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RESUMO GERAL

A nanotecnologia na agricultura tem se destacado como uma ferramenta promissora para
aumentar a produtividade, melhorar a resisténcia das culturas frente as adversidades, além de
promover praticas agricolas mais sustentiveis. Dentre os nanomateriais, os nanotubos de
carbono de parede mdltipla (MWCNTSs) e éOxido de grafeno (GO) se destacam por sua
capacidade de fornecer nutrientes sem perdas por lixiviacdo, melhorando o desempenho das
plantas e reduzindo o uso de agrotoxicos. No entanto, a toxicidade de nanomateriais,
especialmente o acimulo em organismos e seus efeitos adversos na microbiota do solo, requer
mais investigacbes, uma vez que ha relatos de apoptose, geracdo de espécies reativas de
oxigénio e impactos deletérios. A falta de regulamentacdes especificas para 0 uso desses
materiais sdo barreiras a aplicagdo segura em larga escala, visando a agricultura sustentavel.
Objetivou-se avaliar o potencial dos MWCNTSs em Lactuca sativa L., além de investigar a
toxicidade residual de MWCNTs e GO utilizando a bactéria Aliivibrio fischeri e o vegetal
superior Lactuca sativa. Para validar o efeito promotor de crescimento dos MWCNTS, as
sementes de L. sativa foram embebidas em solu¢do com diferentes concentracGes, avaliando- se
parametros germinativos e bioquimicos. Os resultados indicaram que, em baixas concentracgdes,
0s MWCNTSs atuaram como promotores de crescimento inicial. No entanto, em concentragdes
mais altas, foram observados sinais de estresse oxidativo e danos a membrana celular, sem
comprometimento significativo da germinacdo. Em um segundo estudo, foram utilizados
bioensaios com Aliivibrio fischeri e Lactuca sativa para avaliar a toxicidade de MWCNTSs e
GO. O teste com A. fischeri revelou toxicidade para ambos nanomateriais doadores de carbono,
com o GO sendo considerado muito toxico e 0s MWCNTSs apresentando toxicidade moderada.
Os MWCNTs favoreceram o crescimento radicular de Lactuca sativa, enquanto o GO teve
efeitos positivos nas menores concentracdes, entretanto, gerou toxicidade em concentragdes

mais elevadas.

Palavras chave: Nanotecnologia, MWCNTSs, oOxido de grafeno, toxicidade, agricultura

sustentavel.



ABSTRACT

Nanotechnology in agriculture has emerged as a promising tool to increase productivity,
enhance crop resilience to adversities, and promote more sustainable agricultural practices.
Among nanomaterials, multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS) and graphene oxide (GO)
stand out for their ability to supply nutrients without leaching losses, improving plant
performance and reducing the use of pesticides. However, the toxicity of nanomaterials,
particularly their accumulation in organisms and adverse effects on soil microbiota, requires
further investigation, as reports indicate apoptosis, generation of reactive oxygen species, and
deleterious impacts. The lack of specific regulations for the use of these materials poses barriers
to their safe large-scale application in pursuit of sustainable agriculture. The study aimed to
evaluate the agronomic potential of MWCNTSs in Lactuca sativa L., as well as investigate the
residual toxicity of MWCNTSs and GO using the bacterium Aliivibrio fischeri and the higher
plant Lactuca sativa. To validate the growth-promoting effect of MWCNTS, L. sativa seeds
were soaked in solutions with different concentrations, and germination and biochemical
parameters were evaluated. The results indicated that MWCNTSs acted as initial growth
promoters at low concentrations. However, at higher concentrations, signs of oxidative stress
and cell membrane damage were observed, though germination was not significantly
compromised. In a second study, bioassays with Aliivibrio fischeri and Lactuca sativa were
conducted to evaluate the toxicity of MWCNTSs and GO. The A. fischeri test revealed toxicity
for both carbon-donor nanomaterials, with GO being classified as highly toxic and MWCNTSs
exhibiting moderate toxicity. MWCNTs promoted root growth, while GO showed positive

effects at lower concentrations but caused toxicity at higher concentrations.

Keywords: Nanotechnology, MWCNTS, graphene oxide, toxicity, sustainable agriculture.
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1 INTRODUCAO

Com o objetivo de minimizar os impactos da poluicdo ambiental causados pelo uso
excessivo de agroquimicos no campo, além de aumentar a produtividade e a qualidade das
culturas, a nanotecnologia surge como uma solucéo promissora para superar as barreiras na
implementacdo de uma agricultura mais sustentavel e resiliente. Essa tecnologia promissora
oferece respostas para diversos desafios relacionados as mudangas climaticas, como
salinidade, seca e variag0es extremas de temperatura (Abdel-Aziz; Hasaneen; Omer, 2019).
Diante do desequilibrio climético, estresses abidticos como estresse osmotico, oxidativo e
ibnico estdo se tornando cada vez mais comuns, afetando a qualidade das colheitas e gerando
prejuizos para a agricultura (Vogel et al., 2019).

Com a crescente expansdo populacional e as dificuldades em atender suas demandas
devido a insuficiéncia das praticas agricolas convencionais, hd uma necessidade urgente de
encontrar solucdes para os desafios globais. A Organizacdo das NacGes Unidas estima que
cerca de 800 milhdes de pessoas enfrentam escassez de alimentos, com agravamento deste
ndmero com o passar dos anos (NagGes Unidas, 2021). Até 2050 a populagdo mundial podera
chegar a 9 bilhGes de pessoas conforme Wang (2022), o que resultara em um aumento de até
50% na demanda por alimentos, exigindo solu¢des inovadoras para as praticas agricolas
(Shukla et al., 2019). Nesse contexto, a nanotecnologia € vista como uma ferramenta
essencial para impulsionar a agricultura, uma vez que tem o potencial de aumentar o
rendimento das culturas, preservar o equilibrio ecoldgico e promover a sustentabilidade
ambiental e a estabilidade econdmica (Acharya; Pal, 2020). Isso pode contribuir para o
cumprimento da meta de "Fome Zero", um dos 17 Objetivos de Desenvolvimento
Sustentéavel estabelecidos pelas Na¢des Unidas (Usman et al., 2020).

A nanotecnologia envolve a manipulagdo de dtomos, moléculas ou compostos em
estruturas para produzir materiais e dispositivos com propriedades Unicas. O termo "nano"
refere-se a escala de 10 metros, ou um bilionésimo de metro, e sua aplicacdo envolve a
producéo de nanomateriais com tamanhos variando entre 1 e 100 nm. Esse tamanho reduzido
confere a nanotecnologia caracteristicas fisicas e quimicas distintas, como condutividade
elétrica, reatividade quimica, magnetismo, propriedades dpticas e resisténcia fisica (Ansari
et al., 2019). Entre suas principais aplicacbes na agricultura estdo os nanofertilizantes,
nanocomplexos  de  liberacdo  controlada, nanopesticidas, nanoherbicidas,

nanobiossensores, nanobiofarming e manipulagéo nanogenética (Gupta et al., 2020). Assim, a
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nanotecnologia pode aumentar a produtividade agricola por meio do desenvolvimento de
fertilizantes sustentaveis de liberacdo lenta, melhorando o fornecimento de nutrientes e
reduzindo as perdas desses nutrientes (Lowry; Avellan; Gilbertson, 2019).

Com o avanco dos nanomateriais projetados, muitas aplicacfes na agricultura foram
exploradas em estudos recentes (Babu et al., 2022). Entre os nanomateriais mais promissores
estdo os nanotubos de carbono (CNTSs) e o 6xido de grafeno (GO). O GO é uma folha de
grafite de camada Unica, com grupos de oxigénio nas bordas e no plano basal, formando uma
estrutura em forma de favo de mel (2D) (Ismail et al., 2019). Os CNTs séo folhas cilindricas
de grafeno, conforme sua estrutura sao definidos como parede simples (SWCNTS) e parede
maltipla (MWCNTS) (Peng et al., 2020).

Esses nanomateriais de carbono tém grande potencial na agricultura moderna,
favorecendo o crescimento das plantas ao entregar nutrientes de maneira eficiente, sem
perdas significativas por lixiviacdo ou volatilizacdo, gracas a sua capacidade de penetrar nas
paredes celulares (Kwak et al., 2019). No entanto, estudos relatam efeitos contraditorios da
aplicacdo de CNTs e GO em plantas (Chen et al., 2019). Foi observado que tanto os CNTs
guanto o GO podem estimular o crescimento vegetal, aumentando a biomassa, 0
comprimento das raizes e da parte aérea (Joshi et al., 2020; Park et al., 2020). Por outro lado,
também foram reportados efeitos prejudiciais, como a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, aberragdes cromossdmicas, apoptose e impactos negativos na microbiota do solo
(Hao et al., 2018; Lin et al., 2017; Sasaki et al., 2016).

Com 0 uso extensivo de nanomateriais & base de carbono em diversas areas, como
biomedicina conforme Mohajeri; Behnam; Sahebkar (2018), eletronica conforme Luo et al.
(2018), fotoeletricidade conforme Yi et al. (2018) e agricultura (Zaytseva, Neumann,
2016), surgem preocupacdes sobre seus efeitos nocivos em organismos vivos. Devido a
capacidade desses nanomateriais de atravessar as paredes celulares, interagir com
estruturas intracelulares, seu tamanho reduzido e sua alta area superficial conforme Mathew;
Tiwari; Tripathi (2021), acredita-se que elas possam se acumular em diferentes niveis
troficos, com as plantas sendo um dos principais organismos afetados (Pacheco; Buzea, 2018).

A falta de diretrizes padronizadas para a avaliagdo da toxicidade de nanomateriais
segundo Zielinska et al. (2020) e a auséncia de regulamentacdo especifica sobre o uso de
nanomateriais no Brasil conforme Lazzaretti e Hupffer (2019), tornam dificil uma anélise
precisa de seus impactos no ambiente. Apesar disso, testes in vitro e in vivo vém sendo
utilizados para avaliar a toxicidade desses materiais (Ziclinska et al., 2020). O bioensaio

microtox é amplamente aceito como um teste ecotoxicolégico, devido & alta sensibilidade da
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bactéria marinha Aliivibrio fischeri, que serve como bioindicadora de diversas substancias
toxicas por meio da medicdo de sua bioluminescéncia (Turek et al., 2020). Além disso, 0
bioensaio com sementes de Lactuca sativa L. é amplamente utilizado para avaliar efeitos
fitotoxicos, citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos de amostras potencialmente toxicas. Esse
método se destaca por ser de baixo custo, rapido e altamente sensivel (Aguilar-Ascon;
Marrufo-Saldafia; Barra-Hinojosa, 2024).

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial agronémico de dois
nanomateriais a base de carbono amplamente utilizados, os nanotubos de carbono de parede
multipla e o 6xido de grafeno, em Lactuca sativa. Além disso, serd avaliada a toxicidade
residual desses nanomateriais em bactéria Aliivibrio fischeri e o vegetal superior (L. sativa),
buscando fornecer uma visdo mais ampla sobre o impacto desses nanomateriais em
diferentes organismos e, assim, apoiar a aplicacdo segura desses nanomateriais na

agricultura, promovendo uma agricultura mais sustentavel e resiliente.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia ganhou destaque pela primeira vez em 1959, em uma palestra
proferida por Richard Feynman durante o evento da American Physical Society. Embora ainda
ndo fosse conhecida pelo nome "nanotecnologia®, a palestra abordou a possibilidade de
manipulacdo de &tomos e moléculas em escala nanométrica. Na sua palestra intitulada “There's
Plenty of Room at the Bottom” (“Ha muito espaco l& embaixo™), Feynman argumentava sobre
a possibilidade de fabricar dispositivos manipulando 4&tomos e encorajava seus colegas a
explorar os niveis nanoscopicos, vislumbrando a manufatura que essa abordagem poderia
oferecer na revolucdo de novos dispositivos Uteis para a sociedade (GUTERRES;
POHLMANN, 2013).

A nanotecnologia s6 foi formalmente reconhecida por esse nome em 1974, por Norio
Taniguchi. Taniguchi, um pesquisador da Universidade de Toquio, diferenciou a
nanotecnologia da escala micrométrica e descreveu a habilidade de criar materiais em
nanoescala (Taniguchi, 1974). Apesar do reconhecimento instantdneo dos beneficios da
nanoescala para a inddstria, a manipulacdo em nanoescala, bem como as ferramentas para
medicdo e geracdo de imagens, s6 se tornaram viaveis ap0s 0S avangos na microscopia na
década de 1980 (Binnig; Quate; Gerber, 1986).

O termo "nanotecnologia™ deriva do prefixo grego "nano”, que significa "anao". O
nandmetro é uma unidade de medida equivalente a um bilionésimo de metro (1 nm = 1x10"-
9 metros), e € representado pela escala nanomeétrica ou nanoescala (Ro6z et al., 2015). Para
comparacdo, um milhdo de nanébmetros equivale ao diametro de uma cabeca de alfinete; um
fio de cabelo tem aproximadamente 100.000 nandmetros de espessura; 0 tamanho das
bactérias varia de 1.000 a 5.000 nanémetros, enquanto os virus tém entre 100 e 500
nandmetros. O acido desoxirribonucleico (DNA), por sua vez, possui de 1 a 2 nanémetros,
assim como outras biomoléculas, como lipidios e carboidratos, evidenciando a pequenez da
escala nanométrica (Shatkin, 2017).

Segundo Roco; Williams; Alivisatos (2000), em seu livro Nanotechnology Research
Directions, definiram a nanotecnologia como a ciéncia que lida com a capacidade de
controlar e reestruturar a matéria em niveis atbmicos e moleculares, variando de 1 nm a 100

nm. Os autores citam que a nanotecnologia envolve a manipulagcdo de propriedades e
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fendmenos com o objetivo de obter novos materiais, dispositivos e sistemas aprimorados

com funcBes e propriedades em escala reduzida, contribuindo para diversas areas, como

biomedicina, engenharia e meio ambiente.
Conforme a National Nanotechnology Initiative (NNI), a nanotecnologia visa pesquisar,
entender e desenvolver materiais com tamanhos entre 1 e 100 nanémetros, para possibilitar sua
aplicagdo em produtos existentes ou em novas tecnologias (NNI, 2023). Por outro lado, a
National Science Foundation (NSF) adota uma definicdo mais ampla, considerando que a
manipulacdo atdbmica pode ocorrer em niveis abaixo ou acima de 100 nanémetros, como no
caso das particulas poliméricas que possuem dimensdes variando de 200 a 300 nanémetros e
alta interagéo intermolecular (GUTERRES; POHLMANN, 2013).

A Comissdo Europeia classifica como nanomateriais aqueles de origem natural,
acidental ou manufaturada, definidos como substancias contendo agregados, particulas ndo
ligadas ou aglomerados de nanoparticulas, com tamanho de 1 a 100 nanémetros em 50% ou
mais das particulas na distribuicdo. Existe flexibilidade nessa faixa de 1 a 50% em casos
especificos relacionados a salde, seguranca e meio ambiente. Além disso, fulerenos, flocos
de grafeno e nanotubos de carbono devem ter pelo menos uma dimensdo externa inferior a

1 nandmetro para serem classificados como nanomateriais (Stuttgen et al., 2019).

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar com alto potencial, abrangendo
engenharia quimica e de materiais, biotecnologia e tecnologia de processamento industrial
(Francisco; Garcia-Estepa, 2018). Por ser uma area ampla, ainda ha dificuldades em definir
a nanotecnologia, e ndo existe um conceito consensual para o termo internacionalmente
(Silva; Lopes, 2020). Essa falta de consenso reflete a incerteza em torno dos nanomateriais
e a necessidade de mais estudos para uma investigacdo mais aprofundada sobre materiais em
escala nanométrica (Martins, 2016).

Apesar disso, o estudo da nanoescala é fundamental, pois as propriedades fisico-
quimicas dos materiais tendem a modificar-se com base no efeito quantico do tamanho e no
fendmeno de superficie. Quando reduzido, o material pode apresentar propriedades
eletrbnicas, mecanicas, térmicas e Opticas distintas (Saleh, 2020). O aumento da area
superficial proporciona beneficios como maior reatividade quimica e funcionalidade dos
elementos, devido a maior quantidade de atomos superficiais disponiveis em comparagdo
com o volume total do elemento (Khan; Saeed; Khan, 2019).

Por esse motivo, os nanomateriais sao amplamente utilizados atualmente, encontrando-

se em medicina, eletrbnicos, optica de equipamentos, cosméticos e diversos outros produtos
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do cotidiano (Aacharya; Chhipa, 2020). Eles oferecem uma ampla gama de aplicagGes, novas
tecnologias, novos materiais e, consequentemente, novos produtos. Além disso, suas
propriedades Unicas resultam em processos mais econémicos, devido ao aumento da area
superficial que melhora a reatividade, favorecendo a preservacdo dos recursos naturais, cComo
a energia, e reduzindo os custos de producéo, beneficiando o meio ambiente e a economia
(Lazzaretti; Hupffer, 2019)

Com o passar das décadas, a escassez de alimentos, o0 empobrecimento do solo, a
pobreza e a reducdo da biodiversidade tornaram-se preocupagdes frequentes. A
nanotecnologia representa uma alternativa promissora para essas questfes e tem sido
utilizada na protecdo e no aprimoramento de culturas, na analise patoldgica, na tolerancia ao
estresse e na agricultura de precisdo (Shang et al., 2019). Os nanomateriais também podem
atuar como sistemas de transporte eficientes para materiais desejaveis, como fertilizantes,
pesticidas, medicamentos, antioxidantes e hormdnios sintéticos, atuando no local alvo e
reduzindo o custo de produgéo e o impacto ambiental (Kah et al., 2018).

Diferentemente dos tempos anteriores, quando era apenas possivel manipular as
nanoparticulas naturais, atualmente elas sdo sintetizadas em laboratorios sob condicdes
controladas, sendo denominadas nanomateriais sintéticas ou projetadas (Sekhon, 2014).
Através da engenharia de nanomateriais grandes contribuicdes a diferentes campos estao
sendo desempenhados, incluindo a agricultura. Os nanomateriais baseadas em carbono,
especialmente os nanotubos de carbono e o 6xido de grafeno, tém atribuido efeitos benéficos
no crescimento e desenvolvimento de diferentes espécies vegetais (Park et al., 2020;
Sangeetha et al., 2017).

2.2 NANOMATERIAIS SINTETICOS

Nanomateriais projetados, também conhecidos como manufaturadas, artificiais ou
industriais, séo particulas com propriedades fisicas e quimicas distintas. Esses nanomateriais
possuem caracteristicas Unicas, que incluem parametros como peso, formato, tamanho,
adsorcdo, rompimento celular e é&rea superficial (Phogat et al., 2016). Apesar da
complexidade do comportamento dos nanomateriais, sabe-se que suas propriedades
singulares se devem, em grande parte, a sua alta area superficial (Saritha et al., 2022).

Com areducdo de escala na nanotecnologia, a densidade atbmica e os limites periodicos
das particulas sdo alterados. Devido a essas mudancas, 0s nanomateriais exibem

propriedades fisicas especificas que diferem das do material em escalas maiores. Entre essas
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propriedades fisicas, incluem-se as Opticas, como a capacidade de penetracdo da luz,
absorcdo e reflexdo, aléem da coloracdo dos nanomateriais. Também estdo presentes as
propriedades magnéticas e elétricas, incluindo condutividade, semicondutividade e
resisténcia, que sdo utilizadas na condutividade térmica e na eletrdnica para energia
renovavel. Outras propriedades incluem hidrofilicidade, hidrofobicidade, suspenséo, difuséo
e sedimentacdo (Ealias; Saravanakumar, 2017).

As propriedades quimicas, por sua vez, tém suas aplicacdes determinadas com base na
estabilidade, reatividade dos nanomateriais com o alvo e sensibilidade a fatores como
umidade, atmosfera, calor e luz. Essas propriedades também englobam desinfeccéo,
atividade antibacteriana, antifingica e toxicidade dos nanomateriais, sendo amplamente
aplicadas nas areas de biomedicina e meio ambiente. Além disso, incluem caracteristicas
como corrosdo, resisténcia a corrosdo, oxidacdo, reducdo e inflamabilidade dos
nanomateriais, que sao relevantes em diversas aplicagOes atuais (Ealias; Saravanakumar,
2017). Os nanomateriais projetados podem ser classificados em cinco tipos distintos com

base em sua composicao, conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo dos nanomateriais projetados com base na sua composi¢ao.

(continua)
Tipo Descricéo Exemplos Aplicacdes Referéncia
Nanomateriais a | Nanomateriais Grafeno, Agricultura, (Phogat et
base de carbono com carbono em | Fulerenos e | industria al., 2016;
sua composicdo, | seus derivados; | automotiva, Rizwan et
na forma de tubos, | Nanotubos de | aeronautica, al., 2021).
esferas e | carbono de | plasticos e
elipsoides. parede simples | outros.
(SWCNT) e
Nanotubos  de
carbono de
parede
multiplas
(MWCNT).
Nanomateriais  a | Nanomateriais Nanoestruturas Salde, (Phogat et
base de metal metélicos, ibnicas | metalicas ou liga | medicamentos, |al., 2016;
e valéncia zero. metalicas a | registro de | Rizwan et
basede; (Ag), | dados, al., 2021).
(Au), (Zn0O), (Fe), | fertilizantes,
(Cu), (Si0Oy), | aeroespacial,
outros. produtos de
limpeza e
cosmeéticos,
eletronicos e
outros.
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poliéster/TiO2,
outros.

Tipo Descricao Exemplos Aplicacdes Referéncia
Dendrimeros Sdo polimeros | Dendrimero  de | Medicina, (Phogat
nanometricos poliamidomina vidros et
multifuncionais | (PAMAM). coloridos, al., 2016).
constituidos a sensores
partir de quimicos,
unidades eletrodos
ramificadas. modificados,
agricultura,
outros.
Pontos quéanticos Nanomateriais (ZnS), (CdSe), | Diagnostico no | (Phogat
semicondutores | (ZnSe) e outros. | campo et
portadores  de biomédico e | al., 2016).
caracteristicas baterias
Unicas opticas solares, entre
e outros.
eletronicas.
Nanocompdsitos | Nanomateriais Nanocompdsito | Industria (Phogat
hibridos de matriz automobilistica, et
formados por | ceramica; Biotecnologia, | al., 2016).
diferentes Al204/Si0,, agricultura.
nanomateriais. AI203/SiC,
outros.
Nanocompdsito
de matriz
metalica;
Co/Cr, Fe-Cr,
outros.
Nanocompdsito
de matriz
polimérica;

Fonte: Autora (2025).

2.3 NANOMATERIAIS DE CARBONO NA AGRICULTURA

Com base nas projecdes futuras, a populagdo mundial pode alcancar 9,7 bilhGes de

pessoas até 2050, o que exigira um aumento da producdo agricola em até 70% para atender

a crescente demanda por alimentos (United Nations, 2022). Esse aumento é necessaria ndo

apenas para alimentar a populacéo, mas também para combater a desnutri¢do, sem depender

da expansdo de terras agricolas (Giller et al., 2021). Além desse desafio, a agricultura

enfrenta outros obstaculos, como mudancas climaticas rapidas, degradacdo da qualidade do
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solo, deficiéncias nutricionais, uso excessivo de fertilizantes, pesticidas e herbicidas, baixa
capacidade de retencdo de &gua e contaminacdo do solo por metais pesados (Calicioglu et
al., 2019; Chéavez- Dulanto et al., 2021).

As terras agricolas, por sua vez, ttm um papel paradoxal nas mudancas climaticas.
Embora sejam responsaveis por emissdes significativas de gases de efeito estufa, também
possuem o potencial de atuar como sumidouros de carbono (Singh; Kumar, 2020). Os efeitos
danosos decorrentes de praticas agricolas intensivas, como a remocdo de residuos de
colheitas, uso excessivo de agroquimicos e as queimadas, sdo exemplos da causa do efeito
estufa (Boubehziz et al., 2020). No entanto, esses solos agricolas também apresentam
potencial para sequestrar carbono e mitigar as mudancas climaticas (Haughey et al., 2023).
Considerando a necessidade urgente de implementar uma agricultura mais sustentavel e
eficiente, a nanotecnologia surge como uma solucdo promissora para aumentar a
produtividade agricola e melhorar a qualidade do solo (Maholiya et al., 2023).

A nanotecnologia tem demonstrado ser uma grande aliada da agricultura,
principalmente atraves de aplicagbes como nanofertilizantes, nanopesticidas e
nanofungicidas (Fazelian; Yousefzadi, 2022; Kah etal., 2018; D. Wang et al., 2022). Quando
integrada aos agrogquimicos, a nanotecnologia consegue superar as limitacGes dos produtos
convencionais, como baixa solubilidade, biodisponibilidade reduzida, acimulo de solventes
organicos e toxicidade (Shelar et al., 2021). Entre as principais aplica¢des, destacam-se 0s
nanomateriais ativos e os sistemas de liberacdo controlada, que permitem uma agdo mais
eficiente dos insumos agricolas (Sun et al., 2020). Os nanomateriais ativos desempenham
funcBes como estimular o crescimento das plantas e atuar como agentes antipatégenos, sendo
0s nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) um exemplo eficaz de
transportadores de agroquimicos (Shelar et al., 2023).

O carbono, por sua vez, é um dos elementos mais versateis e importantes, capaz de
formar materiais com propriedades variadas gragas aos seus diferentes tipos de hibridizagao
(sp3, sp2 e sp). Essa versatilidade faz do carbono um material de destaque em termos de
dureza, propriedades Oticas, resisténcia ao calor, condutividade elétrica e isolamento
térmico. Os nanomateriais de carbono, em particular, tém atraido grande atengdo por
apresentarem baixa toxicidade, alta estabilidade e baixo impacto ambiental (Yan et al.,
2016). Com seu tamanho reduzido, grande area superficial e alta reatividade, esses
nanomateriais tém sido estudados como nanofertilizantes e aditivos, promovendo a entrega
eficiente de nutrientes (Usman et al., 2020).

Dentre os nanomateriais a base de carbono, destacam-se os nanotubos de carbono,
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fulerenos, grafeno, 6xido de grafeno, nanofibras de carbono, nanohorns e pontos de carbono
(Kolahdouz et al., 2022). Os nanomateriais tém sido utilizados na melhora da germinagéo
de sementes segundo Lopez-Vargas et al. (2020), divisao celular conforme Martinez-Ballesta
et al. (2020), absorcéo de agua segundo Lopez-Vargas et al. (2020), fotossintese conforme
Santana et al. (2022), rendimento de culturas e qualidade do solo segundo Xin et al. (2022),
reducédo de pragas e doengas conforme Wang et al. (2021) e na melhoria da tolerancia ao
estresse (Gohari et al., 2021). Por exemplo, o grafeno demonstrou aumentar os niveis de
clorofila, vitamina C, B-caroteno, fenois e flavonoides nas plantas (Lépez-Vargas et al.,
2020). Embora esses nanomateriais tenham uma toxicidade insignificante, é crucial avaliar
parametros de seguranga, como biocompatibilidade e ecotoxicidade, antes de seu uso
generalizado na agricultura (Chan et al., 2021).

Em pequenas concentracdes, 0 GO promoveu 0 crescimento e a estabilidade de
melancia. Foi notado que houve aumento no comprimento das raizes, na area das folhas, no
namero de folhas, no aumento de botbes florais, bem como no aumento do teor de aglcar e
auséncia de citotoxicidade (Park et al., 2020). Ainda que alguns estudos demonstram efeitos
toxicos de SWCNTs e MWCNTSs em mudas, esses nanomateriais também podem aumentar
a capacidade de defesa das plantas. Por exemplo, observou-se um aumento nas enzimas
glutationa S- transferase e citocromo P450, que estdo associadas a defesa antioxidante
(Chang et al., 2020). Hamdi et al. (2015), também investigaram os efeitos de MWCNTS nédo
funcionalizados e amino-funcionalizados em alface, concluindo que esses nanomateriais nao
interferiram na germinacdo e crescimento das plantas. Além disso, elas diminuem a
biodisponibilidade de pesticidas, possivelmente devido a sua associacdo com vermiculita,
um substrato poroso com alta capacidade de adsorcéo e troca i6nica (Hamdi et al., 2015).

Os efeitos benéficos do éxido de grafeno foram observados em um estudo com
macieiras, o qual concentragdes de 0,1 mg L™ estimularam a formagc&o de raizes adventicias,
aumentando a transcri¢do de genes relacionados ao transporte de auxina (Li et al., 2018). Ja
em culturas de arroz tratadas com MWCNTSs a 20 mg L, foi observado um crescimento
acelerado das folhas, aumento da clorofila e da taxa fotossintética, bem como maior
expressdo de genes ligados ao desenvolvimento do cloroplasto e ao tamanho celular. A
reducdo do acido abscisico, o aumento da giberelina e a elevagdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (02 e H202) também foram observados, sugerindo que esses efeitos
hormonais e oxidativos podem beneficiar o desenvolvimento do arroz (Zhang et al., 2017).

De forma semelhante, os MWCNTs em concentragdes de 500 e 125 pg mL?

aumentaram a tolerancia a seca, melhorando a absorcdo de agua e ativando o sistema de
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defesa em abdboras (Hatami, 2017). Em trigo, o uso desses nanotubos resultou em maior
tamanho do xilema e floema, maior densidade estomatica, nimero de graos e biomassa (Joshi
et al.,, 2018). MWCNTs também aumentaram o numero de nodulos e a atividade da
nitrogenase na interacdo solo-planta segundo Yuan et al. (2017), além de promoverem um
aumento na producdo de frutos em tomates (McGehee et al., 2017).

Dessa forma, conclui-se que nanomateriais de carbono, como GO e CNTs,
desempenham diferentes papeis dependendo da concentracdo a qual as plantas sdo expostas.
Em baixas concentracdes, estimulam a germinacdo, o enraizamento e o crescimento das
plantas, sem afetar negativamente as enzimas antioxidantes. Contudo, em altas
concentragdes, podem inibir o crescimento, reduzir o peso fresco, induzir estresse oxidativo

e causar danos a membrana celular (Zhang et al., 2016).

2.4 NANOTUBOS DE CARBONO

Existem diversas classificacbes de nanomateriais a base de carbono, incluindo
fulerenos, grafenos, nanotubos de carbono, nanofibras de carbono, negro de fumo e, em casos
especificos, carvao ativado na escala nanométrica. Os nanotubos de carbono consistem em
folhas de grafeno com arranjos hexagonais planos de ligagdes carbono-carbono, enroladas
sobre si mesmas para formar cilindros ocos. Eles tém didmetros que variam de
aproximadamente 0,7 nm para nanotubos de camada Unica a até 100 nm para nanotubos de
maultiplas camadas. O diametro pode variar de um nanémetro a dezenas de nanémetros, e seu
comprimento pode chegar a varios micrdmetros, milimetros ou até centimetros. As
extremidades dos nanotubos podem ser ocas ou fechadas por uma meia molécula de fulereno
(Ealias; Saravanakumar, 2017).

Nanotubos de carbono (CNTSs) foram descobertos por Lijimaem 1991, durante aanalise
microscopica de subprodutos de fulerenos. Na época, foram identificados como uma nova
estrutura finita de carbono. A microestrutura tubular observada com microscopia eletrénica
de transmiss&o de alta resolucdo foi chamada de Nanotubo de Carbono de Paredes Multiplas
(MWCNT) (Lijima, 1991). Poucos anos depois, um estudo em colaboragéo entre lijima e
Ichihashi resultou na descoberta dos Nanotubos de Carbono de Parede Simples (SWCNT)
(Lijima; Ichihashi, 1993).

A estrutura extraordinaria dos nanotubos de carbono deve-se ao emparelhamento do
nanodiametro. Eles sdo menos suscetiveis a alteragdes quimicas devido as suas paredes

laterais, que apresentam hibridizac¢6es sp? com conformacdes hexagonais de grafeno. Assim,
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sdo mais estaveis em relacdo a alteragdes quimicas do que outros nanomateriais de carbono,
além de possuirem ligacGes sp® mais fortes, que tendem a reduzir a tensdo sobre 0s atomos
de carbono nas paredes laterais (Rizwan et al., 2021).

As propriedades dos nanotubos de carbono destacam-se pela alta interacdo com
moléculas orgénicas. Essas intera¢fes ocorrem por meio de forgas ndo covalentes, como
forcas eletrostaticas, de van der Waals, ligac6es de hidrogénio ou intera¢@es hidrofobicas.
Assim, as diversas aplicacfes dos CNTs podem ser explicadas por suas caracteristicas de alta
resisténcia, rigidez, condutividade e elasticidade (Makhlouf; Barhoum, 2018).

Atualmente, os métodos de preparacdo dos nanotubos de carbono incluem descarga de
arco, ablacdo a laser e deposicdo quimica de vapor assistida por catalisador. Apesar das
diferencas entre esses métodos, eles compartilham o processo de craqueamento da fonte de
carbono em altas temperaturas, seguido pela deposicdo de atomos de carbono sobre
catalisadores e o crescimento dos CNTs (Wang et al., 2018).

Entre as estruturas conhecidas dos nanotubos de carbono estdo a de parede simples
(SWCNT), de parede dupla (DWCNT) e de parede multipla (MWCNT). Os nanotubos
de parede simples possuem didmetro menor e uma Unica camada concéntrica de grafeno.
Dependendo da sua conformacdo hexagonal, eles podem exibir caracteristicas
semicondutoras, metalicas ou semimetélicas. Por outro lado, os nanotubos de parede
multipla sdo semelhantes aos de parede simples em massa e carater semicondutor, mas nao
apresentam carater metalico como os SWCNTSs. A estrutura dos MWCNTS é composta por
varios cilindros concéntricos. Os SWCNTs sdo geralmente produzidos por descarga de arco
na presenca de um eletrodo de grafite, que inclui particulas cataliticas, enquanto os
MWCNTS séo produzidos sem a presenca de catalisador (Aacharya; Chhipa, 2020).

No entanto, devido a baixa biocompatibilidade em ambientes bioldgicos e quimicos,
surgem preocupacdes ambientais e de salde relacionadas a exposi¢do aos nanotubos de
carbono (Zhou et al., 2017). Com os avangos na pesquisa, foi identificada uma relacdo entre a
toxicidade e a reatividade in vitro e in vivo dos nanotubos de carbono, com fatores como
dose, didametro, comprimento, método de sintese, processo de purificaco, area de superficie,

tendéncia a aglomeracao e dispersdo (Chetyrkina; Fedorov; Nasibulin, 2022).

2.5 OXIDO DE GRAFENO

O grafeno é conhecido por ser uma substancia extremamente fina e resistente. Sua

estrutura consiste basicamente em uma rede de favo de mel (2D) (Huang et al., 2020).
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O oxido de grafeno, por sua vez, resulta da oxidacdo do grafeno, o que melhora suas
propriedades mecanicas e elétricas (Aberoumand et al., 2022). Em geral, o 6xido de grafeno
é acompanhado por grupos funcionais de oxigénio, carbonil (C = O), hidroxila (-OH),
acido carboxilico (-COOH) e outros grupos (Aliyev et al., 2019). Esse nanomaterial é
altamente valorizado por cientistas devido sua alta &rea superficial, que lhe confere
elevada condutividade elétrica, resisténcia mecénica e flexibilidade (Keying et al., 2022).
Assim, sua estrutura se torna resistente, sem risco de colapso devido ao alongamento da
camada, permitindo o transporte eficiente de elétrons dentro da estrutura do material
(Dhamodharan et al., 2022). Além disso, seu processo bioderivativo é considerado simples,
sendo biodegradavel, de baixo custo, com baixa biocompatibilidade, baixa toxicidade e alta
capacidade de adsorcdo (Farooq et al., 2024).

Oxido de grafeno foi descoberto em 1859 por Benjamin C. Brodie, pesquisador
do departamento de quimica da universidade de Oxford. Antes mesmo da descoberta do
grafeno, Brodie desenvolveu uma folha semelhante a papel, com espessura de 0,05
milimetro, a partir de uma solucéo de clorato de potassio e acido nitrico fumegante (Ahmad,;
Fan; Hui, 2018). Apesar desse marco, 0 método de Brodie resultava em flocos de material.
Em 1898, Staudenmaier aprimorou a técnica ao adicionar acido sulfdrico concentrado, com a
finalidade de tornar o meio mais &cido, além da adicdo de clorato durante a reacdo (Al-
Hakkani et al., 2023). Anos depois, outros métodos de sinteses foram desenvolvidos,
utilizando diferentes agentes oxidantes. Incluindo o método Hummers, desenvolvido em
1957 por Hummers e Offeman, o qual é realizado uma oxidacdo alternada, utilizando
permanganato de potassio (KMnO4), nitrato de sddio (NaNO3) e &cido sulfarico (H2S04)
(Igbal et al., 2020). Este método permanece como um dos mais utilizados (Alaithan et al.,
2023).

Apesar das muitas investigacfes sobre a estrutura do oxido de grafeno, ainda ndo ha
um consenso sobre sua conformacdo exata. Existem pelo menos seis modelos diferentes que
tentam explicar a conformacdo do 6xido de grafeno, tais como Hofmann-Holst, Ruess,
Scholz-Boehm, Nakajima, Lerf-Klinowski e Zsabd-Dékany (Farooq et al., 2024). A
auséncia de consenso se justifica pela complexidade dos produtos quimicos, a
individualidade de cada amostra e sua estequiometria unica (Igbal et al., 2020). Em termos
gerais, 0 GO é uma folha de grafite de camada Unica, com grupos de oxigénio ao redor de
suas bordas e no plano basal, resultando em dtomos de carbono com hibridizacdo sp2 e sp3
(Ismail et al., 2019).
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2.6 IMPACTO RESIDUARIO DO USO

Devido a complexidade dos nanotubos de carbono e éxido de grafeno, sua toxicidade
pode estar relacionada a diversos fatores. Em estudos com plantas, varios autores destacam
aspectos como a concentragdo dos nanomateriais, area superficial (tamanho das particulas),
solubilidade, variedade da planta, meio de cultivo, estagio de crescimento, além da presenga
de grupos funcionais, que podem influenciar a germinagdo de sementes. Além disso, 0s
diferentes métodos de sintese e caracterizacdo desses nanomateriais devem ser investigados,
uma vez que a toxicidade estd fortemente ligada a morfologia (Dasgupta-Schubert et al.,
2017; Zaytseva; Neumann, 2016). Isso também permite avaliar as propriedades dos materiais
em sintese e possiveis variacfes durante testes de ecotoxicidade.

Apesar do uso crescente de nanomateriais de carbono na agricultura, especialmente
como fertilizantes, esses compostos podem ter efeitos prejudiciais na densidade, composicéo
e populagdo microbiana do solo (Mathew; Tiwari; Tripathi, 2021). Em um estudo com trés
cepas bacterianas bioluminescentes expostas a nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNTSs), duas Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e uma
Gram-positiva (Bacillus subtilis), foi evidenciada toxicidade, destacando-se o dano nas
membranas bacterianas. A perda de integridade dessas membranas pode ter sido causada por
perfuracdo ou aprisionamento de contaminantes devido a exposicdo aos MWCNTS (Hartono
et al., 2018). O 6xido de grafeno também mostrou inibir o crescimento de Staphylococcus
aureus em 2h e 24h, e de Pseudomonas aeruginosa em 2h (Giulio et al., 2018). Em outro
estudo, a viabilidade de Staphylococcus aureus foi reduzida em 12h, e a de Escherichia coli
em 168h (Gao et al., 2017). O GO também foi eficaz na reducdo de viabilidade de
Mycobacterium smegmatis, Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans (Giulio et al.,
2018; Kim; Rosa; Min, 2023; Zou et al., 2017).

Em estudos anteriores, a combina¢do de MWCNTs-COOH com chumbo (Pb) e cadmio
(Cd) mostrou causar danos oxidativos e induzir desequilibrios nutricionais, levando ao
acumulo de proteinas carboniladas e a reducdo da sintese de HSP70 nas raizes (Rong et al.,
2018). No entanto, Sharifi et al. (2021) destacaram o potencial fitorremediador do MWCNT,
utilizado em concentragdes entre 50 e 250 mg L™, que ajudaram a reduzir a presenca de Pb
e Cd no solo, além de aumentar a defesa antioxidante enzimatica e ndo enzimatica (Sharifi
et al., 2021). A reducdo da absorcdo de Pb e Cd pelas plantas pode ser explicada pelo
acumulo de MWCNTs nas superficies radiculares, criando uma barreira que impede a

entrada dos metais nas plantas (Gong et al., 2019).
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O o6xido de grafeno também tem mostrado potencial como corretivo de solos
contaminados. Em um estudo sobre o efeito do GO na concentracéo de cddmio no milho, foi
observada melhora no crescimento dos brotos, aumento do peso seco das raizes, elevacao do
teor de clorofila e reducdo de Cd nas raizes e brotos. Esses resultados sugerem o potencial
do GO na redu¢do do acumulo de Cd nos tecidos vegetais, promovendo o crescimento e a
melhoria da fertilidade do solo (Rassaei, 2024). No entanto, 0 GO pode também causar
efeitos adversos, como a reducdo da biomassa, menores concentracbes de enzimas
antioxidantes e danos a estrutura celular quando aplicado diretamente as raizes (Gao; Yang;
Song, 2019).

Song et al. (2020) relataram que concentrages de GO acima de 100 mg L™ reduziram
0 comprimento, volume, didmetro e massa seca de raizes de Larix olgensis. De forma
semelhante, a germinacdo de sementes de trigo foi inibida em concentracdes entre 1000-
2000 pg mL™ segundo Vochita et al. (2019), enquanto concentragdes de 50-200 pg mL™?
resultaram em menor peso fresco e seco, aléem de menor comprimento de raizes em arroz,
com efeitos prejudiciais a fotossintese e aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), levando ao estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e apoptose (Kazlauskas
et al., 2023). Também observaram que o GO inibiu o0 crescimento de raizes laterais e a
condutividade hidraulica em plantas (Zhou; Hu, 2017). Através de analises transcriptdmicas
e fisiologicas foi observado que GO penetra no caule e raizes de trigo e em (>50 mg L™?)
inibem o crescimento das mudas (Liu et al., 2022).

O efeito toxico de SWCNTs e MWCNTs funcionalizados com Cd também foi
estudado em mudas de trigo, onde se observou reducdo no comprimento total das raizes, na
area superficial e no didmetro médio, além de efeitos adversos na parte aérea (Chang et al.,
2020). Em mudas de alfafa e trigo, os CNTs mostraram toxicidade na germinacdo e
crescimento, provavelmente devido a impureza dos MWCNTS industriais e ao transporte de
contaminantes para o meio intracelular (Chang et al., 2020).

Em um estudo com diferentes combinagdes de nanomateriais de carbono em alface
(Lactuca sativa L.), ndo foram observados efeitos de toxicidade durante o crescimento, mas
houve impactos variaveis na composicdo de pigmentos, polifenois e na capacidade
antioxidante (Podar et al., 2023). Em outros estudos, o Oxido de grafeno em altas
concentragdes (500-2000 mg L) causou inibicdo de crescimento, necrose e apoptose em
plantas como repolho, tomate e espinafre vermelho, enquanto a alface se mostrou resistente
a essas concentracdes (Begum; Ikhtiari; Fugetsu, 2011). Outro teste foi conduzido utilizando

espinafre vermelho, alface, arroz, pepino, pimenta, quiabo e soja em concentracdes (0-2000
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mg L™). Desta vez, espinafre vermelho e alface foram as culturas mais sensiveis quando
expostas a 1000mg L™ e 2000mg L (lIkhtiari, 2014). A exposicio a altas doses de GO
prejudicam a germinacéo devido seu carater acido (Carniel et al., 2018).

Por outro lado, concentragdes menores de GO e MWCNTSs (0,1mg L) demonstraram
beneficios no desenvolvimento de raizes adventicias, aumento da fotossintese e melhoria da
defesa antioxidante em varias espécies vegetais (Li et al., 2018; Zhang et al., 2017). Assim,
em doses reduzidas, GO e CNTs podem atuar como indutores no crescimento e germinacao,
promovendo maior vigor em diferentes espécies vegetais conforme Verma et al. (2019), mas
altas concentracOes tendem a induzir estresse oxidativo, inibir o crescimento e reduzir a
biomassa vegetal (Zhang et al., 2016). Portanto, a dose e o contexto de aplica¢do sao fatores

cruciais na determinacdo do impacto desses nanomateriais no ambiente.

2.7 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE

O uso crescente de nanomateriais na industria global tem gerado preocupac@es sobre
seus potenciais efeitos toxicoldgicos no meio ambiente, impactando diretamente 0s
ecossistemas. No Brasil, a regulamentacdo do uso de nanomateriais ainda esta em fase de
discussdo, sem que haja uma normatizacao especifica definida (Lazzaretti; Hupffer, 2019).
Da mesma forma, ndo existe uma padronizacdo adequada para a avaliacdo da toxicidade de
nanomateriais, o que dificulta a comparacdo dos resultados entre os diferentes compostos
analisados. Contudo, testes in vitro e in vivo tém sido utilizados para avaliar a toxicidade
desses materiais (Zielinska et al., 2020).

Os testes in vitro apresentam vantagens significativas, como menor custo e resultados
rapidos. No entanto, esses testes, por si sO, ndo conseguem fornecer uma visdo abrangente
sobre os impactos dos nanomateriais no meio ambiente (Savage et al., 2019). Por outro lado,
considerando que 0s corpos d'agua continentais e marinhos séo recursos compartilhados por
diversos organismos, testes in vivo com espécies aquaticas possuem um grande potencial
para refletir os impactos dos nanomateriais no ecossistema (MISHRA et al., 2021). A
interacdo dos nanomateriais com organismos vivos geralmente resulta em variacfes de
concentragdo, permitindo uma analise estatistica para comparar a toxicidade entre diferentes
nanomateriais (Zielinska et al., 2020).

O teste microtox € um bioensaio baseado na determinagédo da medig&o da luminescéncia
da bactéria marinha Aliivibrio fischeri, bactéria gram-negativa em forma de bastonete

(Mutalib; Ghanem, 2017). Consiste em um teste rapido (5-30 minutos) para estimar a
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toxicidade aguda da agua, lodo de esgoto, solo, compostos puros e suas misturas. A. fischeri
é altamente sensivel a uma ampla gama de substancias toxicas. Quando exposta a um
ambiente toxico, ocorre uma reducao na sua bioluminescéncia, que é quantificada em termos
percentuais e correlacionada com o nivel de toxicidade. O resultado do teste gera valores de
EC50 (Concentragdo Efetiva 50%), ou seja, a concentracdo da substancia que causa a
inibicdo de 50% da bioluminescéncia bacteriana. Conforme a Norma Técnica NBR 15411-
2: Ecotoxicologia Aquatica - Determinacao do efeito inibitorio de amostras de agua sobre a
emissdo de luz de Vibrio fischeri (ABNT, 2012). Por sua eficacia, esse bioensaio é aceito

mundialmente para avaliagdo de ecotoxicidade (Turek et al., 2020).

Outro bioensaio amplamente utilizado é o teste com sementes de alface (Lactuca sativa
L.), que consiste em um teste de toxicidade aguda estatica com 120 horas de exposi¢do. Esse
método € empregado para avaliar efeitos fitotoxicos, citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos
das amostras analisadas, geralmente resultando na inibicdo da germinacdo e no
desenvolvimento das plantulas. Os parametros sdéo medidos com base no crescimento das
radiculas, comparando-se amostras expostas a solugdes padrdo (controle negativo) e
solugdes contendo a amostra em estudo (controle positivo) (Aguilar-Ascon; Marrufo-
Saldafa; Barra-Hinojosa, 2024). A alface se destaca como um organismo modelo para
bioensaios devido a sua alta sensibilidade, baixo custo, rapido processo de germinacao (cerca
de 24 horas), adaptacdo a ampla faixa de pH e caracteristicas genéticas que favorecem sua
analise, como um pequeno namero de cromossomos, grande nimero de células em diviséo
na zona meristematica e baixa sensibilidade a potenciais osmdticos (Govéa et al., 2020;
Santos et al., 2017).



27

3 JUSTIFICATIVA

Apesar do crescente numero de estudos sobre o uso de nanomateriais de carbono em
sistemas vegetais, os dados disponiveis sdo contraditorios ao avaliar o potencial dessa
nanotecnologia em diferentes culturas. Por isso, este trabalho tem como objetivo reunir
evidéncias sobre o papel dos nanotubos de carbono de parede multipla e do 6xido de grafeno
na germinacdo e no desenvolvimento de mudas de Lactuca sativa, uma planta amplamente
conhecida pela comunidade cientifica, com o intuito de contribuir para futuras perspectivas na
implementacdo de uma agricultura sustentdvel por meio do uso dessas nanotecnologias
baseadas em carbono. Além disso, 0 aumento da utilizacdo de nanomateriais em diversas areas
acarreta incertezas relacionadas a manipulacdo desses materiais sintéticos no ambiente, uma
vez gue a toxicidade desses residuos € um aspecto controverso e ainda sem consenso. Assim,
este estudo busca analisar os possiveis efeitos adversos em organismos de diferentes niveis da
cadeia alimenar, incluindo vegetais superiores e bactérias. Com base nos dados obtidos, sera
possivel avaliar os impactos dos nanotubos de carbono de parede multipla e do 6xido de grafeno
no ambiente e, consequentemente, promover o avango da nanotecnologia em praticas agricolas

limpas e sustentaveis.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial dos nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTS) na
germinagdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa L. e a toxicidade do residuo de

MWCNTSs e éxido de grafeno (GO) em Aliivibrio fischeri e Lactuca sativa L.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral desta pesquisa, foram definidos os seguintes objetivos
especificos:

a) avaliar o uso dos MWCNTSs no parametro fitotécnicos iniciais de Lactuca sativa;

b) avaliar o uso dos MWCNTS nos parametros bioguimicos e fisioldgicos de Lactuca

sativa;

c) avaliar o potencial ecotoxicoldgico dos MWCNTSs e do GO em Aliivibrio fischeri
e Lactuca sativa L;

d) validar a técnica de nanopriming de sementes como teste de toxicidade aguda.
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5 ARTIGO I - Germinacgéo de sementes e crescimento inicial de alface com nanotubos de

carbono de paredes multiplas

AUTORES: Arlinda de Jesus Rodrigues Resende; Lucas Adriano Moreira; Thaina
Menegheti Nehme; Eduardo Jose de Souza Junior; Jodo Vitor Barbosa Calvelli; Alexandra
dos Santos Ambrdsio; Sandro Barbosa; Erika dos Santos Silva; Antonio Rodrigues da Cunha
Neto; Michele Valquiria dos Reis; Breno Régis Santos.

RESUMO

Nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTS) sdo nanomateriais a base de carbono
com alto potencial para a agricultura moderna, exibindo propriedades fisicas e quimicas
unicas, incluindo seu reduzido tamanho, grande area superficial e baixo impacto ambiental.
Devido a essas caracteristicas, sdo0 nanomateriais com potencial para substituir
agroquimicos na agricultura contemporénea, alem de oferecer solucbes para desafios
causados pelas mudancas climéticas, como salinidade e seca. Ademais, 0s nanotubos de
carbono prometem impulsionar a agricultura, devido seu potencial de aumentar o
rendimento das culturas, preservar equilibrio ecoldgico e promover a sustentabilidade
ambiental e estabilidade econémica. Diante desse cenario, este estudo investigou os efeitos
dos MWCNTSs na germinacéo e desenvolvimento de alface. As sementes de alface foram
embebidas em solucdes nas concentragdes de (100, 200, 300, 400 e 500 mg L) de
MWCNTSs para avaliar parametros germinativos, morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos.
Os resultados indicaram que, em baixas concentracfes, os MWCNTSs atuaram como
promotores de crescimento, aumentando a biomassa das plantulas. No entanto, em
concentragdes mais altas, foram observados sinais de estresse oxidativo e danos na
membrana celular, sem comprometimento significativo da germinagdo. Em razéo de tais
resultados, o0s MWCNTSs podem ser utilizados como promotores de crescimento vegetal,
desde que sejam aplicados em concentracdes adequadas. A concentra¢do de 200 mg L foi

considerada a concentracao ideal para o uso em sistemas vegetais.

Palavras-chave: MWCNTS, vegetal superior, nanotecnologia, agricultura, sustentabilidade.
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INTRODUCAO

Com o foco de minimizar os impactos ocasionados pela poluigdo ambiental proveniente
do uso exacerbado de agroquimicos no campo, bem como proporcionar maior produtividade
e qualidade das culturas, a nanotecnologia representa uma solucdo para as barreiras
existentes para a implementacdo de uma agricultura sustentavel e resiliente. Consiste em
uma tecnologia promissora de ampla utilizagdo, sendo solugdo para diversos problemas
ocasionados pelas mudancas climaticas, incluindo salinidade, seca, altas e baixas
temperaturas (Abdel-Aziz; Hasaneen; Omer, 2019; Shrivastava; Kumar, 2015). O reduzido
tamanho confere a nanotecnologia propriedades fisicas e quimicas Unicas (Rabiee et al.,
2019). Entre as principais aplicagdes da nanotecnologia na agricultura se incluem
nanofertilizantes, nanocomplexos de liberacdo controlada, nanopesticidas, nanoherbicidas,
nanobiossensores, nanobiofarming e manipulacdo nanogenética (Agrawal; Rathore, 2014;
Gupta et al., 2020).

Dentre os nanomateriais, destacam-se 0s nanotubos de carbono (CNTS), os quais sdo
folhas cilindricas de grafeno. Deste modo, os nanotubos de carbono de parede multipla
(MWCNTS) apresentam uma estrutura composta por varios cilindros concéntricos (Peng et
al., 2020). Tais nanomateriais exibem alto potencial na agricultura moderna, por favorecer
0 crescimento vegetal através de uma entrega de nutrientes eficiente, sem perda consideravel
da carga nutricional, devido sua capacidade de atravessar a parede celular (Kwak et al.,
2019). Esses nanomateriais distinguem-se dos demais, devido sua baixa toxicidade, alta
estabilidade e baixo impacto ambiental (Yan et al., 2016). Desempenham também papel
indutor de crescimento em plantas, influenciando o aumento de biomassa, comprimento das
raizes e parte aérea (Joshi et al., 2020). Também sdo indutores de alteracdes na composicao
lipidica, rigidez e permeabilidade das membranas plasmaticas da raiz, bem como na maior
expressdo de aquaporina sob estresse salino (Martinez-Ballesta et al., 2020). Além de
estimular maior eficiéncia fotossintética (Lahiani et al., 2018).

Para uma analise mais segura dos efeitos promotores dos nanomateriais, recomenda-
se que sejam realizados bioensaios com a finalidade de expor a amostra em um bioindicador
(Pedrini et al., 2020). A técnica de priming de sementes, consiste na hidratacdo da semente
antes da semeadura, 0 que consequentemente, possibilita ativacéo de fases responsaveis pelo
rearranjo de estruturas celulares e macromoléculas. Por este motivo, o condicionamento

de sementes expressa beneficios na germinacéo e no desenvolvimento inicial das plantulas
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em diferentes temperaturas, com uniformidade em curto periodo, forte crescimento, floracéo
precoce e altos rendimentos (Jamil et al., 2016). Em razdo disso, essa etapa de preparacédo de
sementes tem sido usada para reduzir estresses abidticos e bidticos de sementes comerciais
(Rhaman et al., 2020). Além de ser uma técnica simples e eficaz de exposicao de sementes a

uma substéncia em estudo (Pedrini et al., 2020).

As sementes de alface (Lactuca sativa L.), sdo amplamente utilizadas como bioensaio
devido sua germinacédo rapida e uniforme, ideal para testes fitotoxicos e citogenotoxicos
(Vieiraetal., 2022). A hortalica pertence ao género Lettuce da familia Asteraceae, nativa da
atual area mediterranea com temperatura ideal de crescimento variando entre 15-25 °C (Zhao
etal., 2022). Embora seja uma cultura que permite cultivo tanto em estufas quanto em areas
abertas, € uma espécie sensivel a temperaturas elevadas (YYoong et al., 2016). Além disso,
sua aplicacdo como bioindicador é validada devido sua alta sensibilidade, visto que em
resposta ao estresse tendem a ocorrer mudancas morfoldgicas, incluindo reducdo na
espessura foliar, aumento na altura do n6 do caule e lesGes sépticas, declinio nutricional e
consequentemente, acarretando o rendimento das culturas (Zhao et al., 2022).

Com base nas informacdes apresentadas, este estudo propde comprovar o efeito
promotor dos nanotubos de carbono de parede maltipla em sementes de alface nos seus
estagios iniciais de germinacdo e crescimento. Desta forma, objetivou-se avaliar a
germinacdo, crescimento inicial e aspectos bioquimicos e fisioldgicos de sementes de alface

embebidas em nanotubos de carbono de paredes multiplas.

MATERIAL E METODOS

Area de execucdo

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia Ambiental e
Genotoxicidade, no Instituto de Ciéncias da Natureza, na Universidade Federal de Alfenas.

Localizado na regido de Alfenas, estado de Minas Gerais, Brasil.

Nanotubo de Carbono de parede maltipla e material vegetal

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT), funcionalizados com grupos
carboxilicos foram fornecidos pelo CTNano UFMG (Centro de Tecnologia em
Nanomateriais e Grafeno da Universidade Federal de Minas Gerais) e preparada uma solugéo
estoque contendo 1000 mg L* de MWCNT.
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A solugéo passou por um processo de sonicagao (Branson — Digital Sonifier®, modelos
250 e 450) com 50% de amplitude, por trés ciclos de 15 minutos. Apos a homogeneizacéo
da solucao no equipamento de sonicacédo, o pH foi medido, apresentando um valor de 5,5. A
solucdo foi armazenada em um frasco ambar, protegido da luz com papel aluminio e mantida

sob refrigeracdo até 0 momento de uso.

Teste de germinacdo

O teste de germinacdo foi realizado em placas de Petri 60 mm de diametro, com duas
folhas de papel germitest® por placa, umedecidas com 3 mL de nanotubos de carbono nas
concentragdes 100, 200, 300, 400 e 500 mg L. Como controle negativo, as sementes foram
inseridas nas mesmas condic6es, com o papel germitest® umedecido com agua destilada no
mesmo volume. Foram realizadas quatro repeticGes, contendo 30 sementes de alface. Foi
utilizado a cultivar de alface Baba de Verdo, da marca ISLA do lote 168060, com
porcentagem de germinacdo de 95%, grau de pureza de 99,9%, com validade até 08/2025,
sem tratamento. As placas foram mantidas em camara de germinacdo de demanda
bioquimica de oxigénio (BOD-Cienlab®) a 24 °C, com fotoperiodo de 12 horas (Cunha Neto
et al., 2023).

Paramétros bioguimicos

Para analisar os parametros bioquimicos foram necessarios 0,2 g de massa fresca de
plantulas, os quais foram maceradas em nitrogénio liquido com 20% de polivinilpirrolidona
(PVP) (m/v), homogeneizadas em 1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 0,1% (p/v) e
submetidas a centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. A concentracdo de perdxido
de hidrogénio (H20:) foi medida pela absorbancia a 390 nm em um meio reacional composto
por tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, e iodeto de potassio 1 M, conforme descrito
por Velikova et al. (2000).

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela quantificagdo das espécies reativas ao &cido
tiobarbitarico (TBA), conforme o método de Buege e Aust (1978). Amostras de 0,2 g foram
maceradas em nitrogénio liquido com a adicdo de 20% de PVP (p/v) e homogeneizadas em 1,5
mL de TCA a 0,1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a
4°C. Aliguotas de 250 pL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reacdo contendo
0,5% de TBA (p/v) e 10% de TCA (p/v), seguidas de incubagdo a 95 °C por 30 minutos. A

reacao foi interrompida rapidamente por resfriamento em gelo, e as leituras de absorbancia
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foram realizadas a 535 nm e 600 nm em espectrofotémetro.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento foi inteiramente casualizado com fatorial simples testando 5
concentragdes (100, 200, 300, 400 e 500 mg L) de MWCNTSs e &gua destilada como
controle negativo. O experimento foi conduzido com 4 repeti¢bes e 30 sementes de alface
por repeticdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Skott-Knott para
comparagao das médias a 5% de significancia pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A protrusdo radicular de sementes de alface expostas a diferentes concentragdes de
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) em 24 horas, obteve uma taxa média
igual a 92,50%. A eficiéncia da germinacdo em 96 horas e 168 horas também nao diferiu nas
diferentes concentragdes de MWCNTS, e obteve uma taxa média de germinacdo igual a
98,86%. O indice de velocidade de germinacgdo de sementes de alface expostas a diferentes
concentracdes de MWCNTSs obteve uma média geral igual a 74,35. Tais valores foram
demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Teste de andlise de variancia para protrusao radicular com 24h a 5% de significancia.

Parametro F calculado p-valor CV (%) Meédia geral

Protrusao 0,665 0,6546 5,76 92,50%
radicular (24h)

Primeira
contagem de 0,600 0,7006 2,25 98,86%
germinacéo (4 e
7 dias)

Indice de
velocidade de 0,527 0,7532 3,84 74,35
germinacao

Neste estudo, as sementes de alface empregadas no bioensaio foram originadas por lotes
comerciais. Os resultados indicaram a garantia de germinacao de sementes comerciais, as
quais asseguram a homogeneidade, com porcentagem proxima a 100%, e padronizacao de
propriedades estabelecidas no comércio. Com base nos resultados expostos, e nas
taxas proximas a 100% de germinagao expressas pelo controle (0 mg L), foi possivel validar

as sementes de alface como um eficiente bioensaio vegetal, comprovando sua eficiéncia de
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germinagao.

Neste sentido, este estudo utilizando as sementes comerciais de alface com a exposicéo
dos nanotubos de carbono de parede mdltipla, ndo forneceu prejuizo na germinacgdo. Apesar
da garantia de quase 100% de germinacdo do lote utilizado no presente trabalho, a germinacéo
das sementes ocorreu normalmente e uniformemente, independentemente dos tratamentos
aplicados. Desta forma, os nanotubos néo influenciaram estatisticamente na germinagao.
Durante os 7 dias de tratamento, ndo foram observadas caracteristicas visiveis de deficiéncia,
toxicidade induzidas pelo tratamento ou presenca de ataque patogénicos.

Apesar de ndo se verificar influéncia direta dos MWCNTSs na germinacao de alface,
existem evidéncias que enaltecem beneficios de seu uso. O efeito promotor dos MWCNTSs
foi relacionado a sua capacidade intrinseca de penetrar no tegumento da semente e promover
a absorcdo de agua (Sz6l116si et al., 2020). Com isso, proporciona melhora na germinagéo
devido a0 aumento da expressdo dos genes da aquaporina, responsavel pelo transporte
de 4gua e barreira para ions e outros solutos (Shelar et al., 2023). Além disso, foi
desmonstrado anteriormente que alivia a dorméncia de sementes conforme Ali et al.
(2020), com alta atividade antimicrobiana, possibilitando a inibi¢do do crescimento de
patégenos (Saleemi et al., 2020). Notaram também que MWCNTs promoveu aumento de
frutos, nimeros de gréos e biomassa em trigo (Joshi et al., 2018).

Em estudos anteriores, utilizando MWCNTSs com amino-funcionalizados em alface
também notaram que ndo houve interferéncia dos nanomateriais na germinacdo e
no crescimento, bem como, diminui a biodisponibilidade de pesticidas apds sua associacdo
com vermiculita (Hamdi et al., 2015). Outro estudo similar utilizando a flor clitoria, foi
observado o mesmo efeito. Segundo Barroso et al. (2024), a concentragdo de 800 mg L ndo
interferiu na germinacgédo da flor clitoria (Barroso et al., 2024).

A anélise da massa fresca de plantulas de alface exposta a diferentes concentragdes de
MWCNTS, indicaram que as concentragGes 200, 300 e 400 mg L™ resultaram no aumento

de biomassa (Figura 1).
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Figura 1. Massa fresca (g) de plantulas de alface expostas a diferentes concentracfes de
MWCNTs.
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Legenda: Barras representam o valor de erro padréo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott
a 5% de significancia.

Todas as concentracfes de nanomateriais de carbono promoveram aumento da
biomassa, se comparado ao controle. E possivel observar que as concentragdes mais
eficientes no aumento da massa fresca de plantulas de alface foram as concentra¢des 200 mg
L, 300mg Lt e 400 mg L%, sendo 400 mg L a concentragdo que mais estimulou 0 aumento
deste parametro. Apesar de todos os tratamentos desempenharem respostas favoraveis se
comparadas com o controle, a concentracdo de 500 mg L™ expressou uma leve reducéo da
biomassa, se assemelhando a concentracéo inicial 100 mg L™, a qual também estimulou
pouco o0 aumento de biomassa. Este estimulo do aumento de biomassa pode ser justificado
pela capacidade dos nanomateriais de penetrar nas cascas das sementes, criando pequenos

pOros.

A indugdo de novos poros resulta no aumento da absorcdo de agua e aumento da
expressdo de genes de aquaporina, proteina envolvida na absor¢do de &gua (Martinez-
Ballesta et al., 2020). Anteriormente, também foi observado que MWCNTs ndo
expressou efeito na germinacédo e na preparacdo de sementes de tomate, mas resultou no
aumento da biomassa da raiz e ativou o sistema antioxidante. Os autores associaram 0s

efeitos negativos a germinacao com a concentracdo-dependente (LOpez-Vargas et al., 2020).

A penetrabilidade dos MWCNTS através da parede celular e membranas vegetais foi

apontada anteriormente. Em brdcolis, os MWCNTs foram localizados no apoplasto, na
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membrana plasmatica e no citoplasma, alterando a composicéo lipidica, permeabilidade e
fluidez da membrana plasmatica. A superexpressao de aquaporinas em brécolis tratadas com
MWCNTs foi relacionada também com aumento na condutividade hidraulica da raiz e nos
parametros de troca gasosa (Martinez-Ballesta et al., 2016). Os autores, mais recentemente,
concluiram que acgdo direta de MWCNTSs é principalmente na modulacdo da expressdo dos
genes de aquaporina (Martinez-Ballesta et al., 2020).

A reducéo da biomassa na maior concentracdo (500 mg L) de MWCNTSs da indicios
que, em altas concentracfes seu potencial promotor de crescimento € inibido, possivelmente
devido seu caréter fitotoxico quando utilizado em altas concentragfes. Essa toxicidade
associada aos MWCNTSs em altas concentracdes € apoiada utilizando diferentes modelos
vegetais. Em um estudo sobre a influéncia dos CNTs no crescimento de mudas de trigo e na
absorcédo de Cd, os MWCNTs desempenharam redugéo da biomassa, inibiram o crescimento
das raizes e aumentaram a absorcdo de Cd em altas concentragdes, devido a capacidade dos
CNTs de carregar Cd (Chang et al., 2020). Também reduziu a biomassa fresca de mudas de
rabanete cultivadas em estufas segundo Haghighi; Silva (2014), de soja conforme Zhai et al.
(2015), em mudas de arroz segundo Hao et al. (2016) e milho (Chen et al., 2023). Por outro
lado, em concentragBes menores promoveu aumento de biomassa, aumento no tamanho do
xilema e floema e maior densidade estomatica em trigo segundo Joshi et al. (2018), aumento
da clorofila, taxa fotossintética, reducéo do acido abscisico, aumento da giberelina em arroz

conforme Zhang et al. (2017) e aumento da defesa antioxidante em trigo (Chang et al., 2020).

Parametros bioquimicos
As andlises bioquimicas de peroxido de hidrogénio (H20:) e peroxidagdo lipidica
(MDA) de plantulas de alface expostas a diferentes concentragcdes de nanotubos de carbono de

parede maltipla, indicaram inducdo de estresse oxidativo, como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Pardmetros bioquimicos de plantulas de alface apds a exposicdo de MWCNTSs em

diferentes concentracdes.
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peroxido de hidrogénio (H202) expressos em pmol H20: g™ de massa fresca (g). (B) Niveis de peroxidacéo

lipidica, expressos em umol de MDA g™! (malondialdeido) de massa fresca.

Peroxido de hidrogénio é uma espécie reativa de oxigénio (ERO) que se acumula em
resposta a estresses ambientais (Gaschler; Stockwell, 2017). Por esse motivo, H202 ¢ um
indicador de estresse oxidativo em plantas. Os dados de peroxidacdo de hidrogénio
revelaram que os nanotubos de carbono de parede mdaltipla ndo expressaram estresse
oxidativo significativo na maioria de suas concentragdes. De modo que, as concentragdes 100
mg L™, 200 mg L2, 400 mg L e 500 mg L, foram estatisticamente semelhantes ao controle
(0 mg L1). Entretanto, a concentragio 300 mg L™ desempenhou um aumento na producio
de H20:, 0 que sugere um aumento do estresse oxidativo nas plantulas de alface.

Apesar disso, nas concentragdes subsequentes (400 e 500 mg L™) ndo mostraram
aumento significativo, o que pode indicar uma possivel resposta adaptativa das plantas ou
um efeito de dose-resposta nao linear.

Peroxidacao lipidica ¢ uma medida do dano as membranas celulares usualmente causada

por estresse oxidativo (Hamdi et al., 2015). O indicador da peroxidacdo é o malondialdeido
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(MDA), que é um produto da degradacdo de &cidos graxos e peroxidacdo lipidica. Os
nanotubos de carbono de parede mdaltipla induziram a producdo de MDA em todas as
concentracgdes. Foi expressado um aumento progressivo entre as concentracdes de 100 a 200
mg L de MDA, entretanto, o maior indice de produgdo do indicador foi observado na
concentragéo de 400 mg L, sugerindo altos danos as membranas celulares.

Os resultados sugerem que os MWCNTSs causam estresse oxidativo ao penetrar pela
parede celular. E o aumento dos niveis de MDA apds a exposicdo de MWCNTSs séo
resultantes do acimulo dos nanomateriais no meio celular, o que gera o dano na membrana.
Apesar da constatagdo de que houve estresse oxidativo e danos na membrana celular,
nenhum dos tratamentos utilizando diferentes concentragdes de nanotubos de carbono de
parede multipla afetou a germinacdo e o crescimento da alface, sugerindo a auséncia de
fitotoxicidade de MWCNTSs.

O mesmo foi observado em outro estudo utilizando alface, nele ndo houve influéncia
dos MWCNTSs na germinacdo das sementes. E do mesmo modo, houve aumento dos niveis
de MDA quando expostas as sementes aos MWCNTs (Hamdi et al., 2015). Em milho
utilizando concentracdes menores de MWCNTS resultou em concentragdes baixas de MDA,
sendo sua taxa de desenvolvimento dependente das taxas de aplicagdo (Sharma et al., 2023).

Foi verificado que a absorcao e penetracdo dos MWCNTS pelas células, desencadeia
a geracdo de ROS que estimula as respostas ao estresse oxidativo através da ativacdo de
enzimas antioxidantes, incluindo superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase
(CAT). Também sdo incluidos antioxidantes ndo enzimaéticos, incluindo carotenoides,
prolina, glutationa e acido ascorbico (Marslin et al., 2017). Assim como, foi exposto
anteriormente que CNTs podem influenciar as caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas
através de mudancas na fotossintese, absorcéo de agua, regulacéo de genes responsaveis pelo

estresse e ativagdo dos sistemas de defesa das plantas (Verma et al., 2018).

CONCLUSAO

O bioensaio vegetal com sementes de alface forneceu respostas importantes sobre 0s
efeitos gerados pelos nanotubos de carbono de parede multipla. Foi possivel constatar que
0s MWCNTSs ndo interferem no processo de germinacdo, ndo causando prejuizo neste
processo. Também foi possivel observar um aumento significativo em baixas concentragdes
de MWCNTSs da biomassa de plantulas de alface, indicando seu possivel papel de promotor

de crescimento em baixas concentracfes, mas em altas concentracdes esse papel foi inibido.



39

Além disso, foi verificado estresse oxidativo e danos na membrana celular em concentragdes
especificas, sendo associado a capacidade dos MWCNTS de penetrar, acumular e danificar
a membrana celular. Apesar disso, nenhuma evidéncia sugeriu fitotoxicidade, sendo a
concentracio de 200 mg L™ considerada a concentragdo ideal para o uso em sistemas

vegetais.
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RESUMO

Os nanomateriais de carbono tém despertado grande interesse devido as suas propriedades
Unicas, como tamanho reduzido, ampla érea superficial e alta reatividade. Por este motivo,
este estudo investigou o impacto de dois nanomateriais doadores de carbono sendo os
nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTSs) e o 6xido de grafeno (GO), em
organismos teste. O estudo incluiu dois testes ecotoxicologicos: o bioteste Microtox com a
bactéria Aliivibrio fischeri e um bioensaio vegetal utilizando nanoprimings em sementes de
Lactuca sativa L. Os resultados do teste Microtox revelaram que ambos nanomateriais
apresentaram toxicidade para A. fischeri, sendo o GO classificado como "muito téxico",
enguanto os MWCNTSs apresentaram toxicidade moderada. O valor de EC50 para o GO
variou entre 0,368% e 0,395%, indicando uma alta toxicidade mesmo em baixas
concentracgdes. Ja para 0s MWCNTS, os valores variaram de 39,92% a 45,44%, sugerindo
uma toxicidade menos pronunciada, mas ainda relevante. No bioensaio com Lactuca sativa,
o nanopriming indicou efeitos deletérios no comprimento radicular ap6s exposi¢ao ao oxido
de grafeno, apesar disso, a germinagdo e o comprimento da parte aérea ndo foram
interferidos. Os MWCNTSs favoreceram o crescimento radicular, comprimento de parte aérea
e ndo interferiu na germinacéo das sementes. Os resultados sugerem que, apesar do potencial
promissor dos nanomateriais doadores de carbono, seu uso deve ser controlado devido ao

seu potencial efeito ecotoxico, o qual foi evidenciado sobre a microbiota e vegetal superior.

Palavras-chave: MWCNTS, oxido de grafeno, nanotecnologia, Microtox, Nanopriming.
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ABSTRACT

Carbon-based nanomaterials have attracted significant interest due to their unique properties,
such as reduced size, large surface area, and high reactivity. Therefore, this study investigated
the impact of two carbon donor nanomaterials multi walled carbon nanotubes (MWCNTS) and
graphene oxide (GO) on test organisms. The study included two ecotoxicological assays: the
Microtox bioassay using the bacterium Aliivibrio fischeri and a plant bioassay applying
nanopriming on Lactuca sativa L. seeds. The Microtox test results revealed that both
nanomaterials exhibited toxicity to A. fischeri, with GO classified as “highly toxic,” while
MWCNTSs showed moderate toxicity. The EC50 value for GO ranged from 0.368% to 0.395%,
indicating high toxicity even at low concentrations. For MWCNTSs, values ranged from 39.92%
to 45.44%, suggesting less pronounced but still relevant toxicity. In the Lactuca sativa bioassay,
nanopriming with GO had deleterious effects on root length, although seed germination and
shoot length were unaffected. MWCNTSs promoted root and shoot growth and did not interfere
with seed germination. The results suggest that despite the promising potential of carbon-donor
nanomaterials, their use should be controlled due to their potential ecotoxic effects, as

evidenced in both microbial and higher plant systems.

Keywords: MWCNTS, graphene oxide, nanotechnology, Microtox, nanopriming.



45

INTRODUCAO

Com o crescente uso dos nanomateriais de carbono em diferentes ambientes, incluindo
a indastria automotiva, aeronautica, plastico e agricultura segundo Rizwan et al. (2021),
gera-se uma preocupacao com o impacto residual de tais nanomateriais no ecossistema. Na
agricultura, suas potenciais contribuicdes sdo como nanofertilizantes, nanopesticidas e
promotores de crescimento (Paiva et al., 2023; Barroso et al., 2024; Valdés et al., 2024). Os
nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTSs) e éxido de grafeno (GO) séo
nanomateriais de carbono com alto potencial na agricultura, devidos seu tamanho reduzido,
grande é&rea superficial e alta reatividade (Usman et al., 2020). Apesar disso, suas
propriedades Unicas também podem conferir efeitos danosos, como a inducgdo de danos
oxidativos e o prejuizo a microbiota do solo, dependendo de sua concentracdo e tipo de
exposicdo (Hao et al., 2018; Zhang et al., 2016).

Diante da sua disseminacéo global, a regulacao de seu uso ainda é uma questéo sensivel,
com pouca atencdo e sem uma padronizacdo global adequada para a avaliacdo de sua
toxicidade (Zielinska et al., 2020). Além disso, as evidéncias sobre a toxicidade desses
materiais ainda sao limitadas, e a falta de consenso sobre o tema gera incertezas quanto ao
uso de nanomateriais. Essa situacdo ressalta a necessidade de estudos mais aprofundados
para investigar os possiveis impactos de materiais em escala nanométrica (Martins, 2016).
Por esse motivo, testes in vitro e in vivo tém sido usados para nortear o potencial toxico
agudo desses materiais. Em geral, em testes agudos submetem 0s organismos as
concentracdes crescentes com base em uma faixa estabelecida por curto periodo, geralmente
de 24 horas a 96 horas, para observar possiveis efeitos deletérios (Roberts et al., 2022).

Dentre os testes agudos, inclui-se o teste de toxicidade Microtox, o qual € amplamente
utilizado como teste de toxicidade aguda de amostras liquidas (CETESB, 2001; ABNT,
2021). Este teste tem duracdo de 5-30 minutos e consiste no uso da bactéria marinha
Aliivibrio fischeri como indicadora de toxicidade, devido sua alta sensibilidade a uma
diversidade de substancias toxicas. Quando exposta a uma amostra danosa, a bactéria tem
reducdo expressiva na sua bioluminescéncia, a qual pode ser expressa em termos percentuais
e correlacionada com o grau de toxicidade. O resultado do teste € indicado como EC50, o
qual indica a concentracdo da substancia que causa a inibicdo de 50% da bioluminescéncia
bacteriana (Turek et al., 2020).

Os bioensaios com espécies vegetais também podem ser uma ferramenta eficaz na

avaliacdo da toxicidade aguda de nanomateriais. Um exemplo disso sdo os testes com
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Lactuca sativa L., espécie muito utilizada pois possui uma germinagdo rapida, uniforme e
alta sensibilidade, ideal para testes fitotdxicos e citogenotoxicos (Vieira et al., 2022; Cunha
Neto et al., 2023).

Assim, a exposicao de sementes & nanomateriais pode ser realizada por meio da técnica
de priming de sementes. A técnica, também conhecida por condicionamento fisiologico,
consiste na hidratacdo parcial da semente por um curto periodo, permitindo que a pré-
germinacao (fase I1) ocorra, mas evitando a protrusao da radicula (fase Il1, crescimento). A
fase Il é responsavel por varios processos metabolicos, incluindo a sintese de proteinas,
respiracdo, metabolismo de agucar e outros (Corbineau et al., 2023).

O Priming usando nanomateriais (nanopriming) tem se mostrado mais promissor do
que as abordagens tradicionais de priming na agricultura (Corbineau et al., 2023). Isso ocorre
porque, devido ao tamanho dos nanomateriais e suas propriedades cataliticas, os primings
interagem com as sementes atravessando barreiras bioldgicas e se acumulando rapidamente,
permitindo que participem e modulem os processos metabolicos celulares nas sementes.
Dessa maneira, tém grande importancia na melhora da velocidade de germinacdo,
promovendo o vigor de mudas e aumentando a tolerancia das plantas a condi¢des adversas
(Zhao et al., 2024). Além disso, a tecnologia de tratamento de sementes consiste em um
método simples, facil e econébmico, o que provavelmente permitira que se torne uma técnica
adotavel e acessivel para analises de toxicidade aguda.

Em razdo disso, este estudo busca investigar o efeito do uso de dois nanomateriais
doadores de carbono, os nanotubos de carbono de parede multipla e 6xido de grafeno, através
de duas metodologias de bioensaio ecotoxicologico. Supde-se que, devido as caracteristicas
fisicas e quimicas Unicas dos nanomateriais e sua influéncia em processos metabdlicos, 0s
MWCNTSs e GO expressem efeito deletério nos bioensaios. Sendo assim, este estudo tem
como objetivos realizar bioensaios com MWCNTSs e GO para avaliar a toxicidade aguda: i)
em bactérias marinhas Aliivibrio fischeri, teste agudo amplamente utilizado devido sua

eficiéncia e ii) via nanopriming de sementes de Lactuca sativa L.

MATERIAL E METODOS

Area de execucéo
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Ambiental e
Genotoxicidade, no Instituto de Ciéncias da Natureza, na Universidade Federal de Alfenas.

Localizado na regido de Alfenas, estado de Minas Gerais, Brasil (latitude 45° 57° 14” Sul e
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longitude 21° 24’ 56” Oeste).

Obtencao das amostras

Os nanotubos de carbono de paredes maltiplas (MWCNT), funcionalizados com grupos
carboxilicos foram fornecidos pelo CTNano UFMG (Centro de Tecnologia em Nanomateriais
e Grafeno da Universidade Federal de Minas Gerais) e preparada uma solugdo estoque
contendo 1000 mg L-1 de MWCNT.

A solucdo passou por um processo de sonicacdo (Branson — Digital Sonifier®, modelos
250 e 450) com 50% de amplitude, por 15 minutos, em trés ciclos. Apds a homogeneizagdo
da solugé@o no equipamento de sonicacdo, o pH foi medido, apresentando um valor de 5,5. A
solucdo foi armazenada em um frasco ambar, protegido da luz com papel aluminio e mantida
sob refrigeracdo até o momento de uso.

O 6xido de grafeno também foi sintetizado pelo CTNano UFMG o qual foi utilizado o

método de Hummers descrito por Reis et al. (2020) com modificacdes.

Teste ecotoxicoldgico - Microtox

O teste de toxicidade aguda foi realizado com a bactéria Aliivibrio fischeri, pelo
equipamento MICROTOX®, modelo 500 Analyzer (SDI), que se encontra no Laboratério de
Ensaios Bioldgicos do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFMG. Os
testes foram realizados seguindo a Norma Técnica Brasileira NBR 15411-3, (ABNT, 2021),
utilizando bactérias liofilizadas e seguiram o procedimento recomendado pelo fabricante do
préprio equipamento (MICROTOX® Omni Software, versdo 4.1). Os parametros de pH e
salinidade das amostras foram previamente medidos, mas ndo houve a necessidade de ajuste
com base nos requisitos do teste. As bactérias liofilizadas e armazenadas em -20 °C, passaram
por processo de ativagdo para o teste por meio de uma solucdo de reconstituicdo. Foram
realizados testes preliminares de sensibilidade com a solugéo de referéncia de sulfato de zinco
heptahidratado (100 mg L-1) para controle de qualidade da bactéria.

Para a determinagdo da concentracdo de efeito (CE50) foi realizado Teste Bésico
MICROTOX® 81,9%, usando nove concentragdes das amostras (81,9%, 40,95%, 20,48%,
10,24%, 5,12%, 2,56%, 1,28%, 0,64% e 0,32% v/v). Cada ampola de bactéria contém uma
cultura de 108 células. A toxicidade aguda foi determinada a partir das diluicbes das amostras,
e as medicBes da bioluminescéncia das bactérias foram lidas em 30 minutos. O controle neste
teste é a solugdo diluente de cloreto de sodio (NaCl) 2%, visto que sdo bactérias marinhas,

ndo apresentando toxicidade. Os resultados obtidos no controle ndo sdo apresentados, seu
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papel é validar a luminescéncia da bactéria para determinar o efeito toxico dos tratamentos.
Desta forma, o software MICROTOXOmni ® compara os resultados da emisséo de luz entre
a solucdo controle e as amostras. Quanto mais luz emitida pelos organismos, menor a taxa de
toxicidade da amostra. A toxicidade da amostra é dada em porcentagem de Concentracao

Efetiva capaz de gerar efeito sobre metade da populacdo (CE50) (Gamez et al., 2019).

Teste ecotoxicoldgico - Bioensaio vegetal

O bioensaio vegetal utilizando Lactuca sativa foi realizado com a finalidade de avaliar
a toxicidade aguda das amostras quando expostas ao condicionamento fisioldgico que € uma
técnica agrondémica que consiste na imersdo de sementes em solugcbes definidas, com a
finalidade de preparar as sementes para ativar vias metabdlicas de crescimento (Agostini et
al., 2022). Deste modo, neste estudo o condicionamento fisiologico foi aplicado para avaliar
a toxicidade aguda para 0 modelo vegetal.

Para Lactuca sativa foi utilizado a cultivar Baba de Verdo, da marca ISLA do lote
168060, com porcentagem de germinacdo de 95%, grau de pureza de 99,9%, com validade até
08/2025, sem tratamento. As sementes de L. sativa foram expostas as diferentes concentracfes
dos nanomateriais (200, 400, 600, 800 e 1000 mg L-1) mantidos no escuro, em aeragao
constante e temperatura de 24 °C por 5 horas. Como controle dos tratamentos foi utilizado
agua destilada e controle da técnica, sementes que ndo passaram pelo condicionamento
fisiolégico. Apos este periodo de condicionamento fisiologico, foram montados os testes de
germinacdo com quatro repeticbes em placas de Petri 60 mm de diametro, contendo 30
sementes de L. sativa por repeticdo. Cada placa foi forrada com duas folhas de papel
germitest®, umedecidas com 3 mL de agua destilada. As placas foram mantidas em camara
de germinacdo de demanda bioquimica de oxigénio (BOD-Cienlab®) a 24 °C, com
fotoperiodo de 12 horas (Cunha Neto et al., 2023).

Ap0s 24 horas, foi mensurado a protrusdo da radicula. Seguindo as diretrizes de Maguire
(1962), o indice de velocidade de germinacao (IVG) foi medido por contagens a cada 12 horas
até o setimo dia, calculado atraves da equacdo 1 (Maguire, 1962). No quarto e sétimo dia
foram realizadas a porcentagem de germinagéo de L. sativa seguindo a Regra de Anélise de

Sementes (Brasil, 2009). No sétimo dia, foi aferido comprimento de parte aérea e raiz.

(1) IVG: (N1/1) +(N2/2) +...+(Nn/n)

Onde: Nn= numero total de sementes germinadas; n = intervalo de tempo
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Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento foi inteiramente casualizado testando 5 concentragcdes de MWCNTS e
GO, e agua destilada como controle negativo. O experimento foi conduzido com 4 repeticdes
e 30 sementes de L. sativa por repeticdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
teste de Skott-Knott para comparacdo das médias a 5% de significancia pelo programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microtox

A analise de toxicidade aguda dos nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTS)
e oxido de grafeno (GO) realizadas pelo teste ecotoxicoldgico Microtox, revelou toxicidade
de ambos nanomateriais para a bactéria marinha bioluminescente Aliivibrio fischeri, como

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores CE50% obtidos para as amostras de nanotubos de carbono de paredes

multiplas e 6xido de grafeno obtidos com os testes de toxicidade aguda com Aliivibrio fischeri.

Amostra Tempo de CE50% Classificacéo
exposicao

MWCNTSs 5 minutos 39,92% Toxico

MWCNTSs 15 minutos 48,47% Toxico

MWCNTSs 30 minutos 45,44% Toxico
GO 5 minutos 03,68% Muito toxico
GO 15 minutos 03,51% Muito toxico
GO 30 minutos 03,95% Muito toxico

Os resultados da exposicdo da bactéria A. fischeri aos MWCNTs e GO mostraram
toxicidade significativa, conforme indicado pelo valor de CE50 com 30 minutos de
exposicdo de MWCNTSs e GO, resultando em 45,44% e 3,95%, respectivamente. A CESO0,
ou Concentracdo Efetiva 50%, é uma medida utilizada para determinar a concentracdo de
uma substancia que causa um efeito em 50% da populagdo testada (Turek et al., 2020).

Esse resultado indica que, em concentragéo de aproximadamente 45,44% de MWCNTSs
e 3,95% de GO, ocorre uma reducdo consideravel da atividade luminescente da bactéria A.
fischeri. A luminescéncia reduzida sugere um possivel comprometimento da viabilidade
celular ou funcdo metabolica da bactéria (Mutalib; Ghanem, 2017), evidenciando a
toxicidade dos nanotubos de carbono e 6xido de grafeno para organismos dessa microbiota.

Durante toda a exposi¢do dos MWCNTS, os valores de CE50% variaram de 39,92% a
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45,44%, indicando uma toxicidade moderada para o organismo marinho. Apesar disso,
houve uma ligeira reducdo na toxicidade (aumento do valor de CE50) com o aumento da
duracdo de exposicdo de 5 para 30 minutos, sugerindo que a toxicidade dos MWCNTSs pode
apresentar uma pequena taxa de diminui¢do com o tempo, possivelmente devido a fatores de
dispersdo ou sedimentacao.

Comrelagdoao GO, os valores de CE50% durante todo o teste ecotoxicoldgico variaram
de 3,68% a 3,95%, indicando uma toxicidade alta, muito superior em comparagdo com 0s
MWCNTSs. Esses valores de CE50 observados pela exposicdo de GO indicam um efeito
adverso intenso sobre a bioluminescéncia de A. fischeri, mesmo em baixas concentraces.
Além disso, a toxicidade alta se demonstrou constante durante os tempos de exposicao,
indicando que o 6xido de grafeno mantém uma toxicidade significativa ao longo do tempo.
A inibicdo da bioluminescéncia da bactéria marinha pode estar relacionada a danos
mecanicos na membrana, gerados pela dimensdo das particulas e interacGes eletrostética,

devido ao carater bactericida de 6xido de grafeno (Cerrillo et al., 2015).

Apesar do indicio de toxicidade, um estudo recente associou a diminuicdo da
intensidade da bioluminescéncia de A. fischeri conforme o aumento da concentragédo de GO,
devido as caracteristicas do nanomaterial (Bergua et al., 2021). Por ser um material 2D
marrom escuro, a diminuicéo da bioluminescéncia pode ser ocasionada pela absor¢éo da luz
pelo GO. Ou seja, os flocos de GO, ao entrar em contato com a bactéria, ndo causaram danos
a sua parede celular e foram observadas bactérias em divisdo celular.

S&o poucos os relatos sobre a toxicidade dos nanotubos de carbono em bactérias
luminescentes. Em um estudo anterior, EC50 para nanotubos de carbono de parede Unica
ap6s 15 minutos de exposicao a bactéria A. fischeri foi superior a 100 mg L™ conforme Blaise
et al. (2008), enquanto em outro estudo, O CE50 para MWCNTSs variaram entre 50 e 84 mg
L (Zheng et al., 2010). Por outro lado, valores menores de CE50 foram observados com
maior tempo de exposicdo de MWCNTSs. Neste estudo, os autores relacionaram seus
resultados com o tamanho do tubo da nanoparticula, sendo que as particulas com menor
didametro desempenharam maior toxicidade (Cerrillo et al., 2015),

Diferentes nanomateriais ja foram analisadas utilizando o teste ecotoxicoldgico
Microtox. Dentre eles, sdo incluidos nanomateriais de o0xido de cobalto, 0xido de titanio,
oxido de cobre, 0xido de magnésio, oxido de manganés, 6xido de antimonio, didxido de
silicio, 6xido de zinco, 6xido de tungsténio e paladio segundo Aruoja et al. (2013),

nanomateriais de 6xido de zinco e sulfeto de zinco conforme Oleszczuk et al. (2019) boro e
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aluminio segundo Rossetto et al. (2014), didxido de cério conforme Villa et al. (2020),
alumina gama e niquel suportado em alumina gama (Svartz et al., 2017).

Embora existam muitas suposi¢fes sobre nanomateriais de carbono, ndo existem até o
momento investigacbes detalhadas baseadas em testes ecotoxicologicos completos. Os
dados apresentados no presente estudo, servem como base para elucidar tais
questionamentos. Aliivibrio fischeri é uma bactéria pertencente a uma espécie altamente
sensivel, por este motivo, ¢ amplamente utilizada como bioindicadora de toxicidade em
ambientes aquaticos (Mutalib; Ghanem, 2017; ABNT, 2021). Com base nos dados de
toxicidade aguda apresentados aqui, a presencga dos nanotubos de carbono de parede multipla
e principalmente, 6xido de grafeno, podem impactar a salide de comunidades microbianas
essenciais. Esses impactos podem comprometer as cadeias tréficas e a biogeoguimica local,

afetando a qualidade dos ecossistemas em que esses materiais sao dispersos.

Bioensaio vegetal

Preliminarmente, a técnica agronémica de nanopriming de sementes foi realizada com
Lactuca sativa. Ndo houve diferenca estatistica para os parametros germinativos indicando

que os nanomateriais ndo influenciaram neste processo, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Média geral dos parametros de germinacdo obtidos para as amostras de nanotubos
de carbono de paredes multiplas e 6xido de grafeno obtidos pelo teste de toxicidade aguda

com Lactuca sativa.

Protruséo Primeira Indice de
Nanomateriais  radicular contagem de Germinacéo velocidade
germinacao de
germinacao

MWCNTSs 93% +0.71 95% + 0.52 95% + 0.52 73.60 + 1.47

GO 90% + 0.85 90% + 0.85 94% + 0.57 69.47 + 2.06

Ambos nanomateriais de carbono (MWCNTSs e GO) ndo manifestaram efeitos negativos
na germinacao das sementes. Nao houve diferenca significativa na germinacéo das sementes

de L. sativa entre os MWCNTSs e GO, mesmo em diferentes concentragdes. Por esse motivo,
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o0s tratamentos com 0s nanomateriais de carbono ndo foram considerados prontamente toxicas
para esta espécie a partir dos dados expostos através da germinacdo das sementes.

Em um estudo anterior, Ji-Yeon et al. (2021) avaliaram os efeitos da exposi¢cdo com GO
na germinacdo e crescimento inicial de plantas, entre elas, Lactuca sativa. Os autores
observaram que a taxa de germinacdo de Lactuca sativa diminuiu conforme a concentracao
de GO aumenta, apesar de ndo expressar diminuigdo para as demais plantas analisadas. Além
disso, induziu a reducdo do crescimento, comprimento do broto e raiz para taxas de
aproximadamente 86% em Lactuca sativa em concentracdes maiores (Ji-Yeon et al., 2021).
Em sua maioria, os relatos da influéncia dos GO na germinacdo de plantas sdo positivos,
incluindo o aumento da germinacéo das sementes, altura das plantas, aumento de biomassa,
crescimento de caule/broto e outros (Guo et al., 2021; He et al., 2018).

Embora existam poucos relatos dos efeitos danosos do 6xido de grafeno na germinacgéo
de Lactuca sativa, efeitos adversos como, a reducdo da biomassa, menores concentracoes de
enzimas antioxidantes e danos a estrutura, podem ocorrer quando a aplicacdo ocorre na
zonaradicular (Gao; Yang; Song, 2019). Além disso, agerminacgdo de sementes é prejudicada
em ambientes acidos, o que contempla a diminuicdo da germinacao de Lactuca sativa quando
exposta ao GO, devido seu carater acido (Carniel et al., 2018).

Neste estudo, nenhuma concentracdo de MWCNTs afetou a germinagdo e o
desenvolvimento inicial de L. sativa. I1sso pode ser explicado pelo fato de que MWCNTSs néo
sdo fitotoxicos. Similar ao que foi observado, Hamdi et al. (2015) observaram a auséncia de
toxicidade de Lactuca sativa, apds a exposicdo direta em vermiculita enriquecida com
MWCNTSs. A auséncia de impactos danosos ou efeitos positivos na germinagéo de plantas
apos a exposicdo a nanomateriais de carbono ja foi relatada anteriormente. Foi demonstrado
que os MWCNTSs penetram no tegumento da semente, estimulando a germinacdo e a
emergéncia ao aumentar a absor¢do de agua nos estagios iniciais do desenvolvimento da
planta (Joshi et al., 2018).

Tambem foi avaliado o comprimento da raiz e da parte aérea de plantulas de L. sativa,
em diferentes concentragcdes de MWCNTSs e GO conforme a Figura 1. Foi observado maiores
indices para comprimento radicular e parte aérea das plantulas expostas ao condicionamento
fisiolégico, quando comparadas aos controles (sem condicionamento). De modo geral,
MWCNTSs e GO induziram respostas positivas no comprimento de raiz e parte aérea, com
efeito promotor de crescimento de plantulas de L. sativa principalmente na concentracdo de
200 mg L2,
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Figural. Comprimento da raiz e da parte aérea de plantulas de L. sativa, em diferentes
concentragdes de MWCNTSs e GO.
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Legenda: (A) Comprimento da raiz de L. sativa exposta a MWCNTS, (B) comprimento parte aérea de L. sativa
exposta a MWCNTS, (C) comprimento da raiz de L. sativa exposta a GO e (D) comprimento da parte aérea de
L. sativa exposta a GO. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de significancia.
Barras representam erro padréo.
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Os MWCNTSs estimularam o crescimento radicular das plantulas de L. sativa, sendo
maior que a do controle. Aumentaram significativamente o comprimento da raiz em todas
as concentracdes testadas (200 a 1000 mg L), ndo apresentando diferencas significativas
entre si, sugerindo um efeito positivo na morfologia da raiz em resposta aos MWCNTS. Por
outro lado, o comprimento da parte aérea foi aumentado em concentragdes menores de
MWCNTSs (200 a 600 mg L), com aumento expressivo em 200 mg L-1, sendo definida
como a concentracdo ideal para o desenvolvimento de plantulas de L. sativa. Enquanto, em
concentragdes maiores (800 e 1000 mg L) apresentaram um decréscimo na taxa, se
igualando as condicdes expressas pelo controle. Ou seja, possivelmente, doses moderadas de
MWCNTSs sdo benéficas, mas em concentracdes altas ndo desempenha papel promotor de
crescimento de parte aérea.

Das et al. (2018) relataram anteriormente que a exposicao e absor¢cdo de MWCNTS
pelas raizes de Lactuca sativa sdo influenciadas pela concentracéo aplicada. MWCNTSs em
concentragfes menores aumentaram a largura da folha, a area da folha, o comprimento da
raiz e a biomassa segundo Ghasempour et al. (2019), enguanto, em altas concentracdes,
exibem um declinio drastico no crescimento celular (Tavabe et al., 2020). Anteriormente foi
relatado que a regulacdo positiva entre CNTs e SLR1 e RTCS (genes envolvidos no
desenvolvimento da raiz) e as regulacfes negativas nos genes RTH1 e RTH3 (genes
envolvidos no desenvolvimento do pelo radicular), foram apontados como mecanismos
responsaveis pela alteracdo do fenétipo radicular (Yan et al., 2013). Assim, o efeito dos
MWCNTSs no aumento do crescimento foi atribuido a regulacao positiva nas transcri¢oes de
diferentes genes envolvidos em eventos bioldgicos, incluindo a divisdo celular (CycB),
extensdo da parede celular (NtLRX1) e aquaporina (NtPIP1) (Khodakovskaya et al., 2012).

O oOxido de grafeno, por outro lado, induziu efeito promotor no desenvolvimento de
plantulas de L. sativa em duas concentragdes (200 e 400 mg L1), o que diferencia seu papel
promotor em relacdo aos MWCNTSs. Enquanto, em concentragdes mais elevadas (600 a 1000
mg L1) foi notado efeito negativo, resultando na reducio no comprimento das raizes. Similar
a isso, 0 GO induziu aumento do comprimento da parte aérea em concentra¢cbes menores
(200 e 400 mg L), mas em concentragdes maiores (600 a 1000 mg L) ndo ocasionou efeito
promotor. Tais resultados sugerem que, GO promove crescimento da raiz e parte aérea em
concentragOes baixas, mas pode ser considerado fitotoxico em concentracdes altas, pois inibe
o desenvolvimento radicular, provavelmente devido seu potencial toxico ao se acumular nas
raizes (Gao; Yang; Song, 2019).

Estudos indicaram que o acimulo de 6xido de grafeno ocorre principalmente nas raizes
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e de modo mais limitado no caule e na folha (Chen et al., 2017). Além disso, promove efeitos
adversos na morfologia em concentracfes altas (Chen et al., 2018). Relatos anteriores
mostraram que GO promoveu maior crescimento em concentracdes de 400 e 800 mg L e
inibicdo do crescimento em 1600 mg L, com diminui¢do de enzimas antioxidantes para
Vicia fava (Anjum et al., 2014). Anélogo a isso, observaram que GO em concentracfes
baixas (125 e 250 ug mL™) promoveram o crescimento de raizes e inibigdo do crescimento
em concentragdes de 500, 1000 e 2000pug mL™ (Chen et al., 2018). Tais efeitos podem ser
associados as propriedades dos nanomateriais. Visto que, em dosagem baixa os GO podem
influenciar na inducdo da divis&o celular e no crescimento celular (Ruiz et al., 2011).
Portanto, este estudo constatou a toxicidade apresentada pelos MWCNTSs e GO em dois
diferentes niveis troficos. O teste com a bactéria marinha indicou toxicidade moderada para
MWCNTSs e alta toxicidade para o GO. Por outro lado, os resultados do bioensaio vegetal
revelaram que os dois nanomateriais ndo influenciaram na germinacdo de sementes de L.
sativa. Além disso, os MWCNTSs ndo causaram efeitos negativos no desenvolvimento da
plantula, pelo contrario, favoreceu o crescimento radicular e comprimento aéreo em
concentragio baixa (200 mg L), mas em concentragdes maiores (800 a 1000 mg L) ndo
apresentaram efeito. O GO por outro lado, apresentou efeito inibitério de crescimento
radicular nas concentragdes de 600 a 1000 mg L™, possivelmente devido ao acimulo do
nanomaterial no tecido radicular. Mas vale ressaltar, que em concentragdes menores (200 e
400 mg L1), favoreceu o crescimento de raizes e parte aérea. Apesar dos beneficios de ambos
nanomateriais no sistema vegetal em doses moderadas, tais achados sugerem que seu uso
deve ser realizado com cuidado, visto que foi comprovado que possuem efeitos danosos em

diferentes niveis tréficos.

CONCLUSAO

O teste ecotoxicoldgico Microtox realizado com os dois nanomateriais, revelou que
nanotubo de carbono de parede multipla (MWCNTS) expressou toxicidade e que, o éxido de
grafeno (GO) € muito tdxico para a bactéria Aliivibrio fischeri. Tais resultados reforcam que
MWCNTSs e GO possuem carater antibacteriano, e por isso, induziram alta toxicidade para
a bactéria marinha. De modo similar, o bioensaio vegetal realizado com Lactuca sativa,
apontou que o GO desempenha efeitos fitotoxicos, com inibigdo do crescimento de raizes e
do desenvolvimento de plantulas em concentracbes maiores. MWCNTS, no entanto,

promoveu o crescimento radicular, mas com 0 aumento da concentragéo esse efeito promotor
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foi inibido, sugerindo efeitos moderados de toxicidade, conforme o teste com a bactéria.
Esses resultados destacam o impacto potencial desses nanomateriais nos ecossistemas,
evidenciando que eles podem ser utilizados na agricultura para promover o crescimento
vegetal em concentracfes controladas. Contudo, seu uso requer cautela, pois apresentam
risco de toxicidade para a microbiota do solo e, em altas concentragdes, inibem o
desenvolvimento vegetal devido ao seu potencial toxico. Além disso, o estudo validou o
nanopriming como uma técnica simples, rapida e economicamente viavel para analise de

toxicidade aguda e investigacdes ecotoxicoldgicas.
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