como mostrado na

Tabela 1 (VIEIRA, 1999).

Assim, é possivel encontrar a média das diferencas (d ) dado pela
Equacao 4 e também o desvio padrdo das diferencas (S,), dado pela Equacao

5. O pardmetro n é o nimero de amostras.

d =4 (Equacéo 4)

(Equacéo 5)

O valor de t calculado (t,.) é dado pela Equacdo 6, e para que a
diferenca entre as duas populagdes seja significativa, o valor de t., deve ser
igual ou maior que o valor de t tabelado (t,,) para um grau de liberdade igual a
n—1 (MARTINS, 2006).

d .
=5 Zlaa (Equacao 6)

d

n

t

calc
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Tabela 2: Distribuigéo t de Student. Modificada da referéncia (MARTINS, 2006).

Probabilidade unicaudal de t de Student.

gl 0,25 0,1 0,05 0,025 0,01 0,005 0,001
1 1,000 3,078 6,314 12,706 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 10215
4 0,741 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 7.173
5 0,727 1,476 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 1,895 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 1,812 2,228 2,764 3,169 4,144
11 0,697 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 4,025
12 0,695 1,356 1,782 2,179 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
0 0,674 1,282 1,645 1,96 2,326 2,576 3,09

A Tabela 2 mostra a distribuicdo t de Student encontrada na literatura

(MARTINS, 2006). O valor de 1, é encontrado baseando-se no grau de

liberdade (g.l.) e na probabilidade unicaudal de t. Para um intervalo de

confianca de 95%, por exemplo, a regido unicaudal (regido critica) é de 5%,

logo, a probabilidade unicaudal de t € 0,05. Ainda como exemplo, se 0 niumero

de amostras for 20, o grau de liberdade sera 19. Sendo assim, para um grau de

liberdade de 19 com um intervalo de confianca de 95%, o valor de t, é de

1,729.
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4. RESULTADOS

41 ANALISES DA PLANTA DE FAVA EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE COBRE (CUO
NPS)

4.1.1 Imagem visual

A analise da imagem visual de folhas da planta de Fava, tem por objetivo
visualizar alteracbes provocadas pelos o6xidos metalicos utilizados,
comparando a folha controle (com injecdo de agua destilada) e a folha com
concentracéo de NPs.

Figura 5: Folhas de Fava com injecdo de 4gua destilada na parte direita e na esquerda recebeu

a injecdo de CuO NPs 50 nm em todas concentra¢des realizadas, no tempo de 144 h.

0%
50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 300 mg/L

A figura 5 ilustra as folhas de Fava que foram submetidas as
nanoparticulas de CuO, nas concentraces de 50, 100, 200 e 300 mg.L™?, 144
horas apo6s a injecdo de nanoparticulas. E possivel observar o efeito visual
sendo intensificado conforme aumento da concentracdo das NPs, ocasionando
necrose na parte em que CuO NPs se aglomeram na regido em que foi injetada
as NPs. Na folha a direita (controle) € possivel observar que nao houve

interferéncia visivel com a injecdo de agua destilada.

Os efeitos ocasionados pela injecdo de CuO NPs se tornaram
significativos 24 h apo6s a injecdo. A figura 6 mostra o periodo anterior ao
contato da planta com as nanoparticulas até 144 h apds a injecéo. E possivel
observar que a necrose aumenta em funcao do tempo e que a folha vai ficando
na cor amarelada efeito este que pode estar relacionado com a diminuicdo da

clorofila ativada na planta.
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Figura 6: A folha direita (controle), com injecdo de agua destilada e a folha esquerda com

injecdo de 300 mg.L™ de CuO NPs<50 nm em solug&o aquosa.

4.1.2 Imagem térmica
A imagem térmica, realizada pela camera termografica Texto 880, tem

por objetivo, comparar a temperatura da folha controle e da folna com NPs.
Realizando um monitoramento a cada 24 h, pelo periodo de 144 h apos a
injecao.

Figura 7: Folha de Fava com injecdo de A4gua destilada na parte direita e na esquerda com

injecdo de CuO NPs <50 nm, na concentra¢géo de 300 mg.L'l, no tempo de 144 h.
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Figura 8: Histograma da imagem térmica de uma folha que recebeu a injecao de 300 mg.L'l de

CuO NPs.
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A figura 7, apresenta uma planta de Fava com injecéo de 300 mg.L™” na
folha esquerda, e na figura 8 apresenta-se o histograma da imagem térmica
desta folha, feito no software Testo IRSoft 2.23, correlacionando a
porcentagem da area em pixels, com a temperatura em °C. Com a juncdo
dessas imagens € possivel observar a elevacdo da temperatura na area

afetada pela injecao das nanoparticulas.

As andlises térmicas por imagem apresentaram um aumento de
temperatura principalmente no local onde a CuO NPs foi injetada (folha

esquerda).
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Figura 9. Temperatura média de 6 plantas de Fava em funcdo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™" de CuO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t,
p <0.05, n =6).

|:|H20
[ZA CuO NPs
24 24 -
-1 -1
234 50mgL 23 100mgL
22 7} A 22
21 21
20 20
O 191 191
S
© 181 18
S
>
= 17 t u T T u 17 T U T T u
g oa. O 24 48 72 96 120 44 L, 0 24 48 72 9 120 144
2 -1
£ 5 200mgL 23 ] 300mgL™1
(O]
2 22 —~1*)
] . ]
% =V - #) * Ve
21 21
20 20
19 19
18 18
17 T t t T T 17 T T T
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 3 120 144
Tempo (h)

Ao considerar a temperatura média das folhas das 6 plantas analisadas,
de cada concentracdo das NPs, esse valor mostra que o comportamento médio
da temperatura das folhas que receberam as CuO NPs ndo séo
significativamente diferentes (ao grau de confianca de 95% do Teste t Student)
em relacdo a temperatura média das folhas controle, pois as CuO NPs
provocaram um aumento de temperatura localizado em algumas regides das
folhas. Todavia, os resultados apresentados na Figura 9, mostraram apenas
uma diferenca significativa entre as folhas controle e submetidas a
concentracdo de 300 mg.L™ de CuO NPs, em 120 h. A Figura 9 mostra a
temperatura média das seis plantas estudadas com as concentracdes de 50,

100, 200 e 300 mg.L™ de CuO NPs.

4.1.3 Condutancia estomaética

As medidas de condutancia estomatica foram realizadas no mesmo
horério todos os dias para evitar a interferéncia devido ao ciclo da fotossintese.

A medicado de condutancia estomatica € um importante indicador da condicéo
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de estresse, e fornece informacdes valiosas sobre o crescimento e adaptacéo
das plantas as variaveis externas.
Figura 10: Condutancia estomatica média de 6 plantas de Fava em funcdo do tempo antes e

ap6s serem submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L'1 de CuO NPs< 50 nm. * Diferenca
significativa (teste t, p < 0.05, n = 6).
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condutancia estomatica, para média das seis plantas em cada concentracao.
As medidas de condutancia apresentaram um desvio padrdo elevado devido a
cada planta apresentar uma fisiologia fotossintética diferente, porém o
comportamento de todas as folhas com CuO NPs foi semelhante ao realizar
uma média. Na concentra(;éo de 50 mg.L" houve uma elevacdo na
condutancia 24 h apés a injecdo, em 48 h se manteve estavel, com a folha
esquerda com medidas inferiores a direita (controle). Na concentracdo de 100
mg.L™? as folhas esquerda e direita se mantiveram equilibradas respeitando a
margem de erro, 0 que podemos concluir que nao houve grande influéncia das

nanoparticulas na planta para este teste.

Com 200 mg.L™ de CuO NPs ambas as folhas apresentaram um

decréscimo da condutancia estomatica e se mantiveram estaveis apds 48h.
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Essa queda pode ser ocasionada por outro fator externo diminuindo a taxa de
respiracdo das plantas, ou a planta respondendo de forma geral a presenca de
NPs em seu sistema.

Em 300 mg.L™ pode-se notar a interferéncia das nanoparticulas na folha
esquerda, apresentando uma diferenca significativa em relacdo a controle.
Nota-se também na figura 10 que apds 96 h de injecdo das NPs na folha, a
planta pode ter realizado um mecanismo de adaptacdo a estas condicdes
adversas, porém a condutancia estomatica voltou a decair quando analisadas
apos 120 h.

Figura 11: Variac@o percentual da condutancia estomatica referente a folha controle e a folha
submetida a 300 mg.L ™ de CuO NPs.
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A figura 11 ilustra a variacdo percentual da condutancia estomatica em
relacdo a diferenca entre a folha controle e a folha submetida a 300 mg.L™" de
CuO NPs. A maior diferenca observa-se apos 24 horas da injecdo de CuO
NPs, cerca de 32% de reducdo na condutancia estoméatica entre as duas
folhas.

4.1.4 Fluorescéncia da clorofila a
A andlise de fluorescéncia da clorofila a, foi realizado através do
monitoramento da comparacao entre, folha esquerda (com presenca de NPs) e

da folha direita (controle), para os parametros Fv/Fm (estimativa da eficiéncia
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quantica maxima da atividade fotoquimica do PSIl), NPQ_L1 (indicativo do
excesso de dissipacao de energia radiante na forma de calor no PSIl) e Rfd_L1

(taxa de decréscimo da clorofila ou indice de vitalidade).

Figura 12. Imagens de Fv/Fm, NPQ L1 e Rfd L1, 144 hr ap6s a injecdo das NPs, obtidas por

meio de imagem de fluorescéncia da clorofila.
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A Figura 12 apresenta os resultados obtidos da medida de imagem de
fluorescéncia cinética da parte superior das folhas de uma planta de Fava,
antes e apos as 144 h da injecdo de 300 mg.L™ de CuO NPs em solucdo
aquosa. Analisando as imagens apresentadas, € possivel visualizar as lesdes
provocadas por CuO NPs, assim como as alteracdes induzidas nos parametros
estudados. Ap6s 144 h, na folha esquerda, os valores de Fv/Fm foi reduzido e

de NPQ e Rfd foram aumentados.
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Figura 13: Fv/Fm média de 6 plantas de Fava em funcdo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™" de CuO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t,
p <0.05, n =6).
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Na figura 13, o grafico ndo apresenta diferenca significativa (p < 0.05) em
nenhuma das concentracdes de NPs, porém o comportamento da planta se
mostrou semelhante em uma média de 6 plantas. Nas concentra¢cfes 50 e 100
mg.L " ndo houve diferenca significativa entre as folhas em funcdo do tempo,
mostrando que ndo a inducdo no parametro Fv/Fm. Em 200 mg.L?, o
comportamento da folha esquerda e da direita foi 0 mesmo em relagdo ao

tempo, ocorrendo uma queda de Fv/Fm em ambas as folhas.

Uma hipotese seria que as CuO NPs afetaram a planta em um todo, ndo
somente a folha injetada. Outra possivel explicacdo é que alguma interferéncia
externa tenha gerado estresse na planta. Na concentracdo 300 mg.L ™ houve
uma reducdo de FV/Fm em ambas as folhas, porém a folna com CuO NPs
mostrou valores inferiores, ou seja, as NPs apresentam um potencial efeito
danoso nas folhas injetadas e, podendo também ter gerado um estresse no

restante da planta.
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Figura 14: Fv/Fm em funcéo do tempo. Comparacéo relativa entre a folha antes da injecao (0

h) com a folha apds injecdo de H,0 destilada e de CuO NPs 300 mg.L *

[Joh 3H,0 CuO NPs 300mgL ™t
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A figura 14 ilustra o comportamento do parametro Fv/Fm em funcdo do

tempo, em comparacao relativa entre a folha antes da injecao (0 h) com a folha

apos injecdo de H,O destilada e de CuO NPs 300 mg.L ™.
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Figura 15: NPQ_L1 média de 6 plantas de Fava em funcdo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™" de CuO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t,

p < 0.05, n = 6).
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As analises do quenching ndo foto-quimico (NPQ_L1) mostram que as

nanoparticulas de Oxido de cobre induzem mudancas nesse parametro

somente para a concentracdo de 300 mg.L™?, provocando um aumento

significativo em 144 h. Para as demais concentracfes, os valores de NPQ L1

oscilam em funcdo do tempo, mas néo apresentam diferencas significativas em

relacdo as amostras controle, como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 16: Rfd_L1 média de 6 plantas de Fava em funcdo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™" de CuO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t,
p <0.05, n =6).
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O coeficiente de diminuicéo relativa da fluorescéncia (Rfd_L1), mostrado
na Figura 16, apresenta resultados similares aos do NPQ_L1, ou seja, as CuO
NPs também induzem aumento no Rfd_L1. Entretanto, as mudancas em seus
valores ja sdo significativas a partir da concentracdo de 200 mg.L™, indicando
que o Rfd L1 se mostrou um parametro mais sensivel as mudancas
provocadas pelas CuO NPs nas plantas de Fava. Ap6s 96 h, o Rfd_L1 das

folhas submetidas a 300 mg.L " de CuO NPs teve aumento significativo.

O parametro Rfd L1 é ligado ao funcionamento da atividade
fotossintética, estando também diretamente ligado a taxa de assimilagdo de
CO, pelas folhas, entretanto, apenas nos casos em que 0s estbmatos
permanecem abertos. Assim, € possivel observar a similaridade entre os
graficos de 300 mg.L! da figura 10 e 16, com queda na condutancia estomatica

e elevacao do parametro Rfd_L1.
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4.2 ANALISES DA VICIA FABA EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO < 50 NM (ZnO NPs)

4.2.1 Imagem Visual

A analise da imagem visual de folhas da planta de Fava, tem por objetivo
visualizar alteracGes provocadas pelos 6xidos metélicos utilizados, comparando
a folha controle (com injecdo de 4gua destilada) e a folha com concentragédo de
NPs.

Figura 17: Planta Fava apds 144 h da injecdo de agua destilada na folha direita e ZnO NPs <

50 nm na folha esquerda, nas concentracdes de 50, 100, 200 e 300 mg.L™.
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A figura 17 ilustra as folhas de Fava 144 h apds da injecdo, nas
concentracdes de ZnO NPs de 50, 100, 200 e 300 mg.L™. Visualiza-se o efeito
danoso na folha com presenca de nanoparticulas (folha esquerda), onde houve
necrose na parte em que ZnO NPs se aglomeram. A folha controle (direita)
ndo sofreu interferéncia visivel. O efeito € maior conforme o aumento da

concentracdo, em 300 mg.L™ a necrose ocupa parte significativa da folha.
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Figura 18: Evolugdo em h do efeito de 300 mgL™ de ZnO NPs < 50 nm na folha esquerda, e na

folha direita (controle), com injecéo de 4gua destilada.

A figura 18 apresenta a planta antes da injecdo (0 h) e a evolucdo do
efeito gerado pelas ZnO NPs até 144 h. Os efeitos visuais ocasionados pelas
ZnO NPs comecam a surgir apos 24 h da injecdo das nanoparticulas. Observa-
se que a necrose aumenta com o tempo, sendo sucinta em 24 h e tomando
proporcées maiores em funcéo do tempo. E verificado também que a folha vai
ficando com cor amarelada, efeito este que pode estar relacionado com a

diminuicdo da clorofila ativada na planta.

4.2.2 Imagem Térmica

A imagem térmica, realizada pela camera termogréafica Texto 880, tem por
objetivo, comparar a temperatura da folha controle e da folha com NPs.
Realizando um monitoramento a cada 24 h, pelo periodo de 144 h apos a
injecao.
Figura 19: Folha de Fava com injecdo de agua destilada na parte direita e na esquerda com

injecdo de ZnO NPs<50 nm, na concentracdo de 300 mg.L™, no tempo de 144 h.
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A figura 19, mostra uma planta de Fava com injecdo de ZnO NPs 300
mg.L™ na folha esquerda, e agua destilada na folha direita (controle). Na figura
20, apresenta-se o0 histograma da imagem térmica da folha com NPs
(esquerda). Com a juncdo dessas imagens conseguimos observar a elevacao

da temperatura na area afetada pelas nanoparticulas.

Figura 20: Histograma da imagem térmica de uma folha que recebeu a injecdo de 300 mg.L'l
de ZnO NPs.
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Préximo ao caule na nervura central da folha, a temperatura apresentou
valores mais baixos, posteriormente onde as nanoparticulas se alastram a
temperatura aumentou, tratando da média da temperatura da area foliar, os

valores sao superiores na folna com ZnO NPs.

Ao considerar a temperatura média de 6 plantas analisadas, para cada
concentracdo, o comportamento médio da temperatura das folhas que
receberam as ZnO NPs, ndo é significativamente diferente (ao grau de
confianca de 95% do teste t) em relacdo a temperatura meédia das folhas
controle, pois as ZnO NPs provocaram um aumento pontual na temperatura

das folhas. Porém é possivel observar o aumento da temperatura na folha
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esquerda, em 200 e 300 mg.L?, apds a injecdo das NPs. Houve apenas
diferenca significativa (teste t, p < 0.05) entre as duas folhas na concentracao
de 300 mg.L™, em 24 e 144 h ap6s a injecao.

Figura 21. Temperatura média de 6 plantas de Fava em funcéo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t, p
<0.05, n=6).
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A Figura 21 apresenta a temperatura média de 6 plantas, nas
concentracdes de 50, 100, 200 e 300 mg.L™* de ZnO NPs, observa-se que a
temperatura foliar aumentou de NPs. Nas concentracées de 50 e 100 mg.L™ a
diferenca entre as duas folhas ndo se mostrou visivel, ja a partir de 200 mg.L™
podemos observar iniciando em 24 h o aumento da temperatura. Na
concentracdo de 300 mg.L™" a diferenca significativa foi em 24 e 144 h apés a

injecao.
4.2.3 Condutancia estomatica

As medidas de condutancia estomatica foram realizadas no mesmo
horario todos os dias para evitar a interferéncia devido ao ciclo da fotossintese.

A medicdo de condutancia estomatica € um importante indicador da condi¢do
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de estresse, e fornece informacdes valiosas sobre o crescimento e adaptacéo

das plantas as variaveis externas.
Figura 22: Condutancia estomatica média de 6 plantas de Fava em funcdo do tempo antes e

apdés serem submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 50 nm. * Diferenca
significativa (teste t, p < 0.05, n = 6).
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Na Figura 22 estao apresentados os resultados encontrados para média
de seis plantas de cada concentracdo. As medidas foram realizadas no mesmo
horéario todos os dias para evitar interferéncia devido ao ciclo da fotossintese.
Os resultados apresentados demonstram uma diminuicdo nos valores de
condutancia estomatica em funcdo do aumento da concentracdo de ZnO NPs.
Na concentracdo de 100 mg.L™?, os efeitos danosos das NPs na folha sdo
significativos (teste t, p < 0.05) em 144 h. Em 200 e 300 mg.L™ apés 24 h,
apresentou diferenca significativa em 4 dos 6 dias de analise, mostrando que a
folhna diminui o fluxo do vapor de agua que os estdmatos liberam para o

ambiente externo.
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Figura 23: Variacéo percentual da condutancia estomatica em relagdo a diferenca entre a folha
controle e a folha com 300 mg.L ! de ZnO NPs , antes da injecdo de NPs e sua evolugdo até
144 h.
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A figura 23 mostra a variacdo percentual da condutancia estomatica em
relacdo & diferenca entre a folha controle e a folha com 300 mg.L™* de ZnO
NPs. A diferenca mais elevada foi obtida ap6s 48 h da inje¢cdo de ZnO NPs,

com cerca de 33% de reducdo na condutancia estomatica entre as duas folhas.

4.2.4 Fluorescéncia da clorofila a

A andlise de fluorescéncia da clorofila a, foi realizado através do
monitoramento da comparacao entre folha esquerda (com presenca de NPs) e
folha direita (controle), para os parametros Fv/Fm (estimativa da eficiéncia
quantica maxima da atividade fotoquimica do PSIl), NPQ_L1 (indicativo do
excesso de dissipacao de energia radiante na forma de calor no PSIl) e Rfd_L1
(taxa de decréscimo da clorofila ou indice de vitalidade). O estudo se obteve
através do comportamento médio de seis plantas em funcdo das
concentracdes 50, 100, 200 e 300 mg.L™, de ZnO NPs < 50 nm.
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Figura 24. Imagens de Fv/Fm, NPQ L1 e Rfd_L1, 144 h apos a injecdo das NPs, obtidas por

meio da imagem de fluorescéncia da clorofila.

Fv/fm NPQ_L1 Rfd_L1

A Figura 24, apresenta os resultados obtidos nos testes de imagem de
fluorescéncia cinética da parte superior das folhas de uma planta de Fava,
submetida & injecdo de 300 mg.L™* de ZnO NPs em solucéo aquosa na folha
esquerda, e agua destilada na folha direita, apds 144 h. Analisando as
imagens, é possivel visualizar as les6es provocadas pelas NPs, assim como as
alteracdes induzidas nos parametros estudados. Ap6s 144 h, comparando a
folha esquerda com a direita, o valor de Fv/Fm foi reduzido e os valores de

NPQ e Rfd foram aumentados.
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Figura 25: Fv/Fm da média de 6 plantas de Fava em funcdo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t, p
<0.05, n=6).
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Na Figura 25 é apresentado os valores médios de Fv/Fm, onde pode-se notar
a reducdo do rendimento do aparato fotossintético com valores significativos
(teste t, p < 0.05), nas concentracdes de 200 e 300 mg.L™* de ZnO NPs. Nas
concentracdes de 50 e 100 mg.L * a folha esquerda, com presenca de NPs
apresentou pequeno aumento no parametro Fv/fm, sendo significativo em 24 h

na concentragdo de 100 mg.L™.
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Figura 26: Fv/Fm em funcdo do tempo. Comparacéo relativa entre a folha antes da injecéo (0

h) com a folha apds injecdo de H,0 destilada e de ZnO NPs 300 mg.L 1
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A figura 26 ilustra a queda do parametro Fv/Fm em funcéo do tempo, em

comparacao relativa entre a folha antes da injecdo (0 h) com a folha apés

injecdo de H,0 destilada e de ZnO NPs 300 mg.L™. E possivel observar a

queda em ambos graficos, o grafico com NPs apresentou queda em 24 h e

obteve valores inferiores, mostrando que as nanoparticulas afetaram a folha

esquerda no aparato fotossintético, podendo ter ocorrido diminuicdo do

processo de fotossintese. Na folha controle houve também o decréscimo do

parametro em funcdo do tempo, apresentado apds 48 h. Pode-se supor que

houve um dano gerado pela presenca de NPs.
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Figura 27: NPQ_L1 da média de 6 plantas de Fava em funcéo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t, p
<0.05, n=6).
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Na Figura 27, o parametro quenching néao-fotoquimico (NPQ),
apresentou elevacao na folha com injecao de NPs, visiveis nas concentracdes
de 200 e 300 mg.L™. Na concentracdo de 300 mg.L™ apés 120 h, obteve

diferenca significativa (teste t, p < 0.05).

Para as demais concentragdes, os valores de NPQ_L1 oscilam no tempo,

mas ndo apresentam diferencas significativas em relacdo as amostras controle.
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Figura 28: Rfd_L1 da média de 6 plantas de Fava em fungédo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 50 nm. * Diferenca significativa (teste t, p
<0.05, n=6).
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O coeficiente de diminuicéo relativa da fluorescéncia (Rfd), apresentado
na Figura 28, também foi aumentado em fungcdo da concentracédo de ZnO NPs.
Para 100 e 200 mg.L™ de ZnO NPs, em 144 h houve efeito significativo (teste t,
p < 0.05). Para 300 mg.L" a partir de 48 h obteve diferenca significativa,

aumentando os efeitos conforme o tempo.

Rfd_L1 se mostrou um parametro mais sensivel que NPQ L1, pois com
100 mg.L™, apresentou diferencas significativas &s mudancas provocadas pela

inducado das ZnO NPs nas plantas de Fava.

Por estar relacionado ao funcionamento da atividade fotossintética da
planta e diretamente ligado a taxa de assimilacdo de CO, pelas folhas, €&
possivel analisar a similaridade na figura 28, onde os valores de condutancia
estomatica se assemelham aos valores encontrados na figura 22, com

diminuicéo relativa de fluorescéncia na planta.
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4.3 ANALISES DA VICIA FABA EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO < 100 NM (ZNO NPS)

4.3.1 Imagem Visual

A analise da imagem visual de folhas da planta de Fava, tem por objetivo
visualizar alteracGes provocadas pelos 0xidos metélicos utilizados, comparando
a folha controle (com injecdo de 4gua destilada) e a folha com concentragédo de
NPs.

Figura 29: Folhas de Fava com injecdo de agua destilada na parte direita e na esquerda
recebeu a injecdo de ZnO NPs < 100 nm nas concentracdes 50, 100, 200 e 300 mg.L™,

realizadas no tempo de 144 h.
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A figura 29 ilustra as folhas de Fava, em todas as concentracées em que
o experimento foi realizado, no tempo de 144 h apdés a injecdo de
nanoparticulas de 6xido de zinco < 100 nm. E possivel visualizar o efeito
aumentando conforme maior concentragdo, ocasionando necrose na parte em
gue ZnO NPs se aglomeram, a folha a direita (controle) ndo sofreu interferéncia

visivel.
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Figura 30: A folha direita (controle), com injecdo de agua destilada e a folha esquerda com
injecdo de 300 mg.L™ de ZnO NPs<100 nm em solug¢do aquosa, no periodo antes da injecéo (0

h) até 144 h apos injegéo.
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A figura 30 demonstra o periodo anterior ao contato da planta com as

nanoparticulas até 144 horas ap6s a injecdo, na concentracdo de 300 mg.L™.
Os efeitos gerados pela injegdo de ZnO NPs < 100 nm, comegam a ser
visualizados com 48 h. Sendo que visivelmente este efeito se mantem até 144
h, o que difere das nanoparticulas de CuO e ZnO < 50 nm, que em 24 h

surgem os efeitos, e esses vao aumentando em funcao do tempo.

4.3.2 Imagem Térmica

A imagem térmica, realizada pela camera termogréafica Texto 880, tem por
objetivo, comparar a temperatura da folha controle e da folha com NPs.
Realizando um monitoramento a cada 24 h, pelo periodo de 144 h apos a

injecao.
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Figura 31: Folha de Fava com injecdo de agua destilada na parte direita e na esquerda com

injecdo de ZnO NPs < 100 nm, na concentracdo de 300 mg.L'l, no tempo de 144 h.
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Figura 32: Histograma da imagem térmica de uma folha que recebeu a injecao de 300 mg.L™*
de ZnO NPs< 100 nm.
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A figura 31, mostra uma planta de Fava com injecédo de 300 mg.L™ na

folha esquerda, e na figura 32 esta o histograma da imagem térmica desta

folha. Observa-se que proximo a nervura central da folha esquerda, no local

onde foram injetadas as nanoparticulas de 6xido de zinco, a temperatura esta

mais baixa,

enquanto na parte superior da folha a temperatura se eleva.
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Figura 33. Temperatura média das plantas de Fava em funcéo do tempo antes e apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 100 nm. * Diferenca significativa (teste t,
p <0.05, n =6).
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Os gréficos, na figura 33, ilustram a temperatura média das folhas de 6
plantas analisadas, submetidas ao tratamento de quatro concentracdes (50,
100, 200 e 300 mg.L™"). O comportamento médio da temperatura das folhas
qgue receberam as ZnO NPs < 100 nm n&o se mostraram significativamente
diferentes (ao grau de confianca de 95% do teste t) em relacdo a temperatura
média das folhas controle para as concentracées 50, 100 e 200 mg.L™. Porém
€ possivel observar o aumento da temperatura em todas as concentracées, na
folna com presenca de NPs. Houve apenas diferenca significativa (teste t, p <
0.05) na concentracdo de 300 mg.L™, em 72, 96 e 120 h.

4.3.3 Condutancia estomatica

As medidas de condutancia estomatica foram realizadas no mesmo
horario todos os dias para evitar a interferéncia devido ao ciclo da fotossintese.
A medicdo de condutancia estomatica € um importante indicador da condi¢ao
de estresse, e fornece informacgdes valiosas sobre o crescimento e adaptacao

das plantas as variaveis externas.
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Figura 34: Condutancia estomatica da média de 6 plantas de Fava em fungdo do tempo antes e

apds serem submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 100 nm. * Diferenca

significativa (teste t, p < 0.05, n = 6).
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Na Figura 34 estdo os resultados encontrados para média de seis plantas

de cada concentracdo (50, 100, 200 e 300 mg.L™"). As medidas foram

realizadas no mesmo horério todos os dias para evitar interferéncia devido ao

ciclo da fotossintese.

Observa-se a reducdo da condutancia estomatica na folha com ZnO NPs

< 100 nm, a partir da concentracdo de 100 mg.L™. Nas concentracdes de 200 e

300 mg.L™? houve diferenca significativa (teste t, p < 0.05).
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Figura 35: Variacéo percentual da condutancia estomatica em relagdo a diferenca entre a folha
controle e a folha com 300 mg.L ™ de ZnO NPs < 100 nm.
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Na figura 35 apresenta-se a variagdo percentual da condutancia
estomatica em relacdo a diferenca entre a folha controle e a folha com 300
mg.L? de ZnO NPs < 100 nm. A maior diferenca observa-se apds 48 h da
injecdo das ZnO NPs, cerca de 33% de reducdo na condutancia estomatica

entre as duas folhas, se assemelhando a figura 23, que representa ZnO NPs <
50 nm.

4.3.4 Fluorescéncia da clorofila a

A analise de fluorescéncia da clorofila a, foi realizado através do
monitoramento da comparacao entre, folha esquerda (com presenca de NPs) e
da folha direita (controle), para os parametros Fv/Fm (estimativa da eficiéncia
quantica maxima da atividade fotoquimica do PSIl), NPQ_L1 (indicativo do
excesso de dissipacao de energia radiante na forma de calor no PSIl) e Rfd_L1

(taxa de decréscimo da clorofila ou indice de vitalidade).
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Figura 36. Imagens de Fv/Fm, NPQ_L1 e Rfd_L1, apos 144 h da injegcdo de 300 mg.L'l de ZnO

NPs< 100 nm , obtidas por meio da imagem de fluorescéncia da clorofila.
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A Figura 36, apresenta os resultados obtidos nos testes de imagem de
fluorescéncia cinética da parte superior das folhas de uma planta de Fava,
ap6s 144h da injecdo de 300 mg.L? de ZnO NPs < 100 nm em solucdo
aquosa. Analisando as imagens é possivel visualizar as lesbes provocadas
pelas ZnO NPs, assim como as alteracées induzidas nos parametros
estudados. Apos 144 h, na folha esquerda, o Fv/Fm foi reduzido e os valores

de NPQ e Rfd foram aumentados.
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Figura 37: Fv/Fm da média de 6 plantas de Fava em fungdo do tempo antes apés serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 100 nm. * Diferenca significativa (teste t,

p <0.05, n =6).
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Na figura 37, o grafico ndo apresenta diferenca significativa (teste t, p <

0.05) em nenhuma concentracéo de NPs, porém o comportamento da planta se

mostrou semelhante em uma média de 6 plantas. Nas concentra¢cfes 50 e 100

mg.L ! se manteve estavel, mostrando que ndo h& inducdo no parametro

Fv/Fm. Nas concentracdes de 200 e 300 mg.L™" houve uma reducdo em

ambas as folhas, porém a folha com ZnO NPs obteve valores inferiores,

mostrando que as NPs apresentam um potencial efeito danoso nas folhas

injetadas.
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Figura 38: Fv/Fm em funcéo do tempo. Comparacéo relativa entre a folha antes da inje¢édo (0
h) com a folha apds injecdo de H,0 destilada e de ZnO NPs < 100 nm, 300 mg.L 1
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A figura 38 ilustra a reducdo do parametro Fv/Fm em funcéo do tempo,
em comparacdao relativa entre a folha antes da injecdo (0 h) com a folha apés
injecdo de H,0 destilada e de ZnO NPs < 100 nm, 300 mg.L™. E possivel
observar a queda em ambos graficos, o segundo grafico com a presenca de
NPs mostra uma reducdo mais elevada, principalmente nas primeiras horas,

podendo ser uma interferéncia do 6xido metalico na folha.
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Figura 39: NPQ_L1 da média de 6 plantas de Fava em fungdo do tempo antes apds serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 100 nm. * Diferenca significativa (teste t,
p <0.05, n =6).
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Na Figura 39, o parametro quenching ndo-fotoquimico (NPQ), né&o
apresentou diferenca significativa (teste t, p < 0.05), porém, apresentou
aumento na folha com injecdo de NPs em relacdo a folha controle, visiveis nas

concentracdes de 200 mg.L™ ap6s 72 h, e 300 mg.L™* apés 48 h.
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Figura 40: Rfd_L1 da média de 6 plantas de Fava em fungdo do tempo antes apés serem
submetidas a 50, 100, 200 e 300 mg.L™ de ZnO NPs< 100 nm. * Diferenca significativa (teste t,
p <0.05, n =6).
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O coeficiente de diminuicéo relativa da fluorescéncia (Rfd), apresentado
na Figura 40, obteve diferencas significativas (teste t, p < 0.05), e se mostrou o
parametro mais sensivel as mudancas provocadas por ZnO NPs < 100 nm nas
plantas de Fava. Em 144 h apés a injecdo de NPs, em todas as concentracdes
(50, 100, 200 e 300 mg.L™") houve diferenca significativa (teste t, p < 0.05).

Observa-se que quanto maior a concentracdo, maior diferenca entre as folhas.

4.4 ANALISES DA VICIA FABA EM FUNCAO DA COMPARACAO DAS
NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE COBRE E ZINCO.

Para um estudo comparativo entre as nanoparticulas metalicas de 6xido
de cobre (<50 nm), e oxidos de zinco (<50 e 100 nm), realizou-se a diferenca
entre a folha controle e a folha com injecdo de nanoparticulas. A diferenca
condiz no aumento ou reducdo percentual dos parametros utilizados para o

monitoramento das alteragdes fisioldgicas na planta Fava induzidos por NPs.
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Os graficos foram elaborados para as quatro concentragdes que foram
realizadas em experimentacéo, 50, 100, 200 e 300 mg.L™" de NPs de 6xidos de
Cu <50 nm, Zn <50 nm e Zn < 100 nm. A discussdo comparativa objetiva-se
em analisar a diferenca em 6xidos metalicos diferentes de tamanho igual, de 50

nm (Cu e Zn), e 6xidos metélicos iguais de tamanhos diferentes (Zn < 100 e Zn
<50 nm).

Figura 41: Aumento percentual da temperatura das folhas com CuO NPs < 50 nm e ZnO NPs

(<50 e 100 nm) em relac&o as folhas controles, nas concentracdes 50, 100, 200 e 300 mg.L-".
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A figura 41 representa a diferenca de temperatura entre a folha controle e
com NPs nas concentracdes 50, 100, 200 e 300 mg.L™. Observa-se que houve
aumento da temperatura em todas as concentracdes e materiais utilizados. Em
50 e 100 mg.L™ o comportamento foi semelhante nos trés 6xidos metalicos. Em
200 e 300 mg.L * a temperatura das folhas com presenca de ZnO NPs teve
aumento superior as folhas com CuO NPs. Outra observagédo possivel nas
maiores concentracgdes, entre 0s compostos de Zn < 50 e < 100 nm, € que o de
menor dimensao (50 nm), teve a priori (de 24 a 72 h) um aumento superior,

posteriormente encontrando valores semelhantes aos de 100 nm.

64



Figura 42: Redugéo percentual da condutancia estoméatica das folhas com CuO NPs < 50 nm e
ZnO NPs (<50 e 100 nm) em relacdo as folhas controles, nas concentracées 50, 100, 200 e
300 mg.L™".
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O parametro condutancia estomatica apresentado na figura 42, revela
que a partir de 100 mg.L™ de ZnO NPs e CuO NPs, a reducéo percentual apés
a injecdo das nanoparticulas na folha de Fava. Em 200 e 300 mg.L™ essa
reducdo é mais acentuada, sendo sua diferenca mais elevada entre 24 e 48 h.
Os trés nanomateriais analisados obtiveram comportamento semelhante,
apresentando reducdo da condutancia estomatica nas folhas com presenca de
NPs.
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Figura 43: Reducéo percentual de Fv/fm, das folhas com CuO NPs < 50 nm e ZnO NPs (<50 e

100 nm) em relacéo as folhas controles, nas concentragées 50, 100, 200 e 300 mg.L'l.
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O parametro Fv/fm foi analisado a reducédo percentual entre a folha

controle e com injecdo de nanoparticulas. Os graficos apontam que ndo houve
grande diferenca entre as folhas nas concentracdes de 50 e 100 mg.L™. Nas
concentracdes de 200 e 300 mg. ™ a nanoparticulas metalica que teve maior
diferenga foi o Oxido de zinco < 50 nm, o que caracteriza um estado de

fotoinibicdo crénica segundo Alves et al. (2002).

Reiterando os resultados deste trabalho, Cambrollé et al. (2012)
encontraram reducdes na razdo Fv/IFm em plantas cultivadas em solucéo
nutritiva com alto teor de Zn. Na concentracdo de 300 mg.L™, segue o 6xido de
cobre com segunda maior reducao, mostrando que nanoparticulas de menores
dimensbes obtiveram valores maiores na reducdo da eficiéncia maxima do
PSIl. Comparando o 6xido de zinco de 100 e 50 nm, o menor nhanomaterial
mostrou maior reatividade e maior dano no PSII, indicando diminuicdo do

processo de fotossintese.
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Figura 44: Aumento percentual de NPQ_L1, das folhas com CuO NPs < 50 nm e ZnO NPs (<50

e 100 nm) em relacéo as folhas controles, nas concentragées 50, 100, 200 e 300 mg.L'l.
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O parametro de dissipag¢do ndo fotoquimica (NPQ_L1) obteve aumento

percentual entre a folha com nanoparticulas e a folha controle. Com 100 mg.L™

a CuO NPs aumentou em torno de 17%,

96 h apds injecdo. Em 200 e 300
mg.L™ houve o aumento dos trés 6xidos, em 144 h da maior concentracdo

realizada, o0 ZnO NPs < 100 nm mostrou menor aumento, enquanto CuO NPs e

ZnO NPs < 50 nm tiveram comportamento semelhante.
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Figura 45: Aumento percentual de Rfd_L1, das folhas com CuO NPs < 50 nm e ZnO NPs (<50

e 100 nm) em relacéo as folhas controles, nas concentragées 50, 100, 200 e 300 mg.L'l.
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O coeficiente de diminuicdo relativa da fluorescéncia (Rfd_L1) teve
aumento entre a folha com injecdo de nanoparticulas e a folha controle, os
valores de Rfd podem ser aumentados, na tentativa de aumentar a producgéo
de glicose, também usada na geracédo de energia quimica da planta. A partir da
concentracdo de 100 mg.L* ZnO NPs < 50 nm apresentou os valores mais
elevados porém todos os Oxidos tiveram resultados semelhantes no

comportamento das folhas.

5. DISCUSSAO
Nas imagens apresentadas nas Figuras 5, 17 e 29 pode-se observar que
para todas as nanoparticulas o que aumentou o efeito danoso nas folhas da
Fava foi suas concentracfes. Quanto maior a concentracdo, maior dano visual
na planta. Nas figuras 6, 18 e 30, que ilustram a evolucéo do efeito em CuO
NPs < 50 nm e ZnO NPs < 50 nm, houve dano gradativo em fungc&o do tempo,
comecando surgir visivelmente em 24 h e em ZnO NPs < 100 nm, comegou em

48 h e ndo houve grande evolucao do dano.
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Pode-se sugerir que as nanoparticulas de maior dimensédo (100 nm) se
aglomeraram de forma mais concreta, enquanto as menores (50 nm) tiveram
maior mobilidade entre os tecidos da planta, gerando assim efeito gradativo em
funcdo do tempo. Segundo Liu et al. (2010), estudos demonstram que quanto

menor o tamanho das nanoparticulas, maior é o seu potencial de toxicidade.

Outro fator observado é que nas plantas tratadas com CuO NPs, houve
um amarelamento na folha, o que é discutido por Marques, (2010) que ressalta
que plantas cultivadas com altos niveis de cobre, apresentam biomassa
reduzida e sintomas de clorose, devido a um menor teor de clorofila e
alteracdes na estrutura dos cloroplastos e composicdo da membrana dos

tilacoides.

As medidas de temperatura apresentadas nas figuras 9, 21 e 33,
mostraram que houve o aumento gerado na presenca de nanoparticulas em
concentracdo acima de 100 mg.L™?, sendo essas significativas em altas
concentracdes (300 mg.L™Y). Khairi & Hall (1976) e Hall et al., (1975)
observaram efeitos significativos da temperatura sobre a condutancia

estomatica e fotossintese.

Além do mais, altas temperaturas foliares estao relacionadas com a
reducdo da fixacdo de carbono nas diversas etapas da fotossintese (MEDLYN
et al., 2002). Essa variacdo na temperatura foliar e do dossel foliar podem ser
utilizadas para estimar o estresse hidrico das plantas, como observado na
cultura do milho por Tilling et al., (2007) e Winterhalter et al. (2011)

7z

O controle de abertura e fechamento dos estbmatos & essencial para
regulacao do equilibrio entre a perda de agua pela transpiracdo e a assimilacédo
de CO; pela planta (PIMENTEL, 2004). As medidas de condutancia estomatica
apresentada nas figuras 10, 22 e 34, mostraram a reducdo da condutancia
estomatica em todos os materiais, principalmente em altas concentra¢des (200
e 300 mg.L™"), sendo ZnO NPs < 50 nm que apresentou mudancas mais

significativas, iniciando em 100 mg.L™.

Outras mudancas podem ocorrer juntamente com o fechamento dos

estbmatos, como a alteracdo na sintese de clorofila, alteracdes funcionais e
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estruturais em cloroplastos e distirbios nos processos de acumulagao,

transporte e distribuicdo de assimilados (ANJUM et al., 2011)

Os graficos apresentados nas figuras 13, 25 e 37, demostram a queda no
Fv/IFm, parametro que revela uma estimativa da eficiéncia quantica maxima da
atividade fotoquimica do PSII, quando todos os centros de reacdo do PSII
estdo abertos (BAKER; ROSENQVST, 2004). Essa relacao tem sido utilizada
para detectar perturbagbes no sistema fotossintético causada por estresse,
visto que sua diminuigdo indica um declinio na eficiéncia fotoquimica do PSIl e
um distirbio ou dano no aparato fotossintético (BELKHODJA et al., 1994;
GLYNN et al., 2003; PERCIVAL; FRASER, 2001).

Na figura 26 e 38, é observado a queda no parametro Fv/Fm na presenca
de ZnO NPs, resultados do presente estudo foram consistentes com outras
pesquisas que demonstraram que a taxa de Fv/fm s&o alteradas quando

expostas a nanoparticulas de 6xido de zinco (BRAYNER et al., 2010).

Os baixos valores de Fv/Fm, na maioria dos casos € explicado por danos
na folha que provocam a desativacdo do PSII, indicando diminuicdo do
processo de fotossintese, normalmente esta razdo decresce em plantas
submetidas a algum tipo de estresse (KRAUSE e WEIS, 1991).

Mateos-Naranjo et al. (2008) pesquisando o efeito do cobre no
crescimento e fotossintese de Spartina densiflora Brongn. descreveram que a
eficiéncia quéantica do PSIl, a taxa de fotossintese liquida, a condutancia
estoméatica e a concentracdo de pigmentos diminuiram com o aumento na
concentracdo de Cu, o que pode-se visualizar na figura 14 e 10, onde os
valores de conduténcia estomatica e Fv/Fm reduzem conforme o aumento de

concentracdo de NPs.

Cambrollé et al. (2011) relatam que o efeito adverso do excesso de cobre
na Glaucium flavum e a reducéo da fotossintese, pode ser atribuida ao efeito
toxico de Cu no aparelho fotossintético das plantas, sendo diretamente, atravées
de uma diminuicdo na concentracdo de pigmentos de clorofila, e,

indiretamente, através de interferéncia de ions Cu no PSII.
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Baker e Rosenqvist (2004) relatam que os valores deste parametro
(Fv/IFm) se apresentam reduzidos em diversas espécies de plantas submetidas
a diferentes tipos de estresse, tais como salinidade, temperaturas altas e
baixas, assim como deficiéncia nutricional, ja inibicdo da fotossintese segundo
Rodea-Palomares et al. (2012) também pode ser consequéncia da excessiva
producgéo de ROS.

O aumento da dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ), apresentada nas
figuras 15, 27 e 39, indicam que as plantas dissiparam a luz na forma de calor,
protegendo assim a folha de danos induzidos pela luz (Maxwell & Johnson,
2000; Cambrollé et al., 2012). Esta dissipacdo da energia de excitacdo das
clorofilas pode prevenir a formacdo de moléculas altamente reativas, a partir de
oxigénio, que podem danificar irreversivelmente proteinas, lipideos e pigmentos
de membranas fotossintéticas (HORTON & RUBAN, 2004).

O NPQ_L1 pode ter um aumento devido a perda da energia retida no PSII
pela dissipacdo térmica (EPRON e DREYER, 1991). Segundo Brestic et al.
(1995) o aumento dos quenchings nao-fotoquimico em plantas sob estresse
pode ser atribuido a baixa regulacéo do transporte de elétrons para a producéo
de ATP e NADPH, combinado com a diminuicdo da assimilacdo fotossintética e

fechamento estomatico.

Com o aumento dos niveis de estresse, a elevacdo da extingdo nao-
fotoquimica pode ser insuficiente para manter os aceptores de elétrons do PSl|
parcialmente oxidados e isso leva ao fotodano do PSIl, a menos que
receptores de elétrons alternativos, tais como oxigénio, sejam utilizados (ORT e
BAKER, 2002). Consequentemente, a capacidade de manter a quinona do PSlI
parcialmente oxidada € um fator chave na tolerancia a estresses ambientais
(ROSENQVIST, 2001; ORT e BAKER, 2002).

O Rfd_L1 é um parametro da cinética de emisséo de fluorescéncia das
clorofilas, que indica a atividade potencial fotossintética (SAAKOV et al., 1992).
O parametro Rfd, apresentado nas figuras 16, 28 e 40, pode ter se elevado na
tentativa de aumentar a producdo de glicose, também usada na geracdo de

energia quimica da planta. A razao de decréscimo da fluorescéncia (Rfd), que &
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determinada pela expressao (Fm —Ft)/Ft, € denominada de indice de vitalidade
e € usada para avaliar a atividade de Ciclo de Calvin e processos relacionados
(LICHTENTHALER et al, 1986)

O estudo comparativo apresentado no item 4.4 concluiu que
nanoparticulas de menores dimensdes afetaram mais 0s parametros
analisados, a mesma conclusdo foi apresentada por Park et al. (2011) que
estudando o efeito do tamanho das nanoparticulas sobre a citotoxicidade,
inflamacé&o, desenvolvimento de toxicidade e genotoxicidade de Ag NPs em
linhagens celulares de fibroblastos e macréfagos também observaram que as
nanoparticulas de menores dimensfes foram mais citotoxicas do que as

maiores, ocorrendo alteragbes em todos os parametros estudados.

Além de Park et al. (2011) outros autores como Castranova (2011)
relataram que fatores como dimensao, forma, caracteristicas de superficie e
taxa de dissolucéo influenciam na habilidade das nanoparticulas de interagir
com sistemas biolégicos. Da mesma forma, Beer et al. (2012) concluiu que a
maior &area de superficie em relagdo ao volume aumenta notavelmente
propriedades de superficie de nanoparticulas aumentando assim a interacéo
desse material com fluidos biolégicos, o que faz essas particulas

potencialmente mais reativas do que particulas maiores.

Liu et al. (2010) também concluiu que as nanoparticulas de pequenas
dimensdes podem gerar uma série de respostas teciduais, em diferentes
linhagens celulares, como danos a membrana celular, geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), danos a mitocondrias, diminuicdo da atividade
metabdlica, apoptose, necrose, liberacdo de marcadores inflamatérios e dano
ao DNA.

Por meio da reacéo de Fenton, o ciclo redox entre Cu?* e Cu* catalisa a
producao de radicais hidroxila (OH-) provenientes de radicais superoxido (O -
) e de perdxido de hidrogénio (H,0,), aumentando a producédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (BRIAT & LEBRUN, 1999). J4 o Zn, embora seja
um elementos que nao € capaz de gerar ROS diretamente através da reacao
de Fenton, ele pode gerar estresse oxidativo através da interferéncia com o

sistema de defesa antioxidante das plantas (GRATAO et al., 2005). Assim, a
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absorcao excessiva de Cu e de Zn por plantas pode causar estresse oxidativo
devido ao desequilibrio entre as respostas antioxidantes e o aumento da
producdo de ROS (GIROTTO et al., 2013).

6. CONCLUSAO
Os resultados obtidos nos experimentos com as nanoparticulas de oxido
de cobre e zinco, demostraram que as técnicas utilizadas tiveram éxito na

caracterizacdo das alteracoes fisiolégicas em plantas de Fava (Vicia faba).

Pode-se observar que com o aumento da concentragdo das
nanoparticulas nas folhas, a temperatura por imagem térmica e 0os parametros
fotossintéticos NPQ e Rfd se elevaram, enquanto Fv/fm e a condutancia
estomatica, tiveram seus valores reduzidos em funcdo do tempo e

concentracéo das NPs.

A diminuicdo do Fv/Fm, indica um declinio na eficiéncia fotoquimica do
PSIl e um distarbio ou dano no aparato fotossintético, combinado com o
parametro NPQ, que também indica uma diminuicdo da assimilacao
fotossintética, e teve aumento devido a perda da energia retida no PSII pela
dissipacdo térmica e fechamento estomatico, gerando queda na condutancia
estoméatica. Com a diminui¢do da fotossintese causada pela presenca de NPs,
ocorreu aumento da temperatura da folha e consequentemente fechamento
estomatico. O parametro Rfd pode ter se elevado na tentativa de aumentar a
producédo de glicose, também usada na geracao de energia quimica da planta.

Assim, os resultados obtidos indicam que as alteracdes fisioldégicas nas
plantas podem estar relacionadas a um dano nos estdmatos das folhas
submetidas as NPs, bem como a inducdo de um estresse oxidativo, gerado por

espécies reativas de oxigénio (ROS).

Quanto ao estudo comparativo entre nanoparticulas, foi observado que as
nanoparticulas de menor dimensdo foram mais citotoOxicas do que as
nanoparticulas maiores, ocorrendo alteracbes em todos 0s parametros

estudados.
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As andlises por imagem térmica, condutdncia estomatica e
espectroscopia de fluorescéncia como técnicas analiticas ndo invasivas, para
monitorar e detectar in vivo as alteragdes nas plantas devido a presenca de
nanoparticulas se mostraram viaveis e apresentaram resultados satisfatérios

para o experimento.

Tendo em vista a ampla utilizacdo de nanoparticulas e sua consequente
liberacdo no meio ambiente, é necessario estudos ecotoxicologicos desses
materiais para a determinacdo de parametros, relacionados a sua composicao
e concentracdo, que possam indicar 0 seu uso sem que sejam prejudiciais ao

ecossistema.
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