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RESUMO

A sintese biogénica de nanoparticulas, a qual utiliza organismos vivos ou metabolitos
para a sintese, traz inovacdo para diversas areas do conhecimento humano, assim como
vantagens econdmicas e ambientais. Na area agricola a utilidade das nanoparticulas vai desde
a sua utilizagdo no controle de doencas até a producdo de novos fertilizantes. Desta maneira,
foram sintetizadas nanoparticulas biogénicas de ferro utilizando Trichoderma harzianum como
agente redutor para a avaliacdo de sua utilizacdo no fornecimento de ferro para plantas em
cultivo hidropénico. Os resultados da caracterizacao fisico-quimica mostraram nanoparticulas
com didmetro de 439,77+12,06 nm, PDI de 0,246+0,005, potencial zeta de 15,23+0,68 mV, a
concentracdo da solucgdo final foi de 2,5x10'° NPs/mL. A toxicidade foi avaliada utilizando
teste de Allium cepa com exposicdo das nanoparticulas em suas respectivas concentracdes
estoque 2,5x10%° NPs/mL. As nanoparticulas foram aplicadas em cultivos de alface e tomate
em um delineamento estatistico inteiramente casual em nas quantidades de 5,37 mL e 8,36 mL
da solucdo contendo 2,5x1010 NPs/mL, respectivamente. Os resultados mostraram baixa
toxicidade das nanoparticulas e quanto ao fornecimento de ferro foi possivel observar que, nas
concentragOes aplicadas, a nanoparticula ndo forneceu ions ferro para as plantas, evidenciado
pelo aparecimento de deficiéncia de ferro e morte das plantas, entretanto nos tratamentos nos
qguais a nanoparticula esteve em conjunto com o Fe-EDTA ndo houve inibicdo do
desenvolvimento das plantas que se comportaram como o tratamento controle sem diferenca
estatistica entre eles pelo teste de ANOVA-Tukey com p<0,05. Esses resultados demonstram
que provavelmente a via de entrada da nanoparticula na planta é diferenciada da via de absorcao
do ion ferro. Também é sabido que a acdo da nanoparticula na planta depende de varios fatores
principalmente tamanho, concentracéo, tempo de exposi¢cdo e modalidade de aplicacdo, além

do tipo de planta utilizada.

Palavras Chave: Nanoparticula. Hidroponia. Trichoderma. Ferro.



ABSTRACT

Green nanotechnology, or biosynthesis of nanoparticles by living organisms brings
innovation to those sectors, with economic and environmental advantages. In agriculture the
nanoparticles can be used in the disease control and new fertilizers development. Biogenic iron
nanoparticles ware synthetized using Trichoderma harzianum as redactor agent for possibly
iron supply for hydroponics. The physic-chemical characterization showed nanoparticles with
439,77+12,06 nm of average size, PDI of 0,246+0,005, zeta potential of 15,23+0,68 mV and
2,5x10'° NPs/mL concentration. The toxicity was evaluated using the Allium cepa test with the
exposure to the nanoparticle on its original concentration, resulting on low toxicity. To evaluate
the capacity of iron supply in hydroponics by the nanoparticle, those was applied on a lettuce
and on tomato. The results showed low nanoparticles toxicity, and, in the applied
concentrations, the nanoparticles didn’t supplied iron ions to the crops, evidenced by the
appearance of iron deficiency and plant death, however in the treatments that the nanoparticles
were together with the Fe-EDTA, inhibition of plants development was not observed, behaved
as control treatment plants with no statistical difference between them by the ANOVA-Tukey
with p<0.05. The results also showed that the iron biogenic nanoparticle absorption is different
from the iron ion, which results in a differentiated action. It is also known that the interaction
between nanoparticles and plants depends of several factors, mainly size, concentration,
exposure time, application method and plant species.

Keywords: Nanoparticle. Hydroponics. Trichoderma. Iron.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é conhecida como a ciéncia que manipula e estuda o comportamento
fisico e quimico dos materiais em escala nanométrica. Em escalas tdo diminutas, a matéria
apresenta caracteristicas distintas quando comparadas com grandes escalas, tornando essa
ciéncia de alto interesse para o desenvolvimento de novas tecnologias para as diferentes areas,
entre elas a agropecuéria.

Com o crescimento da populacdo mundial e a previsdo de que em 2030 seremos 9
bilhGes de pessoas no mundo, a producdo de alimentos se tornou um dos grandes desafios do
nosso século, pois ndo é necessario apenas produzir, mas produzir de maneira mais eficiente,
ou seja, produzir uma maior quantidade de alimentos utilizando cada vez menos recursos, como
agua, fertilizantes e defensivos. Neste contexto a nanotecnologia se une a agropecuéria com a
intensdo de melhorar a producdo de alimentos, aumentando a sua produtividade e diminuindo
0 uso de fertilizantes e defensivos.

O cultivo protegido é uma das técnicas empregadas para 0 aumento da produtividade,
sobretudo de hortalicas, gracas a possibilidade de controlar varidveis dificeis de serem
controladas em culturas a campo, como a temperatura, humidade relativa do ar, incidéncia
luminosa e agua. Entre diferentes cultivos protegidos podemos citar a técnica da hidroponia
como 0 maximo de controle que se consegue obter das varidveis de ligadas a nutricdo de plantas.

Em relacdo aos nutrientes um dos micronutrientes mais importantes para as plantas em
hidroponia é o ferro, pois este elemento participa de processos fisioldgicos da planta onde ha
uma cadeia transportadora de elétrons, além de participar na sintese da clorofila. Nos cultivos
convencionais ndo ha esta preocupacdo em relacdo ao nutriente ferro devido a presenca do
mesmo no solo, sendo o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre, estando disponivel
para as plantas. J& na hidroponia a ferro € um nutriente que deve ser fornecido a planta, sendo
0 uso de quelatos uma das maneiras mais comuns de se realizar essa suplementacédo, o Ferro
EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e o Ferro EDDHA (&cido etilenodiamino di-2-
hidroxifenilacético) sdo adicionados a solucdo nutritiva (TAIZ, L; ZEIGER, E, 2013).

Desta maneira o objetivo principal deste trabalho foi verificar se a nanoparticula de ferro
(Fe-NP, utilizando o fungo Trichoderma harzianum como agente redutor) pode ser utilizada
como fornecedor de ferro para as plantas, em substituicdo ao ferro quelato, funcionando assim

como um nano fertilizante.
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2 REVISAO

2.1 Nanotecnologia

Segundo Schulz (2005), o prefixo nano possui origem grega e significa um bilionésimo
(0,000000001; 10°) em uma unidade de medida, como tempo, comprimento e massa, sendo o
estudo da manipulagéo e aplicacéo de estruturas em escala nano denominada Nanotecnologia.
Este termo foi criado por Norio Taniguchi em 1974 e popularizado por Eric Dexter em 1985
com a publicagdo do livro “Engines of Creation” (ALVES, 2004).

Em 2003 a nanotecnologia foi definida na 21% Century Nanotechnology Reasearch and
Development Act como “A tecnologia que permite compreender, medir, manipular ¢ produzir
a nivel atdmico, molecular e supramolecular visando a criacdo de materiais, dispositivos e
sistemas com nova organizagdo molecular, propriedades e fungdes”, sendo esta definicdo
ampliada em 2004 pelo Swiss Re Group, que entendeu que o termo nanotecnologia abrange
uma gama de tecnologias sendo assim, um termo genérico para o grande nimero de aplicacdes
e produtos que sdo desenvolvidos com o uso dessa tecnologia (CARNIEL, 2013).

Segundo Ghazinoory et al (2010), hoje tém-se um consenso de que a nanotecnologia
compreende a integracdo de tecnologias em escala nanométrica, até 100 nanémetros (nm),
podendo ainda ser divididos em Nanomateriais estruturados (nanocompdsitos), Nanobjetos
(nanotubos e nanoparticulas), Nanomateriais semicondutores (micro filme), Revestimentos
nanoestruturados (filmes finos), Nanomateriais funcionais (Sistemas auto-organizados), porém
estas denominacges estdo em desuso, sendo a maior preocupacao com o estado do material e
sua atividade (MAYNARD, 2011).

De acordo com a organizacdo "National Science Foundation”, alguns tipos de
nanoparticulas podem ter tamanho acima de 100 nm. O tamanho das particulas de <100 nm (ou
até 100 nm) usado em varias definigdes é um limite aproximado que se refere a nano-escala
onde as propriedades do material podem ser consideradas diferentes dos equivalentes em massa.
De acordo com Kah e Hoffman (2014), ndo ha uma definicdo para esses sistemas, pois a
definicdo dada pela Unido Europeia (<100nm), acaba por excluir muitas formulagdes. Devido
a esta dificuldade na defini¢do desses sistemas algumas instituicbes como a Organizacgao para
a Alimentacdo e Agricultura dos Estados Unidos, a Organizacdo Mundial de Saude e a Unido
Internacional de Puros e Aplicados estdo buscando uma nomenclatura padrdo. Como nédo ha
definicdo para este tipo de nanomaterial algumas organizacdes e definicbes consideram
nanoparticulas acima de 100 nm, preferimos manter o termo nano na nomenclatura
(RAUSCHER et al., 2017).



11

A nanotecnologia é reconhecida pela Comissao Europeia como uma das seis tecnologias
essenciais consideradas promissoras para 0 desenvolvimento de inovagdes em todo o setor
industrial de forma ambientalmente e socialmente sustentavel. Entretanto s&o necessarios
estudos que identifiquem e possibilitem previsdes das possiveis consequéncias da
nanotecnologia para o0s seres vivos e para 0 ambiente (MELO; PIMENTA, 2004). A
Organizacdo das NagOes Unidas colocou a nanotecnologia como uma das tecnologias mais
importantes para cumprir com as metas de desenvolvimento do milénio estipuladas no inicio
do século 21, assim no ano 2000, paises como Estados Unidos e Brasil lancaram frentes de
pesquisa e desenvolvimento em nanotecnologia (INACIO, 2017).

As pesquisas recentes na area da nanotecnologia tém aumentado devido a revolugao que
pode trazer a diversas areas do conhecimento humano. Logo a area agricola é uma das que
apresentam potencial em relacdo a utilizacdo de nanoparticulas metalicas, devido a sua
aplicacdo no controle de bactérias e fungos patogénicos que atingem diversas culturas de
importancia econdmica. Entretanto, as mesmas podem vir a apresentar toxicidade ou efeitos
adversos para a microbiota do solo, podendo interferir no desenvolvimento das plantas
(FRACETO et al., 2016).

A obtencdo de materiais em escala nanométrica pode ser realizada de duas formas
distintas, a primeira chamada de “bottom-up”, ou de “baixo para cima”, onde pode-se obter um
nanomaterial a partir da agregacdo de seus componentes basicos. A segunda forma é chamada
de “top-down”, ou de “cima para baixo”, onde a NP é sintetizada a partir da elimina¢do do
excesso de material, realizando-se uma corrosao de um material, preparando o material nano a
partir de um bloco macroscopico (MELO; PIMENTA, 2004).

Nanoparticulas de materiais metalicos podem ser sintetizadas utilizando processos
biolégicos e quimicos, como por exemplo as nanoparticulas de prata, que sdo obtidas por
reacfes quimicas em meios aquosos, nas quais os atomos de prata dissolvidos na solucdo se
juntam para formar agregados de tamanho nanométrico, sdo obtidas através de processos
“bottom-up” (PATTEKARI et al. 2011), ou as nanoparticulas de prata que séo sintetizadas

utilizando organismos vivos e/ou seus metabélitos (DURAN et al., 2011)

2.1.1 Nanoparticulas Metalicas Biogénicas
Apesar da grande aplicacdo de nanoparticulas (NP) metalicas em diferentes produtos
que entram em contato direto com o organismo humano, como itens de higiene pessoal, itens

médicos, farmacéuticos e equipamentos de cozinhas, ha a necessidade em se desenvolver
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nanoparticulas que sejam menos toxicas e que apresentem uma menor contaminacéo ambiental
(ANKANA et al., 2010).

Em busca de metodologias para a producdo de NP, iniciou-se estudos em relacdo a
chamada sintese verde, ou biossintese de NP metalicas, Esta metodologia mostra que podemos
ter mais vantagens que desvantagens neste tipo de tecnologia, ja que a biossintese de NP
inorgénicas tem se mostrado uma area de pesquisas limpa, ndo-toxica, mais barata e menos
agressiva ao meio ambiente (SEABRA; HADDAD; DURAN, 2013).

Em geral, a sintese biogénica de NP metalicas leva a formacdo de NP com uma capa
proveniente de metabolitos do organismo vivo utilizado como agente redutor. Esta capa,
chamada também de “capping” apresenta a funcdo principal de evitar a agregacdo das NP,
promovendo a estabilizacdo do sistema (DURAN et al., 2011), também foi verificado que estas
proteinas que promovem a estabilizacdo agem em sinergia com a NP, aumentando a sua
eficiéncia (MITTAL,; CHISTI; BANERJEE, 2013).

Exemplos de biossintese de NP utilizando-se bactérias foram obtidas por Nair e Pradeep
(2002), onde foram sintetizadas nanoparticulas de prata e ouro com cepas de Lactobacillus, em
SAIFUDDIN et al (2009) a sintese de NP de prata foi realizada utilizando-se sobrenadante de
cultura Bacillus subtilis e em HAZRA et al. (2013) onde Pseudomonas aeruginosa BS01 foram
utilizadas como agentes estabilizantes na biossintese de NP de sulfeto de zinco.

Nanoparticulas metalicas biogénicas podem ser sintetizadas a partir de uma grande
gama de organismos como bactérias, leveduras, fermentos e plantas (MANIMARAN;
KANNABIRAN, 2016; ANKANA et al., 2010).

Em relacdo a utilizacdo de fungos na biossintese de NP, alguns exemplos relevantes séo
a sintese de NP de ouro sintetizada a partir de Fusarium oxysporum (MUKHERJEE et al.,
2002), NP de prata baseada em Verticillium sp. (MUKHERJEE et al., 2001) e NP de prata
utilizando Trichoderma harzianum (GUILGER et al., 2017).

Nanoparticulas sintetizadas através de leveduras como agentes redutores podem ser
utilizadas em sua grande maioria como nanoantibiéticos (MANIMARAN; KANNABIRAN,
2016), com acdo potencializada quando utilizada prata na sintese da NP. Os géneros mais
promissores sdo o Streptomyces (ABD-ELNABY et al., 2016), Actinomycetes (SUNITHA et
al., 2013) e Rhodococcus (SUNKANYA, 2013).

Extratos e chas de plantas também podem ser utilizados na sintese biogénica de NP,
sendo normalmente escolhidas devido a propriedades terapéuticas ou medicinais, a qual pode
trabalhar em sinergia com a NP metalica, normalmente séo sintetizadas utilizando prata ou ouro

(ANKANA et al.,, 2010). Entre as plantas utilizadas neste intuito, temos o coentro
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(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2008) a canforeira (HUANG et al., 2007), a Boswellia
ovalifoliolata (ANKANA et al., 2010) e o caqui (SONG; KIM, 2008).

2.1.2 Nanoparticulas Metalicas Biogénicas de Fungos

Dentre as diferentes formas de sintese biogénica de NP, a miconanotecnologia (mico =
fungo) ganha destaque pelas qualidades apresentadas por este organismo (RAI et al., 2009).
Fungos filamentosos possuem boa capacidade de crescimento em meios comuns de cultivo,
produzindo uma vasta gama de metabolitos que apresentam interesse de uso comercial, sendo
considerados verdadeiras nano-fabricas de NP (DHILLON et al., 2012). Ademais eles tém sido
preferidos para a sintese biogénica de NP pois apresentam grande producdo de enzimas, facil
producdo em laboratorio, possuem alta resisténcia a condicdes adversas, resisténcia a presenca
de metais, além de a sintese de nanoparticulas ser realizada de forma extracelular, o que facilita
a sua purificacdo. Entretanto a sintese é afetada diretamente por fatores de incubacdo como
temperatura, pH, tempo de incubacdo, a natureza das espécies metalicas, a concentracdo de
biomassa das espécies de fungos utilizadas e as interacbes das condi¢bes coloidais, que
controlam o tamanho, a forma e a polidispersdo das NP formadas (MOUSA et al., 2015).

Diferentes cepas de fungos tém sido utilizadas como nano-fabricas, como por exemplo
os dos géneros, Fusarium, Aspergillus, Verticillium, Penicillium e Trichoderma (MOUSA et
al., 2015; GUILGER et al., 2017).

O género Trichoderma é utilizado principalmente na biossintese de NP de prata, sendo
produzidos com sucesso NP de forma esférica e uniforme com didmetro variando de 8-60 nm
de cinco espécies de Trichoderma, T. asperellum, T. harzianum, T. longibrachatum, T.
pseudoconingii e T. virens (DEVI et al., 2013).

2.1.3 Nanoparticulas Biogénicas de Ferro

O ferro o quarto elemento mais comum na crosta terrestre, e um micronutriente para as
plantas (BECKER; ASCH, 2005), desta forma, € possivel inferir que uma nanoparticula de ferro
pode ser utilizada como carreador de ferro e outros nutrientes para a planta. Estudos relatam
que as NP de ferro conseguem ser transportadas pelo tecido vegetal (CORREDOR, et al., 2009;
CIFUENTES, et al., 2010; GHAFARIYAN, et al., 2013; GRILLO et al., 2016), como as
nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (SPIONS) recobertas com carbono,
fornecidas via solucdo nutritiva por hidroponia para diversas espécies (soja, ervilha, tomate,
trigo, girassol e pepino) as quais foram transportadas via xilema da raiz para os demais 6rgaos

da planta, como caule e raiz (Figura 1).
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Figura 1- Imagens por microscopia fluorescente de trés de diferentes 6rgdos da planta de
soja, com 5 dias de exposicao aos SPIONs (Nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de
ferro). Setas indicam a acumulacdo de SPIONs (coloragdo mais escura) nos diferentes tecidos

da planta.

Fonte: Adaptado de Ghafariyan et al. (2013).

Dentre as inovacdes que a nanotecnologia pode trazer a agricultura esta a possibilidade
de poder carrear fertilizantes e pesticidas (FRACETO et al., 2016), como exemplos temos a NP
de Magnetita sintetizada a partir de Fusarium oxysporum e Verticillium sp. (BHARDE;
RAUTARAY; BANSAL, 2006), NP de Greigita utilizando Actinobacter sp. como agente
redutor (BHARDE; PARIKH; BAIDAKOVA, 2008), NP de Magnetita utilizando Geobacter
sulfurreducens como agente redutor (BYRNE et al., 2011). Embora existam publica¢6es sobre
NP biogénicas de ferro, o volume de informacao existentes ainda é escasso, com 9 publicacdes
anuais, em comparacdo com outras NP, biogénicas com 133 publicacdes anuais ou ndo
biogénicas com 21.733 publicacBes anuais (Figura 2), o que dificulta o desenvolvimento de

novas tecnologias nessa area.
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Figura 2 - Publicacdes anuais no PubMed com as palavras chave: “biogenic nanoparticle” e
“iron biogenic nanoparticle”, por ano desde 2013 até novembro de 2018.
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Fonte: Elaboragao propria.

2.2 Hidroponia

O termo hidroponia é de origem grega e quer dizer trabalho em agua, sendo definida por
Pinto et al. (2015) como uma técnica que cultiva plantas sem a utilizagao de solo, nutridas por
uma solucéo de agua e sais minerais. A hidroponia vem crescendo em todo pais e esta presente
em quase todos os estados e tem como principal cultura a alface, pois esta possui ciclo curto, 0
que garante rapido retorno de investimento e também pelo fato de poder ser produzida na
entressafra (MENEGAES et al., 2015).

Exemplos de hidroponia ao longo da histéria da humanidade podem ser encontrados
desde os jardins suspensos da Babil6nia aos Jardins Flutuantes da China antiga, porém as
pesquisas em hidroponia tiveram inicio nos anos 30 na Universidade de Califérnia (COMETTI,
2008). Com o passar dos anos a técnica hidroponica foi sofrendo alteragdes por produtores de
diversas regifes a fim de adaptar a diferentes regides climaticas, substituindo materiais pouco
disponiveis. Estas adaptacGes deram origem a muitas técnicas que sdo utilizadas para fornecer
os nutrientes as plantas (ARAUJO NETO; RIBEIRO, et al., 1999).

Basicamente estas técnicas se diferenciam quanto a forma de sustentagdo da planta, o
método de fornecimento da solucdo nutritiva e quanto a reutilizacdo da solucdo hidropénica,
sendo algumas delas mais conhecidas, como a técnica de NFT (Técnica de Nutrientes em
Filme), DFT (Cultivo em &gua profunda) e Aeroponia (DAVID; MENEZES; TARSITANO,
2017).
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2.2.1 Técnica NFT

O desenvolvimento da técnica NFT ocorreu nos anos 60 e ajudou na consolidacao da
hidroponia como sistema de producédo viavel em escala comercial. No sistema NFT (Figura 3),
o fornecimento da solucdo nutritiva é realizado por um conjunto de motobomba e canais onde
se cultivam as plantas com inclinagdo de 2%. O retorno da solucao até o reservatoério é feito por
gravidade. Desta forma o sistema NFT forma um ciclo fechado (FURLANI et al., 1999).

Figura 3 — Esquema de funcionamento de um sistema de hidroponia NFT.
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RETORNO DE SOLUCAO NUTRITIVA

Fonte: Adaptado de hydor.eng.br.

Segundo Factor (2007), os componentes basicos para a formacao do sistema NFT sdo:
Canais paralelos onde se cultivam as plantas com inclinacdo para que ocorra a passagem da
solugdo por gravidade; tanque coletor para 0 armazenamento da solucdo; bomba para
impulsionar a solugéo até os canais; canos coletores para conduzir a solucéo de volta ao tanque.
Os reservatorios ou tanques tém por finalidade armazenar a solugdo nutritiva em condigdes
adequadas para que ndo liberem substéancias que podem interferir na solucdo hidrop6nica e que
ndo podem ser toxicas para as plantas.

A forma, o tamanho e a localizacdo dos reservatérios dependem da disponibilidade no
mercado e da estrutura do sistema hidropdnico adotado (CASTELLANE; ARAUJO, 1995).
Nesse sistema, a planta desenvolve seu sistema radicular de modo que 2/3 permaneca em

contato com a solucdo e 1/3 sem contato com a solucdo (FOSSATI, 1986).

2.2.2 Solugéo Nutritiva
Todo sistema hidropdnico utiliza uma solu¢do denominada “solucdo nutritiva”, onde

devem estar presentes todos os nutrientes essenciais para a planta, sendo que estes nutrientes



17

devem estar em propor¢Oes adequadas para cada fase do desenvolvimento. Aspectos como a
qualidade da agua, sais, pH, concentracdo, temperatura e oxigenacao da solucdo devem ser
monitorados diariamente, pois 0 manejo correto da solucdo nutritiva refletira em um bom
desenvolvimento da cultura (CARRIJO; MAKISHIMA, 2000).

O controle do pH da solugdo nutritiva em niveis adequados (5,5 - 6,5) garante uma
melhor integridade das células da epiderme do sistema radicular bem como mantem alguns
micronutrientes, como o ferro, solubilizados. Da mesma forma, a condutividade elétrica esta
relacionada com a concentracdo de ions e a sua absorcdo pelo sistema radicular. Sugere-se
assim a manutencdo do seu valor entre 1,5 e 4,0 mS/cm para manter o equilibrio osmoético da
solucéo. Estes dois fatores séo afetados pela temperatura, que deve ser mantida entre 21 e 27°C
(GENUNCIO et al., 2006).

Diversas formulas tém sido utilizadas para o cultivo em sistema hidrop6nico, sendo
utilizada basicamente a solucéo proposta por Hoagland & Arnon em 1938 (COMETT], 2008).
Como referéncia, na tabela 1 ¢ mostrada a solu¢do nutritiva proposta por Furlani para a
producdo de alface (FURLANI, 1999) e solucdo nutritiva proposta por Hochmuth para a
producdo de tomate (HOCHMUTH; HOCHMUTH, 2001).

Tabela 1 - Solugéo nutritiva para alface proposta por Furlani e Solucdo nutritiva para tomate
proposta por Hochmuth.

Nutriente Alface Tomate
Concentragdo (mg/L) Concentragdo (mg/L)

N 198 150

P 39 50

K 183 200

Ca 142 150

Mg 38 50

S 52 60

B 3 0,7

Cu 0,02 0,2

Mn 0,4 0,8

Mo 0,06 0,05

Zn 0,06 0,3

Fe 1,8 2,8

Fonte: Adaptado de FURLANI (1999) e HOCHMUTH, et al. (2001)

2.2.3 O Ferro na Planta

O ferro (Fe) é o 4° elemento mais comum na crosta terrestre, e também um

micronutriente essencial ao crescimento das plantas, requerido em concentracdes reduzidas
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pode limitar a producdo (BECKER & ASCH, 2005). Porém o ferro ndo estad prontamente
disponivel para utilizacdo das plantas, sendo necessario uma acao de reducdo do mesmo que
inclui trés processos: 1) acidificacdo da rizosfera, 2) reducdo do Fe (I11) em Fe (Il) e 3)
transporte do Fe (I1) através da membrana plasmatica (Figura 4) (PESTANA et al., 2013).

Figura 4 — Modelo proposto para a absor¢édo do ferro pela planta

QF-R = Quelato de ferro redutase
Tr-Fe = Transportador de Fe(Il) MEMBRABA

PLASMATICA
W

RIZOSFERA

CITOPLASMA

Fonte: Modificado de Martins (2017).

A acidificacdo da rizosfera ocorre com a liberacdo de acidos organicos, como 0s
fitosiderdforos, que se complexam com o Fe(l11) do solo, formando um quelato, e o transportam
por fluxo de massa e difusdo até a membrana plasmatica. Na membrana plasmatica ocorre a
reducdo do Fe(lll) em Fe(ll) e a remogdo do ferro do quelato pela quelato de ferro redutase
(QF-R) e entdo é transportado pela membrana pelo transportador de Fe(ll) (Tr-Fe)
(HOCHMUTH, 2011).

A capacidade do Fe formar complexos e mudar o seu estado de oxidagédo faz com que
este elemento esteja em diversas atividades fisiologicas da planta além de agir como cofator de
enzimas redutoras e formar complexos proteicos (MARTINS, 2017). Ao cruzar a membrana
plasmatica o Fe esta disponivel para ser translocado pelo IRT1 (Iron Regulated Transporter 1)
para a parte aérea tanto pelo xilema como pelo floema, tornando-se disponivel aos tecidos em
formagdes como 0s meristemas apicais (SCHMIDT, 2003; BRIAT; CURIE; GAYMARD,
2007).

Nos tecidos o Fe é armazenado pela ferritina (Figura 5), proteina de armazenamento
formada por 24 aminoéacidos organizados de maneira esférica, podendo conter em seu interior

até 4500 atomos de Fe. A ferritina absorve Fe através da oxidacao de Fe (11) e precipitagdo do
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Fe (111) no interior da proteina como hidroxifosfato férrico. Ela esta localizada nos plastideos e
esta disponivel para a sua utilizacdo pelas plantas (ARNAUD et. al, 2006).

Figura 5 — Representacédo da ferritina, com armazenamento de ferro.
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Fonte: Casiday et al., 2004.

Gracas a sua capacidade de reducdo, o Fe € essencial para a enzimas dependentes de Fe
ou de grupo heme (citocromos) que estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos. Além
dos aglomerados de Fe-S nas mitocdndrias e cloroplastos, sendo essencial para 0s processos de
respiracdo celular, fotossintese (ferredoxina), replicacdo do DNA e fixacdo de nitrogénio.
(BAUER; HELL, 2006).

O ferro é um nutriente considerado imovel na planta, pois uma vez depositado no tecido
ndo fica mais disponivel para utilizacdo em outros locais da planta. Portanto os sintomas de
deficiéncia de ferro ocorrem nos tecidos mais jovens das plantas. Quando em deficiéncia a
sintomatologia consiste em clorose do limbo foliar, chamado também de clorose, devido a ndo
sintese de clorofila (HOCHMUTH, 2011).

A concentracdo de clorofila em uma folha esta positivamente correlacionada com a
concentracdo foliar dos nutrientes relacionados a sua sintese, entre eles o nitrogénio e o ferro.
Assim determinando a concentracao de clorofila pode-se correlacionar com a concentracdo de
ferro. A clorofila € um citocromo verde, portanto pode-se medir a intensidade da cor verde na
folha, medindo as transmissdes de luz a 650 nm, onde ocorre a absorc¢do de luz pela clorofila e
a 940 nm, onde ndo ocorre a absor¢do. Com estes dois valores é possivel calcular o indice
SPAD (Soil Plant Analysis Development) (PORTO, 2011)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este projeto teve como objetivo principal avaliar o desempenho das culturas de alface e
tomate sob cultivo hidropdnico na presenca de nanoparticulas biogénicas de ferro sintetizadas
a partir de Trichoderma harzianum como agente redutor visando o potencial de fornecimento

de ferro para estas culturas.

3.2 Objetivo especifico

Como objetivos especificos o presente projeto visa:

. Verificar a sintese biogénica de nanoparticula de ferro utilizando Trichoderma
harzianum como agente redutor.

. Caracterizar e definir parametros como a distribuicdo de tamanho, indice de
polidispersédo, potencial zeta, concentracao e morfologia através de analises por espalhamento
dindmico de luz, rastreamento de nanoparticulas.

. Avaliar da citotoxidade e genotoxicidade da nanoparticula sintetizada pelo teste
do Allium cepa.

o Avaliar o comportamento das culturas hidroponicas de alface e tomate na

presenca das nanoparticulas sintetizadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em duas etapas, a etapa laboratorial realizada no
Laboratorio de Avaliacdo de Bioatividade e Toxicologia de Nanomateriais (LABITON), e a
etapa de campo realizada na estufa do Nucleo de Estudos Ambientais (NEAS), ambos da
UNISO.

4.1 Sintese da Nanoparticula Biogénica de Ferro

A cultura de Trichoderma harzianum foi elaborada a partir do produto comercial
Ecotrich® WP (Balagro) na formulagdo p6 molhavel 1x10*® UFC/g. Foram preparadas duas
placas com meio Agar Batata-Dextrose (BDA) autoclavado e a cada uma delas foi adicionado
1 mL da solucdo de T. harzianum na concentracdo de 200mg/mL. As placas foram mantidas
por 6 dias ao abrigo da luz em estufa a aproximadamente 26°C (temperatura ambiente).

A seguir foi realizada a transferéncia de quatro discos de micélio de 4 mm de didmetro
do meio BDA para a cultura em 75mL de meio caldo Batata-Dextrose Caldo (BD), que foram
acondicionados em erlenmeyer com capacidade para 250 mL, e envoltos com papel aluminio
para isolamento da luz, e mantidos sob agitacéo (150 rpm), a temperatura ambiente, durante 12
dias para crescimento(AVILA et al., 2005).

Apbs o periodo de crescimento, a biomassa de Trichoderma harzianum foi filtrada em
papel filtro autoclavado, pesada e transferida para Erlenmeyers contendo dgua autoclavada em
volume dez vezes maior que sua massa. Todo o procedimento foi realizado dentro do fluxo,
para evitar contaminacdo. Em seguida, a solugcdo contendo a biomassa foi mantida sob agitacéo
por 72 horas a 150 rpm isoladas da luz. Apds 72 horas a biomassa foi novamente filtrada,
utilizando uma bomba a vécuo, e ao filtrado foi adicionado sais para concentracao final FeCl
(0,2 M) e FeCls (0,1 M). A solucao foi mantida a temperatura ambiente e rotagdo de 150 rpm
por cerca de 24 horas até apresentar uma coloracdo adequada (marrom escura limpida), que
caracteriza a formacdo das NPs, conforme descrito realizada por Kumar et al. (2013).

4.2 Caracterizagdo Fisico-Quimica da Nanoparticula Biogénica de Ferro

A caracterizacdo das amostras foi realizada por meio da analise dos parametros
tamanho, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta com o equipamento ZetaSizer Nano ZS
90 (Malvern). As analises de tamanho e PDI foram realizadas pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) e o potencial zeta por mobilidade eletroforética. As amostras foram
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sonicadas e diluidas com &gua ultrapura a 25% para a realizagdo das leituras. Foram realizadas
trés leituras por amostra a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25°C (GRILLO et al., 2012).

A andlise de concentracdo e distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de ferro foram
realizadas por meio da técnica de rastreamento de nanoparticulas NTA (Nanoparticles Tracking
Analysis) utilizando o equipamento NanoSight LM14 e uma camera ligada ao software
NanoSight v.2.3, na diluicdo de 10% (GRILLO et al., 2012).

4.3 Avaliacéo de Genotoxicidade da Nanoparticula Biogénica de Ferro

O ensaio de Allium cepa foi realizado pela metodologia de Fiskesjo (1985), no qual as
raizes foram expostas a agua destilada como controle negativo e a uma solucdo de NP a uma
concentragéo de 2,5x10%° NP/mL, as amostras foram analisadas em triplicata.

As sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em duas placas de Petri de
15 cm de diametro sobre um disco de papel filtro levemente umedecido e deixadas em um local
a temperatura ambiente com pouca incidéncia de luz por 7 dias, sempre observando para que
as raizes nao ficassem secas e nem muito Umidas, quando as raizes atingiram aproximadamente
1 cm elas foram colocadas em contato com a solucéo de NPs (2,5x10*° NP/mL) por um periodo
de 24 horas.

Apés o periodo de contato as raizes foram fixadas as 13:00 h (horério em que
apresentam maior divisdo celular) com Carnoy — Alcool etilico e Acido acético (3:1) que foi
preparado na hora do uso. As raizes foram mantidas em geladeira por 24 horas. A seguir as
raizes foram submetidas & hidrélise com Acido Cloridrico (HCI) 1M em banho-maria a 60°C
por 7 minutos. Apos a hidrolise as raizes passaram por trés banhos de dgua destilada e coradas
com reativo de Schiff por duas horas, na auséncia de luz. Ao término do periodo de contato as
raizes passaram por mais trés banhos de agua destilada para retirar o0 excesso de corante.

As laminas foram preparadas cortando a regido meristematica das raizes, a estas foram
adicionados uma gota de Carmim acético 2% seguidas de esmagamento com laminula. Para as
analises foram realizadas a contagem de cerca de 1000 células por raiz considerando as fases
da divisdo celular e as altera¢cGes cromossémicas presentes.

Todas as anélises foram realizadas em triplicata e para a obtencéo dos Indices Mitdtico
(IM) (Equacdo 1), Alteracdes (IA) (Equacbes 2) e os respectivos parametros relativos

(Equac0es 3 e 4) foram realizados os seguintes calculos:

Total de Células em Divisao
IM = (Eq.1);

Total de Células Contadas
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Total de Alteragdes Encontradas

IA =

(Eq.2);

Total de Células em Divisiao

IM rel = IM do Tratamento (Eq. 3);

IM do Controle Negativo

IArel = IA do Tratamento Eo 4
"€t = Td do Controle Negativo (Eq.-4)

4.4 Avaliacdo do Desempenho das Nanoparticulas Biogénicas de Ferro em
Hidroponia

Para avaliar o desempenho das nanoparticulas biogénicas de ferro em ambiente
hidropdnico foram realizados testes de campo com alface (Lactuta sativa L.) cultivar ‘Elisa’ e

tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivar ‘Samambaia’.

4.4.1 Avaliagdo em Hidroponia de Alface

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do tipo arco, localizada no
Nucleo de Estudos Ambientais da Universidade de Sorocaba, latitude: 23°29'51.99"S e
longitude: 47°23'16.25"0, no periodo de setembro a novembro de 2017 (Figura 6A). O sistema
hidroponico utilizado foi da marca Hidrogood composto por uma bancada e seis perfis para 15
plantas cada, abrigando um tratamento por perfil. Cada tratamento possui ainda uma caixa de
armazenamento de solucdo nutritiva de 50 litros individual, uma bomba submersa, para
movimentacdo da solucéo pelo perfil, da marca Sarlo Beter modelo 1000C e um aerador de
solucéo (Figura 6B).
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Figura 6 — Local dos experimentos. A — Casa de vegetacao tipo arco do NEAS. B — Sistema
hidropdnico de alface.

Fonte: Elaboragdo propria.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casual, constando de 6

tratamentos com 15 repeti¢cdes cada totalizando 90 parcelas, com 1 planta em cada parcela

experimental, para a analise estatistica foi realizada analise de varidncia utilizando-se o

software PAST. Os tratamentos utilizados estdo descritos na Tabela 2 tendo como base a

solucdo proposta por Furlani (1999), com alteracfes na concentracdo e na fonte de ferro

utilizada sendo o T1 o controle positivo e 0 T2 o controle negativo. As solu¢bes nutritivas

utilizadas foram preparadas com fertilizantes comerciais, tanto para macros quanto para 0s

micronutrientes com o pH ajustado para 5,5, sendo:

Tabela 2 - Solugdes nutritivas dos tratamentos utilizados no experimento de alface (mg/L).

Solucio T1 T2 T3 T4 T5
¢ Fel00/NPO FeO/NPO  Fe50/NP50 Fe0/NP100 Fe50/NPO
Furlani 100% 100% 100% 100% 100%
Fe-EDTA 30 0 15 0 15
Fe-NP (mL) 0 0 2,68 5,37 0
Fonte: Elaboragdo propria.
Onde,

T1 (Fe100/NPO) = Solugéo de Furlani com Fe-EDTA a 100% da dose e com Fe-NP a 0% da dose.

T2 (FeO/NPQ) = Solucéo de Furlani com Fe-EDTA a 0% da dose e com Fe-NP a 0% da dose.

T3 (Fe50/NP50) = Solug¢éo de Furlani com Fe-EDTA a 50% da dose e com Fe-NP a 50% da dose.
T4 (FeO/NP100) = Solugéo de Furlani com Fe-EDTA a 0% da dose e com Fe-NP a 100% da dose.

T5 (Fe50/NPO0) = Solucdo de Furlani com Fe-EDTA a 50% da dose e com Fe-NP a 0% da dose.
T6 (FeO/NP50) = Solucdo de Furlani com Fe-EDTA a 0% da dose e com Fe-NP a 50% da dose.
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Para a dosagem de ferro através da Fe-NP, fez-se o seguinte célculo:

Quantidade de ferro presente na Fe-NP:
0,2 M FeCL,=1,9874 g x 28,09% Fe = 0,5582 g de Fe

0,8371 g de Fe na Fe-NP
0,1 M FeCL3=1,3513 g x 20,66% Fe = 0,2789 g de Fe

Concentracdo de Fe na solucdo de Fe-NP

Quantidade de Fe na Fe-NP =0,8371 g 0,0167438 g Fe/mL
ou

Volume final de Fe-NP = 50 mL 16,7438 mg Fe/mL

Volume de solucéo de Fe-NP para suprir a necessidade de ferro em 50 L de solucdo

nutritiva.
1,8 mg/L de Fe na Solucdo Nutritiva (FURLANI, 1999) 5,37 mL Fe-NP - 100%

16,7438 mg/mL de Fe na Solucdo de Fe-NP 2,68 mL Fe-NP —50%

Sendo o volume de Fe-NP para 100% da dose recomendada de 5,37 mL e para 50% da

dose recomendada de 2,68 mL.

Foram realizadas medicGes didrias da condutividade elétrica, com condutivimetro
portéatil marca Instrutherm modelo CD-880, e das temperaturas maximas e minimas da solucéo
e do ambiente, com Termo-higrémetro da marca Instrutherm modelo HT-50.

Semanalmente foram coletadas informacGes sobre a altura das plantas utilizando-se uma
régua milimetrada. Na colheita foram medidas a quantidade total de folhas, o indice de clorofila
com auxilio do aparelho SPAD (Soil Plant Analysis Development) 502, marca Konica Minolta,
o comprimento do sistema radicular, a massa fresca da parte aérea e a massa fresca do sistema
radicular. A parte aérea e o sistema radicular ainda foram secados em estufa a 60°C por 36 horas

e suas respectivas massas secas foram medidas.
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4.4.2 Avaliacdo em Hidroponia de Tomate

Para avaliacdo de hidroponia em tomates foi utilizado o sistema hidrop6nico da marca
Dynacs composta por uma bancada com seis perfis para 8 plantas em cada perfil, abrigando um
tratamento em cada perfil. Cada tratamento possui ainda uma caixa de armazenamento da
solucéo nutritiva, de 50 litros, uma bomba submersa da marca Sarlo Beter modelo 1000C e um

aerador de solucéo (Figura 7).

Figura 7 — Sistema hidropdnico de tomate.

Fonte: Elaboragao propria.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casual, constando de 6
tratamentos com 8 repeticdes cada, com 1 planta em cada parcela experimental, para a analise
estatistica foi realizada andlise de variancia utilizando-se o software PAST. Os tratamentos
utilizados constam da tabela 2, tendo como base a solucao proposta por Hochmuth (2001), com
alteracdes na concentracéo e na fonte de ferro utilizada sendo o T1 o controle positivoe o T2 0
controle negativo. As solugdes nutritivas utilizadas foram preparadas utilizando-se fertilizantes
comerciais, tanto para macros quanto para 0os micronutrientes com o pH ajustado para 5,5
(Tabela 3).



27

Tabela 3 - Solu¢Ges nutritivas dos tratamentos utilizados no experimento de tomate (mg/L).

Solugo T1 T2 T3 T4 T5 T6
FelOO/NPO FeO/NPO  Fe50/NP50  FeO/NP100  Fe50/NP100  FeO/NP50
Hochmuth 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Fe-EDTA 0,047 0 0,0235 0 0,0235 0
Fe-NP (mL) 0 0 4,18 8,36 0 4,18

Fonte: Elaboracéo propria

Onde,
T1 (Fe100/NPO0) = Solugdo de Hochmuth com Fe-EDTA a 100% da dose e com Fe-NP a 0% da dose.
T2 (FeO/NPO) = Solucéo de Hochmuth com Fe-EDTA a 0% da dose e com Fe-NP a 0% da dose.
T3 (Fe50/NP50) = Solucéo de Hochmuth com Fe-EDTA a 50% da dose e com Fe-NP a 50% da dose.
T4 (FeO/NP100) = Solugdo de Hochmuth com Fe-EDTA a 0% da dose e com Fe-NP a 100% da dose.
T5 (Fe50/NPOQ) = Solugéo de Hochmuth com Fe-EDTA a 50% da dose e com Fe-NP a 0% da dose.
T6 (FeO/NP50) = Solugéo de Hochmuth com Fe-EDTA a 0% da dose e com Fe-NP a 50% da dose.

Para a dosagem de ferro através da Fe-NP, fez-se o seguinte célculo:

O céalculo do volume de solucdo de Fe-NP para suprir a necessidade de ferro em 50

L de solucdo nutritiva foram os mesmos descritos no item 4.4.1:
2,8 mg/L de Fe na Solucdo Nutritiva (HOCHMUTH, 2001) 8,36 mL Fe-NP - 100%

16,7438 mg/mL de Fe na Solucdo de Fe-NP 4,18 mL Fe-NP — 50%

Sendo entdo o volume de Fe-NP para 100% da dose recomendada de 8,36 mL e para

50% da dose recomendada de 4,18 mL.

Foram realizadas medigdes diarias da condutividade elétrica com condutivimetro
portatil marca Instrutherm modelo CD-880 e também das temperaturas maximas e minimas da
solucéo e do ambiente com Termo-higrémetro da marca Instrutherm modelo HT-50.

A cada sete dias foram coletadas informacdes sobre a altura das plantas com o auxilio
de uma fita métrica até a sétima semana, quando foi realizada uma poda apical nas plantas. Na
colheita foram medidos a massa fresca dos frutos produzidos, a quantidade de frutos produzidos

e 0 comprimento do sistema radicular.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacgao Fisico-Quimica da Nanoparticula Biogénica de Ferro.

Os resultados de Diametro, indice de Polidispersdo (PDI) e Potencial Zeta utilizando o
DLS sdo mostrados na Tabela 4. A concentracdo foi medida pela técnica de NTA sendo
determinada uma concentragdo de 2,5x10'° NPs/mL.

Tabela 4 - Leituras de dispersdo de tamanho hidrodindmico (Z-médio), indice de
polidispersao (PDI) e potencial zeta por DLS.
Nanoparticula Diametro (nm) PDI Potencial Zeta (mV)

Fe-NP 439,77+12,06 0,246+0,005 15,23+0,68

Fonte: Elaboragao propria.

Os valores de potencial zeta e indice de polidispersédo indicam uma baixa variacdo do
tamanho hidrodinamico da Fe-NP e boas caracteristicas fisico-quimicas conforme descrito nas
diretrizes da Nanocomposix (2012). Segundo Iravani (2014), descrevem a utilizacdo de agentes
biol6gicos como estabilizadores na sintese de nanoparticulas pode aumentar a estabilidade e a
dispersdo das nanoparticulas.

Em 2010, Cifuentes et al. produziram uma NP com nucleo de aproximadamente 10 nm
de didmetro, ndo biogénicas de ferro com caracteristicas magnéticas denominadas SPIONS,
assim como Ghafariyan et al. (2013), que sintetizaram NP de ferro semelhante as sintetizadas
por Cifuentes et al. (2010), obtiveram NP com nucleo de 94+0,2 nm de diametro. Estas foram
recobertas com revestimento a base de carbono (dextranos) para anular a sua natureza
hidrofobica e passaram a ter didmetro de 19,7+0,4 nm. Assim como Hong et al. (2015) as
nanoparticulas ndo biogénicas apresentaram diametro hidrodindmico menor que as NP
biogénicas em geral, assim como, diametro bem menor do que o apresentado neste trabalho.

Mazumdar et al. (2011) demonstraram a sintese de NP biogénicas de ferro, utilizando o
fungo Pleurotus sp. produziu NP com diametro de 226 nm. Porém é possivel encontrar na
literatura publicagbes que mostram valores menores de sintese de nanoparticulas biogénicas,
como as NP de cadmio biosintetizadas com o auxilio de Schizosaccharomyces pombe
(KOWSHIK et al., 2002), a qual apresentou 1,5 nm, o trabalho de Sastry et al. (2003) que
mostraram NP de Silica biossintetizadas utilizando Fusarium oxysporum com 5 nm de
didmetro.

Estudos mostram que Ag-NPs apresentam caracteristicas bactericidas, sendo reportadas

a biossintese dessas NP com Boswellia ovalifoliolata, com didmetro de 40 nm (ANKANNA et
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al., 2010), assim como Guilguer et al. (2017) que sintetizaram NP biogénicas de prata utilizando
Trichoderma harzianum como agente redutor e que apresentaram diametro de 100,7+0,3 nm.

Com relacdo a NP biogénicas de ferro, Bharde et al. (2006), trabalhando com
Verticillium sp. e Fusarium oxysporum obtiveram nanoparticulas com didmetros que variaram
de 20 a 50 nm para F. oxysporum e de 100 a 400 nm para Verticillium sp.

Estas informagdes mostram que ha uma grande varia¢do no didmetro das NP biogénicas
sintetizadas em pesquisas, causada por diversos fatores como a espéecie do organismo utilizado
e o0 sal do metal (IANNONE et al., 2016).

5.2 Avaliagéo da Genotoxicidade.

Na analise realizada pela técnica de Allium cepa com a Fe-NP em concentracdo de
sintese (2,5x10°) foi possivel observar que esta apresenta baixa toxicidade em relagdo a NPs
encontradas na literatura, com indices relativos de mitose (IM) e de danos (ID) mostrados na

Figura 8.

Figura 8 — indice de mitotico (IM) e indice de dano (ID) da Fe-NP pelo Allium cepa a
concentragdo 2,5x101f’. IM-C: Indice mitético controle; ID-C: Indice de dano controle; IM-
NP: Indice mit6tico da NP; ID-NP: Indice de dano da NP.
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Numeros diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com p < 0,05.
Fonte: Elaboragao propria.

Estudos mostram que as nanoparticulas se comportam de maneira diferente uma das
outras com relagdo a sua toxicidade, dependendo da forma como foram sintetizadas, o agente
redutor utilizado, se biol6gico ou ndo, além da concentragdo e tempo de exposicdo (KUMARI;
MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2009; BADU et. al., 2008).

Ha uma escassez de trabalhos sobre a toxicidade de nanoparticulas de ferro biogénicas,

sendo mais comum estudos com nanoparticulas de prata, nos quais foram reladas toxicidade da
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nanoparticulas (PANDA et al., 2011; LIMA et al., 2013; GUILGER et al., 2017; GUILGER et
al., 2018).

5.3 Avaliacdo da Fe-NP em Hidroponia.

A avaliacdo das Fe-NPs foi realizada em cultivos hidropdnicos de alface e de tomate. O
cultivo hidropdnico foi escolhido por evidenciar a utilizacdo do ferro como nutriente, uma vez
que este deve ser fornecido via solucdo nutritiva. Nos cultivos convencionais, como o ferro faz
parte da estrutura do solo, este ndo precisa ser suplementado, o que dificultaria a obtencéo dos

dados.

5.3.1 Parametros Fisico-Quimicos

Apesar da variacdo da condutividade elétrica (EC) ao longo do tempo, tanto no cultivo
de alface apresentado na figura 9A (entre 2,3 e 3,0 mS/cm) quanto no de tomate apresentado na
figura 9B (entre 1,3 e 2,8 mS/cm), estdo de acordo com o recomendado por Furlani (1999) e
Cometti (2008), onde se pode utilizar condutividade elétrica da solucdo nutritiva entre 1,5 € 3,0
mS/cm para o cultivo do alface, e de 1,4 a 4,0 mS/cm para o cultivo do tomate. Entretanto
Soares (2002) estipula uma EC entre 1,6 e 1,8 dS/m para regides quentes, Cometti et al. (2008)
estipularam uma EC de 1,0 dS/m para regides aridas.

Podemos levar em consideracdo a recomendacdo de Helbel Junior et al. (2007), onde a
condutividade elétrica ideal de uma solucdo nutritiva ira depender do clima da regido, da
espécie e do cultivar utilizado, sendo complementado por Steidle Neto et al. (2005), onde outro
fator que deve ser levado em consideracgdo é a temperatura da solucdo nutritiva.
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Figura 9 — Variacdo da condutividade elétrica das solugfes nutritivas dos cultivos. Em A)
Alface e em B) Tomate.
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Fonte: Elaboracédo propria

Em relacdo a cultura de tomate (Figura 9B), notou-se uma maior variacdo da
condutividade elétrica o que resultou em um aumento do consumo da solucéo nutritiva nas
ultimas semanas de cultivo, devido a maior evapotranspiracdo das plantas em estagio maximo
de desenvolvimento e maturacdo dos frutos, porém esta variacao ndo alterou os resultados.

A variagdo da condutividade elétrica de uma solucdo nutritiva leva a alteragdes no
mecanismo de abertura e fechamento dos estdmatos e crescimento da area foliar, que se
relacionam com uma maior eficiéncia fotossintética e produtividade (COSTA et al., 2001).

Em relacdo a temperatura, a recomendada por Furlani (1999) para o cultivo hidropénico,
tanto para o ambiente como para a solucdo € de 24 + 3°C. Os valores das temperaturas do
ambiente e da solucdo nutritiva ao longo do cultivo, sdo mostradas na Figura 10. Para a alface
(10A), entre 27,9 °C e 25,8 °C e o tomate (10B), entre 29,5 °C e 25,6 °C. Essa faixa 6tima de
temperatura entre 21 °C e 27 °C assegura uma boa solubilidade e disponibilizacdo dos sais para
absorcédo radicular e do oxigénio dissolvido na agua, sem que ocorra a hipoxia do sistema
radicular, isto é reducdo dos niveis de oxigénio na raiz da planta (ANDRIOLO et al., 2004).

Com o aumento da temperatura da solucgéo nutritiva, o oxigénio (O.) diminui a sua solubilidade
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e consequentemente a sua concentracdo, reduzindo assim o crescimento das plantas no cultivo

hidropénico (COMETT] et al., 2013).

Wang e Tachibana (1996) e Lee (1994), trabalhando com pepino, relataram que o
aumento da temperatura no sistema radicular dessas plantas diminuiu o crescimento da raiz, a
taxa de expansdo foliar, o teor de &4gua na folha e a atividade fotossintética dessas plantas.
Inversamente, Urrestarazu et al. (2008) trabalhando com a mesma espécie relataram que em

temperatura abaixo de 18 °C da solucdo nutritiva pode ocorrer atrasos na maturacédo dos frutos

para a colheita.

Figura 10 — Variacdo da temperatura do ambiente e das solucGes nutritivas dos cultivos. Em
A) Alface e em B) Tomate.
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5.3.2 Crescimento das Plantas

O crescimento das plantas mostrou que as plantas de alface submetidas aos tratamentos
sem a adicdo de Fe-EDTA desenvolvem-se fisiologicamente normais até os 28 dias apos a
semeadura (DAS). Este cresimento inicial se deve possivelmente ao suprimento de ferro
residual existente no substrato de formacdo das mudas, entretanto ap6s este periodo inicial o
crescimento da planta estabilizou, com a ocorréncia de mortes de algumas plantas (Figura 11).

Figura 11 — Crescimento das plantas de alface nas medicGes de 21, 28 e 35 DAS (Dias apds a

semeadura).
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Numeros diferentes na linha indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.
Fonte: Elaboragdo propria.

O mesmo comportamento foi observado nas plantas de tomate (Figura 12), onde devido
ao maior volume de substrato, as plantas dos tratamentos que ndo receberam Fe-EDTA
apresentaram desenvolvimento igual ao controle positivo até os 66 DAS (Dias apds a
semeadura), provavelmente pelo suprimento de ferro existente no substrato. Entretanto no
periodo entre 73 DAS e 87 DAS o crescimento das mesmas cessa, porém ndo foram observadas
mortes de plantas como no caso da alface. Sheykhbaglou et al (2010), trabalhando com
aplicacdes foliares de nanoparticulas de 6xido de ferro em soja, mostraram que o ferro presente
nas nanoparticulas provavelmente é utilizado pelas plantas em condi¢bes de baixa
disponibilidade de ferro no solo.

O resultado de Sheykhbalou et al. (2010) é corroborado por Nadi et al (2013) e Elfeky
et al (2013) que sugerem que presenca da nanoparticula de ferro ndo inibe a utilizacéo de outras
fontes de ferro, conforme sugerido pelos dados da figura 11, comparando os tratamentos
Fe50/NP50 e Fe50/NPO, onde a altura da planta foi estatisticamente igual para 0 mesmo
suprimento de ferro, contendo ou ndo a Fe-NP.

Entretanto para a nanoparticulas biogénicas de ferro, onde o diametro hidrodindmico é
maior quando comparada com nanoparticulas ndo biogénicas, a liberacdo do ferro pela
nanoparticula pode ser limitado, conforme relata lannone et al (2016), ndo substituindo a
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utilizagdo de fertilizantes, resultado semelhante aos obtidos no presente estudo, onde 0s
tratamentos que ndo possuem Fe-EDTA, sendo eles FeO/NPO, FeO/NP50 e FeO/NP100.

Figura 12 — Desenvolvimento das plantas de tomate nas medicGes de 45, 52, 66, 73, 80 e 87
DAS (Dias ap0s a semeadura).
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Numeros diferentes na linha indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.
Fonte: Elaboragdo propria

Nota-se ainda nas figuras 11 e 12 que ha diferenca estatistica significativa da altura entre
as plantas nos tratamentos com ferro quelato, Fe100/NPO e Fe50/NP50. Além disso houve a
presenca dos sintomas da deficiéncia de ferro, identificada como clorose internerval, devido a
falta do pigmento clorofila no tecido parenquimatico das folhas (Figura 13). Conforme descrito
por Hochmuth (2011) o Fe tem um papel essencial na sintese de clorofila, sendo essa

carateristica apontada como razdo para o aparecimento de clorose internerval nas folhas.
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Figura 13 — Plantas de alface e tomate normais e com sintomas de deficiéncia de ferro. Em
A) Alface: 1 — Alface com desenvolvimento normal aos 35 DAS e 2 — Alface com deficiéncia
de ferro aos 35 DAS. Em B) Tomate: 1 — Tomateiro com desenvolvimento normal aos 66
DAS; 2 — Tomateiro com deficiéncia de ferro aos 66 DAS.

Fonte: Elaboragéo propria

Na alface é possivel observar que as plantas que receberam Fe-EDTA, sendo eles o
Fe50/NP50 e o Fe50/NPOQ, demonstraram um crescimento que ndo difere estatisticamente entre
si, porém diferem do controle Fe100/NPO pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Estes
resultados sugerem que as plantas destes tratamentos demonstraram uma deficiéncia deste
nutriente, pelo fornecimento da metade da dose recomendada por Furlani (1999), enquanto que
0s tratamentos que ndo receberam Fe-EDTA, FeO/NP100 e FeO/NP50, demonstraram um
crescimento significativamente menor pelo teste de Tukey a 5% de significancia do controle
Fel00/NPO, sendo estes estatisticamente iguais ao controle negativo pelo mesmo teste,
sugerindo que, com a presenca ou auséncia da Fe-NP, a utilizacdo de Fe-EDTA ¢
imprescindivel para um bom crescimento das plantas de alface fornecendo o ferro para o seu
metabolismo da planta, ndo sendo este nutriente suprido em sua totalidade pela Fe-NP.

O mesmo comportamento foi observado no cultivo do tomate, onde os tratamentos com
metade da dose recomendada de ferro por Hochmuth (2001) Fe50/NP50 e Fe50/NPO, que
receberam Fe-EDTA com ou sem a utilizacdo da Fe-NP diferiram significativamente do
controle. Porém apresentaram ainda um desenvolvimento significativamente melhor que os
tratamentos que ndo receberam Fe-EDTA, FeO/NPO, FEO/NP50 e FeO/NP100, pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.
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Os resultados indicam que a Fe-NP, nas concentragdes de 1,1x10° NP/mL para a alface
e 1,26x10° NP/mL para tomate, ndo inibem a absorgdo de Fe-EDTA. Esse resultado foi
semelhante ao obtido por lannone et al. (2016), onde as nanoparticulas de 6xido de ferro (111)
ndo inibiram o crescimento das plantas de trigo em cultivo hidropénico quando foram
suplementadas com Fe-EDTA. Isso pode ser um indicativo importante em relacdo a utilizagao
de nanoparticulas de ferro como agente de controle de doencas do sistema radicular, sendo uma

das inovacg0es que a nanotecnologia pode trazer a agricultura (FRACETO et al., 2016).

5.3.2 Indice SPAD de Clorofila nas Plantas

Uma vez que o ferro € um micronutriente que age na sintese da clorofila (BAUER,;
HELL 2006; ARNAUD et al., 2006; HOCHMUTH, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2013), foram
realizadas medi¢bes do indice SPAD nas plantas de alface aos 35 DAS. Os resultados
mostraram que nos tratamentos nos quais ndo ha presenca do Fe-EDTA, mas somente da Fe-
NP ou ndo ha fonte de ferro o indice SPAD de clorofila é semelhante aos resultados obtidos por
Almeida et al. (2011), onde em experimento de omissdo de nutrientes, obtiveram valores de
indice SPAD de 2,43 na omissdo de nitrogénio, que causa a mesma deficiéncia que o ferro na
planta. O nitrogénio também €é necessario para a sintese da clorofila, sugerindo que houve
deficiéncia do ferro nestes tratamentos (Figura 14).

Figura 14 — Indice de SPAD na cultura de alface.
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Numeros diferentes na linha indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.
Fonte: Elaboragao propria

Na Figura 15, pode-se visualizar, a medicdo do indice SPAD em uma planta com
desenvolvimentos normal, em uma planta sem deficiéncia de Fe (Figura 14 A) e outra com
deficiéncia de ferro (Figura 14 B). Em ambientes onde o ferro ndo é deficiente, como em
cultivos a campo, o indice SPAD néo é alterado com a aplicacdo de nanoparticulas de ferro,

como demonstrado por Nadi et al (2013), onde a aplicacdo de nanoparticulas de ferro quelato



37

em soja, via solo e foliar, ndo demonstrou diferenca significativa no indice SPAD com relagéo
ao controle.

O método de aplicacdo da nanoparticula de ferro também pode influenciar a
disponibilidade de ferro, Elfeky et al (2013) trabalhando com aplicacéo via solo e foliar de
nanoparticulas de ferro em manjericdo sugerem que a aplicacdo via foliar é mais efetiva que a

aplicacdo via solo, demonstrados pelos maiores valores de indice.

Figura 15 — Medicéo do indice SPAD em uma planta com desenvolvimento normal (A) e
com deficiéncia de ferro (B).

Fonte: Elaboragao propria

5.3.3 Parametros Agronémicos

Ap0s a colheita aos 35 DAS foram realizadas as medigdes dos pardmetros de producéo
em alface, sendo realizada medidas de altura da planta, namero de folhas, comprimento de raiz,
massa fresca da parte aérea, matéria seca da parte aérea, massa fresca da raiz, matéria seca da
raiz (Tabela 5). Aos 110 DAS foram realizadas as medi¢des de producdo em tomate realizando

medida de comprimento de raiz, massa fresca da raiz e matéria seca da raiz (Tabela 6).



Tabela 5 - Pardmetros agrondmicos nos tratamentos de alface.
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T1 T2 T3 T4 T5 T6

Parametro Fe100/NPO Fe0/NPO Fe50/NP50 Fe0/NP100 Fe50/NPO FEO/NP50

Média DP  Média DP  Média DP  Média DP  Média DP  Média DP
Altura de planta (cm) 15,13 1,9 75 11 12,94 1,7 6,5 % 1,3 13,73 14 6,6 2 1,3
NUmero de folhas 11,901 11 46 1,2 11,8% 15 580 0,7 12,4 1,3 6,9 1,8
Comprimento de raiz (cm) 19,5 39 50¢ 0,1 189¢ 32 55¢ 08 206 38 50¢ 0,2
Massa fresca parte aérea (g/planta) |13,1% 37 06% 04 115% 4 1,19 04 12,34 32 19% 1,1
Matéria seca parte aérea (g/planta) | 0,8 ¢ 02 01% 01 10 02 0,12 01 11 01 01% 0,1
Massa fresca raiz (g/planta) 7,21 24 1417 15 99M 39 5431 26 961 28 6,81 1,6
Matéria seca raiz (g/planta) 0,794 02 034 02 149 01 06% 04 129 01 08¢% 0,2

Letras seguidas de nimeros diferentes na linha indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.
Fonte: Elaborag&o prépria
Tabela 6 - Parametros agrondmicos nos tratamentos de tomate.
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Parametro Fel100/NPO FeO/NPO Fe50/NP50 Fe0/NP100 Fe50/NPO FEO/NP50

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Producéo (g/planta) 222,33 375 645 14,7 223,43 155 38,6% 4,2 220,2 & 120 64,1% 7,2
Comprimento de raiz (cm) 84,25 b1 19,9 78,87"™ 20,5 97,00 16,0 47,122 13,2 85,14 248 77,12 25,2
Massa fresca raiz (g) 381,5¢ 11,2 3142 143 378,0% 13,1 1714¢ 8,2 384,3 ¢ 16,3 3215% 12,5
Matéria seca raiz (g) 85,9 ¢ 56 76,2% 52 752% 46  40,3% 43 782% 32 724% 4,7

Letras seguidas de nimeros diferentes na linha indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: Elaboragdo prépria
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As plantas de alface nos tratamentos Fe50/NP50 e Fe50/NPO, ndo diferiram
significativamente do tratamento controle Fe100/NPO, com 12,9 e 13,7 cm no tamanho de
plantas, 11,8 e 12,4 no namero de folhas, 18,9 cm e 20,6 cm no comprimento de raiz, 11,5ge
12,3 g para massa fresca da parte aérea, 1,0 g e 1,1 g para matéria seca da parte aérea, 9,9 g e
9,6 g para massa fresca de raiz (tabela 5).

Em contrapartida, as plantas que receberam Fe-NP como fonte de ferro exclusiva, as
FeO/NP100 e FeO/NP50, mostraram um baixo desenvolvimento, com 6,5 e 6,6 cm de plantas,
5,8 e 6,9 folhas, 5,5 cm e 5,0 cm de raiz, 1,1 g e 1,9 g de massa fresca da parte aérea, 0,1 g e
0,1 g de matéria seca de parte aérea e 5,4 g e 6,8 g de massa fresca de raiz, sendo estatisticamente
igual ao FeO/NPO.

Os dados de altura da planta e indice SPAD demonstram que apesar da Fe-NP estar
presente nos tratamentos FeO/NP100 e FeO/NP50, estas plantas ndo apresentaram
desenvolvimento, assim como o indice SPAD de clorofila foram extremamente baixos,
semelhantes ao encontrado por Almeida et al. (2011) onde as plantas ndo apresentavam
clorofila, levando algumas das plantas inclusive a morte (Figura 16). Estes resultados sugerem
que a presenca de Fe-NP ndo supriu a quantidade de ferro necessaria para a planta, ndo sendo
utilizada para a sintese de clorofila.

Em estudo realizado por Ghafariyan et al. (2013), onde utilizaram plantas de soja em
hidroponia os autores sugerem que as possiveis influéncias de que nanoparticulas magnéticas
de ferro participam doando ions para a sintese de clorofila, porém o ferro proveniente de quelato
EDTA ¢é mais eficiente em fornecer estes ions para a sintese de clorofila e mantém o

desenvolvimento da planta normal.
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Figura 16 — Cultura de alface em diferentes tratamentos. T1 e T2 ao centro correspondem aos
controles, sendo T2 controle negativo (FeO/NP0) e T1(Fe100/NPO) controle do tratamento
utilizado sistema com parametros convencionais. As indica¢des correspondem a
T3(Fe50/NP50) e T4 (Fe0/NP100).

Fonte: Elaboragdo propria

Na cultura de tomate foi observado que a producao de frutos foi fortemente afetada pela
fonte de ferro, sendo que os tratamentos que receberam Fe-EDTA T1 (FelO0/NPO0), T3
(Fe50/NP50) e T5 (Fe50/NPO0), as plantas produziram significativamente mais frutos quando
comparadas as plantas que receberam ferro como Fe-NP. Os parametros relativos ao sistema
radicular ndo foram afetados, demonstrando que a deficiéncia de ferro age na parte aérea, com
a diminuicdo do porte da planta, a diminui¢do da quantidade de clorofila, pois o ferro é um
metal constituinte de citocromos e proteinas que agem em reagdes que envolvem o transporte
de elétrons como a fotossintese e a respiracdo e consequentemente diminui¢do da producéo
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

Em experimentos com alface e alfafa hidropdnicas expostas a NP de cobre com
tamanhos entre 10 e 100 nm de diametro, Hong et. al. (2015) chegam a concluséo de que quanto
menor o diametro hidrodinamico das nanoparticulas, maior é a absorcdo desta nanoparticula
pelo sistema radicular da planta. Isso sugere que outro fator que possivelmente influenciou a
disponibilidade de ferro para a planta foi o seu didametro, ja que as Fe-NPs possuem um diametro
hidrodindmico médio de 439,77 £12,06 nm.

Todavia o didmetro ndo pode ser o Gnico parametro a ser considerado dentre os fatores

que afetam a absor¢do da NP, devendo ser considerados também o tipo de metal, superficie,
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entre outros, conforme demonstrado por lannone et al. (2016) onde sugeriram que néo houve
absorcdo de nanoparticulas de oxido de ferro revestidas com citrato em trigo cultivado em
hidroponia, possivelmente pelo revestimento de citrato existente na NP.

Alguns fatores a serem considerados na disponibilizacdo, absorcéo e utilizacdo de ferro
em nanoparticula pela planta sdo o tempo e a concentracdo, conforme demonstrado por
Jeyasubramanain et al. (2016) em experimentos realizados com espinafre hidropdnico e
diferentes concentracdes de nanoparticulas de éxido de ferro Il durante 45 dias. Os resultados
mostraram que a producdo das plantas foi maior com o aumento da concentracdo das Fe-NP,
porém esta producdo foi igual a producéo das plantas que receberam suplementacéo de ferro.

Em complemento aos fatores colocados, Sheykhbaglou et al (2010), Nadi et al (2013) e
Elfeky et al (2013) sugerem que a forma de aplicacdo da nanoparticula de ferro na planta, via
solo ou via foliar, influencia em sua absorcao e liberacéo de ions de ferro pela nanoparticula.

Logo neste trabalho, a utilizacdo da Fe-NP tanto no cultivo hidroponico de alface como
no cultivo hidroponico de tomate apresentou respostas semelhantes, os tratamentos que
continham Fe-EDTA (Fe100/NPO, Fe50/NPO e Fe50/NP50) responderam de forma semelhante,
ndo mostrando diferenca estatistica na producéo de parte aérea (folhas ou frutos). Enquanto que
os tratamentos que continham somente ferro na forma de nanoparticula biogénica de ferro (Fe0/
NPO, FeO/NP50 e FeO/NP100) mostraram baixa producdo, ou mesmo morte de plantas,
demonstrando sinais de deficiéncia de ferro, onde se sugere que as Fe-NP, apesar de absorvidas
pela planta, ndo liberam ions de ferro para a sua utilizacéo pela planta.

Portanto, varios fatores devem ser levados em consideracdo na utilizacdo de
nanoparticulas biogénicas como o desenvolvimento de metodologias de custo baixo e
replicaveis, a utilizacdo de nanoparticulas com baixa toxicidade, nanoparticulas com pequeno
didmetro hidrodindmico, para assegurar a absorcdo pelas raizes e a translocacao via xilema até
os tecidos parenquimaticos clorofilianos da folha, utilizagdo em culturas de ciclo longo que o
ferro possa ser liberado pela nanoparticula para a sua utilizacdo como fertilizante, aléem da

utilizacdo em dosagens recomendadas.



42

6 CONCLUSOES

Conclui-se que a sintese de nanoparticulas a partir de em Trichoderma harzianum e que
estas mostraram caracteristicas fisico quimicas dentro dos parametros esperados, sendo uma
metodologia simples e menos custosa de ser realizada.

As nanoparticulas de ferro ndo supriram as necessidades de ferro nas culturas, indicando
que estas ndo liberam o ion em quantidade necessario, ou mesmo se absorvidas nao participam
do metabolismo da planta da mesma forma que o ferro, assim como ndo ocorreu inibi¢do da
absorcdo do ferro pela planta na presenca das nanoparticulas de ferro, indicando que esta
tecnologia possui um grande potencial podendo ser utilizada como um carreador de
fertilizantes.

Espera-se que com este trabalho novas pesquisas possam ser desenvolvidas no ambito
de testar novas NP em cultivos hidropdnicos, para avaliar o potencial destas como carreadores
de fertilizantes.
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