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RESUMO

A nanotecnologia ganhou destaque na agricultura devido a diferentes possibilidades de
aplicacdo, seja no como controle de pragas, doengas, fitonematoides e fertilizagdo. Entre os
diferentes tipos de nanomateriais, as nanoparticulas metalicas e semimetalicas biogénicas,
apresentam a caracteristica da sinergia entre o0s metabolitos dos organismos e o
metal/semimetal, além de apresentarem versatilidade, baixo custo e baixa toxicidade. O
presente trabalho sintetizou nanoparticulas metalicas de silica, de ferro e bimetélicas silica/ferro
utilizando bactérias (Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense) ¢ o fungo
(Trichoderma harzianum), visando a melhora do crescimento ¢ manuten¢do de plantas. O
material desenvolvido foi avaliado quanto a caracterizagdo fisico-quimica, utilizando teste
realizado utilizando Dynamic Light Scattering (DLS) e Nanoparticles Tracking Analysis
(NTA). Foram avaliados a atividade e os efeitos da exposi¢ao na germinagdo das sementes de
tomateiro e feijoeiro, e crescimento de plantas, a viabilidade e toxicidade em exposicdo a
linhagens celulares, assim como producdo enzimatica de quitinase, celulase e sideroforos. A
citotoxicidade foi verificada utilizando a técnica de reducdo do Tetrazolium (MTT) e linhagens
celulares HaCat, V79 e 3T3. Apds screening realizado uma nanoparticula foi escolhida para
dar seguimento nas andlises, esta apresentou ao longo de sua preparacao um diametro de 95,8
nm (nanoparticulas de ferro), 215nm (nano ferromagnética) e 227 nm quando encapada com
silica (nanoparticula de ferro/silica), foram também sintetizadas nanoparticulas de silica para
serem utilizadas como controle, estas apresentaram 203 nm de diametro. As concentracoes de
sintese variaram entre 1,39 e 2,26 x 10° NPs/mL. Em relacdio ao teste de germinagio com
sementes de tomateiro e feijoeiro expostos as nanoparticulas, foi possivel verificar que estas
ndo apresentaram grandes alteracdes quando comparadas com o controle. Em relagdo a
toxicidade, nenhuma das nanoparticulas apresentou ICso na concentragao testada. Os resultados
da atividade da quitinase mostraram que ¢ possivel detectar a presenca da enzima nas
nanoparticulas, porém ndo foi possivel detectar a atividade da celulase. Os resultados iniciais
demonstraram que as nanoparticulas ferro/silica, ndo levam a alteracdo de parametros de
germinagdo e desenvolvimento.

Palavras-chave: Sintese biogénica de nanoparticulas; Silica; Biofertilizantes; Microrganismos

agricolas; Germinacdo de sementes; Controle bioldgico; Tratamento de sementes.



ABSTRACT

Nanotechnology has gained prominence in agriculture due to its various applications,
including pest control, disease control, phytonematode control, and fertilization. Among the
different types of nanomaterials, biogenic metallic and semimetallic nanoparticles exhibit
synergy between the metabolites of organisms and the metal/semimetal, in addition to being
versatile, low cost, and low toxicity. This study synthesized metallic silica, iron, and bimetallic
silica/iron nanoparticles using bacteria (Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum
brasilense) and the fungus (Trichoderma harzianum), aiming to improve plant growth and
maintenance. The developed material was evaluated for physical-chemical characterization
using Dynamic Light Scattering (DLS) and Nanoparticles Tracking Analysis (NTA) tests. The
activity and effects of exposure on the germination of tomato and bean seeds, plant growth,
viability, and toxicity in exposure to cell lines were evaluated, as well as the enzymatic
production of chitinase, cellulase, and siderophores. Cytotoxicity was verified using the
Tetrazolium reduction (MTT) technique and HaCat, V79, and 3T3 cell lines. After screening,
one nanoparticle was chosen for further analysis. During preparation, it presented a diameter of
95.8 nm (iron nanoparticles), 215 nm (ferromagnetic nanoparticles) and 227 nm when coated
with silica (iron/silica nanoparticles). Silica nanoparticles were also synthesized for use as
controls, with a diameter of 203 nm. The synthesis concentrations varied between 1.39 and 2.26
x 109 NPs/mL. Regarding the germination test with tomato and bean seeds exposed to
nanoparticles, it was possible to verify that they did not show major changes when compared
to the control. Regarding toxicity, none of the nanoparticles presented IC50 at the tested
concentration. The results of chitinase activity showed that it is possible to detect the presence
of the enzyme in nanoparticles, but it was not possible to detect cellulase activity. The initial
results demonstrated that iron/silica nanoparticles do not lead to changes in germination and
development parameters.

Keywords: Biogenic synthesis of nanoparticles; Silica; Biofertilizers; Agricultural

microorganisms; Seed germination; Biological control; Seed treatment.
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1 INTRODUCAO

Dentro da nanotecnologia, as nanoparticulas (NPs) sao por defini¢do particulas de uma
dimensdo e estdo dentro da escala nanométrica, e apresentam suas caracteristicas fisico-
quimicas modificadas quando em escala nanométrica, e ganham outras caracteristicas de
bastante interesse, como magnetismo, baixa toxicidade, propriedades Oticas e termodinadmicas

(Hendricks et al., 2023).

De uma forma geral, as NPs podem ser organicas, como micélios ou lipossomos, ou
serem sintetizadas a partir de materiais inorganicos, tornando-se nanoparticulas inorganicas,

como as nanoparticulas metélicas (Verma et al., 2022).

Em relacdo as nanoparticulas inorganicas, estas podem ser sintetizadas a partir de metais
e semimetais. Embora existam sinteses quimica e fisica, as NPs inorganicas biogénicas,
acabaram tendo destaque, devido a sua sintese que envolve organismos ou materiais bioldgicos,
que funcionam como agentes redutores e estabilizantes (Rodrigues et al., 2020; Suman et al.,

2024)

A utilizagdo de organismos como fungos e bactérias leva a formag¢do de um
recobrimento que estabiliza as nanoparticulas e ¢ denominado capping, o qual muitas vezes
contém grupos funcionais e enzimas que contribuem para a atividade das nanoparticulas

(Guilger-Casagrande ef al., 2021; Kumar et al., 2023).

Além da estabilidade e menor toxicidade, a sintese biogénica também ¢é explorada por
apresentar menor custo € ser menos toxica em relagdo as sinteses fisicas e quimicas, além dos
materiais naturais usados na sintese serem de mais facil acesso e mais disponiveis

(Ebrahiminezhad et al., 2018).

Na agricultura, a utilizagdo de NPs biogénicas visas colaborar para uma agricultura
sustentavel e com menor toxicidade para o campo, uma vez que existe nos ultimos anos uma
preocupacao constante em aumentar a produgdo sem que haja danos ao ambiente (Mahawar et

al., 2023; Khan et al., 2025).

A utilizagdo do material bioldgico em sinergia aos metais pode levar a resultados
interessantes, onde € possivel realizar a escolha baseado na fungao a qual a nanoparticula sera
destinada (Juarez- Maldonado et al., 2019; Madhogaria et al., 2024). No presente estudo foram

escolhidos trés microrganismos ja conhecidos na area agricola por promoverem o crescimento



10

das plantas, sendo eles o fungo Trichoderma harzianum, e as bactérias Azospirillum brasilense
e Bradyrhizobium japonicum.

O Trichoderma harzianum ¢ um fungo bastante conhecido na agricultura, € utilizado no
controle de patogenos e no estimulo de crescimento de plantas, ¢ encontrado no solo e

possibilita a modificagdo do ecossistema, levando ao aumento dos microrganismos benéficos e

dessa forma promovendo o crescimento das plantas (Liu ef al., 2022; Kajic, et al, 2025).

A Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria que coloniza a rizosfera e promove o
crescimento das plantas através da fixacdo de nitrogénio, estimula a sintese de fitormonios e a
prote¢do de estresse bidtico e abidtico (Degon et al., 2023). A. brasilense promove a germinagao
das sementes e estimula o crescimento de raizes secundarias, além de promover o crescimento

de outros microrganismos benéficos para o solo e para a planta (Silva et al., 2022).

Bradyrhizobium japonicum esta associado aos nodulos nas raizes das plantas, ¢ usado
como inoculante na agricultura para promover a produ¢do no campo, ¢ uma bactéria fixadora
de nitrogénio. Forma relagdes simbidticas com as plantas, e estimula o crescimento das plantas
de vérias formas (Dutta; Shityakov; Maruyama, 2023; Padukkage ef al., 2020). Essa bactéria,
além da fixacdo do nitrogénio, produz fitormdnios e precursores de fitormdnios e ajuda na

resisténcia ao estresse biodtico e abidtico (Schroeder et al., 2022).

O Brasil consolida sua posicdo como um dos maiores exportadores de produtos
agricolas do mundo, com o agronegocio registrando valores recordes de exportacdo nos ultimos
anos. Em 2023, as exportac¢des do setor atingiram a marca de US$ 166,55 bilhdes, um recorde
historico que evidencia a forca e a capacidade de expansao da producao nacional (Confederacao

da Agricultura e Pecuaria do Brasil, 2024).

A expansao das fronteiras agricolas, impulsionada por novas tecnologias, intensifica os
desafios fitossanitarios, como a incidéncia de pragas e doencas. Nesse contexto, o
desenvolvimento de solugdes sustentaveis torna-se fundamental. O Manejo Integrado de Pragas
(MIP), que combina diferentes taticas de controle, e o crescente mercado de bioinsumos, que
registrou um aumento de 15% na safra 2023/2024, sao exemplos de estratégias que buscam

aliar produtividade e menor impacto ambiental (CropLife Brasil, 2024).

Para este estudo, foram selecionados o tomateiro e o feijoeiro como culturas modelo. O
tomate se destaca como uma das hortalicas de maior relevancia economica no Brasil, com uma
produgdo que alcancou 3,8 milhdes de toneladas em 2023 (IBGE, 2024). O feijao, por sua vez,

representa um pilar da seguranga alimentar e da economia, sendo um dos grdos mais
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consumidos em paises da América Latina e Africa. Sua importancia global é crescente, com a
demanda por fontes de proteina vegetal impulsionando o interesse mundial em sua cadeia

produtiva (FAO, 2023).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia pode atender a uma ampla gama de aplicacdes, existindo muitos
estudos desta tecnologia em diferentes areas, como farmacia, saude e agricultura, sendo a
vantagem principal a alteracdo das caracteristicas do material quando em escala manométrica
(Najahi-Missaoui; Arnold; Cummings, 2020; Alzate-correa et al., 2022). Os materiais
apresentam redu¢do de tamanho bruto para um tamanho de até 1000 nm (Singh et al., 2022;

Abaszadeh et al., 2023; Bayda et al., 2019).

O aumento da area superficial leva a um aumento da reatividade, alteracdo de cor do
material, aumento da solubilidade, alteracdo das caracteristicas termodinamicas e oOticas,
(Verma et al., 2022; Jiang et al., 2022; Singh et al., 2022). Os nanomateriais também oferecem
a possibilidade de liberacdo controlada e alvo especifico (Jiang et al., 2022). Eles podem ser
sintetizados em diversas formas e tamanhos, além de ser possivel ter sua superficie

funcionalizada o que permite um aumento na estabilidade (Shah ef al., 2024)

Os nanomateriais podem possuir uma dimensdo, duas dimensdes ou mais; 0s
nanomateriais que possuem apenas uma dimensdo sdo conhecidos como nanoparticulas
(Najahu-Missaoui; Arnold; Cummings, 2020). Também ¢ possivel que as NPs tenham

diferentes formatos, como esféricas ou triangulares (Singh et al., 2021).

2.2 Nanotecnologia aplicada a agricultura

Calcula-se que a populacdo mundial ultrapasse 9 bilhdes de pessoas até 2050, sendo
necessario o aumento da producdo de alimentos (Zhao et al., 2020; Jiang et al., 2022). Mediante
a esta expectativa existem problemas que devem ser solucionados para que a producdo supere
os numeros atuais e forneca alimento suficiente, alguns fatores que devem ser superados sao

disponibilidade de terras disponiveis para plantio e questdes ambientais (Guha ef al., 2020).

A forma mais utilizada para promover o aumento da produtividade ¢ o uso de
agroquimicos, como fertilizantes, pesticidas e herbicidas; entretanto, o uso desses atingiu um
limite que deve ser considerado, entre eles a resisténcia dos patogenos e os problemas

ambientais (Singh; Handa; Manchanda, 2021).



13

Entre as novas tecnologias que sdo utilizadas para auxiliar a uma agricultura mais
sustentavel temos a nanotecnologia que ganha cada vez mais destaque, sendo um dos pontos
considerados para o seu uso na agricultura, a presen¢a natural de nanomateriais, como 0s
microrganismos que sdo capazes de formar nanoparticulas (Wu; Li, 2022). Logo o uso da
nanotecnologia na agricultura ¢ apontado como uma estratégia promissora para aumentar a

produtividade no campo (Bhatia; Gulati; Sethi, 2021; Mahawar et al., 2023).

Entre os estudos existentes em nanotecnologia estao os focados em produgao de priming
de sementes para estimular a germinagdo ¢ um crescimento mais acelerado das plantas e
nanossensores, nanopesticidas e nanofertilizantes (Hong et al., 2021; Nile et al., 2022; Santés-
Miguel et al., 2023; Balusamy et al., 2023). Algumas nanoparticulas sdo utilizadas para a
liberacao controlada em alvo especifico, isto torna possivel que o principio ativo permanega no
local especifico por um maior periodo, dessa forma seria necessarias dosagens menores € mais

espacadas (Karnwal; Dohoroo; Malik, 2023).

2.3 Nanoparticulas biogénicas

As nanoparticulas de sintese biogénica tém atraido a ateng¢do dos pesquisadores pelo
aumento da preocupac¢do com a sustentabilidade e o cenario ambiental atual (Shah et al., 2024).
A sintese biogénica apresenta menor custo ¢ menor toxicidade quando comparada com os
métodos fisicos e quimicos, isto ocorre por consumir menos energia no processo de sintese e
ndo ser necessario o uso de reagentes quimicos toxicos (El-kahky ef al., 2021; Kah, Chandran,

Abrahamse, 2023).

Para esta forma de sintese utiliza organismos ou seus metabolitos, como bactérias,
fungos, virus, plantas ou algas, podendo ser utilizados proteinas, enzimas e aminoacidos destes
(Rozhin et al., 2021). Estes funcionam como agentes redutores e estabilizantes, ou seja, durante
a sintese esses produtos biologicos reduzem o material em escala nanométrica e formam uma
pelicula, chamada capping, que estabiliza o tamanho das nanoparticulas e evita que haja a

aglomeragdo. (Bekele; Gonfa; Sabir, 2021; Priya, et al., 2023).

Ha estudos que destacam o uso de fungos para serem usados na sintese biogénica devido
a facilidade de cultivo, uma grande producdo de biomassa ¢ a quantidade de metabdlitos que
estes secretam (Zhang et al., 2016; Gomaa et al., 2022). Outros estudos destacam as bactérias,
por sua facilidade de cultivo, a rapidez de crescimento e por sua facilidade em modificacao

genética (Singh et al., 2018).
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2.3.1 Nanoparticulas de ferro

As nanoparticulas de ferro e 6xido de ferro (NPFe) sdo estudadas por suas capacidades
de condutividade elétrica e térmica (Batool ef al., 2021), sendo estudadas como carreadores de
medicamentos na area médica e como herbicidas e nutrientes para o campo na agricultura

(Siddiqi et al., 2016).

Essas NPFe quando expostas ao ar ou a 4gua sdo oxidadas e liberam ions, apresentadas
em diferentes formas como magnetitas (Fe3Os), maghemita (y- Fe2O3), hematita (a- Fe203),
oxi-hidroxido de ferro (FEOOH) e ferro metalico zero- valente (Prema et al., 2022). Elas
possuem potencial antibacteriano e antifiingico, por isso sdo uma alternativa no combate a

bactérias resistentes (Alam et al., 2019; Minhas et al., 2023).).

Na agricultura a deficiéncia de ferro pode trazer diversos problemas para as plantas, o
ferro ¢ um importante mineral responsavel por varias fungdes nas plantas que resultam no
crescimento ¢ desenvolvimento das plantas (Ahmad et al., 2024). Dessa forma, as NPFe
possuem potencial em serem usadas como fertilizantes por suas caracteristicas benéficas para

0 campo, como biossintese de clorofila, na sintese de enzimas e proteinas (Irum et al., 2020).

2.3.2  Nanoparticulas magnéticas de ferro

As nanoparticulas magnéticas de ferro, sio denominadas como superparamagnéticas,
devido a sensibilidade a campos magnéticos (Frantellizi et al., 2020). Sdo cristais de 6xido de

ferro, chamados magnetita (Fe3O4) ou magnhemita (y-Fe2O3) (Yang et al., 2023).

As superficies destas nanoparticulas podem ser modificadas para diversas aplicagdes
(Matar; Andac, 2024). Existindo a possibilidade de manter o core metdlico da nanoparticula e
formar um capping externo, como polimeros hidrofilicos ou mesocamadas de silicato (Wu et

al., 2019; Lassenberger et al., 2017).

Como as nanoparticulas magnéticas de ferro sao mais suscetiveis a precipitacdo e a
agregacdo, a modificacdo na superficie viria a ser uma alternativa para impedir tanta a
precipitagdo quanto a agregacao (Awada et al., 2019). Uma caracteristica positiva dessas
nanoparticulas ¢ que ndo ha magnetizacdo restante na inexisténcia de um campo magnético

externo, permitindo um controle mais preciso (Dulinska- Litewka et al., 2019).
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2.3.3 Nanoparticulas de silica (NPSi)

A silica € um dos materiais mais abundantes na Terra, sendo encontrado também em
plantas, mesmo sendo um material inorganico (Huang et al., 2022). As NPSi possuem tamanho
de particulas controlaveis, e facilidade na modificagao da superficie (Huang et al., 2022).
Podem ser sintetizadas a partir de diferentes precursores, como silicato de sddio, ortossilicato
de tetraetila (TEOS), ortossilicato de tetrametila, e compostos de alcoxissilano, ha estudos

também que sintetizam as nanoparticulas a partir de residuos agricolas (Seghir et al., 2023).

As NPSi mesoporosas possuem poros uniformes em sua superficie, tem baixa toxicidade
e alta estabilidade fisico-quimica (Kudaibergen et al., 2023). Apresentam caracteristicas

positivas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade (Ding et al., 20223).

Devido as suas caracteristicas positivas, essas NPs recebem grande atengdo para uma
diversa gama de aplicacdes, podendo ser usadas carregando medicamentos, proteinas e
pequenas moléculas, além de catalisar e usos na agricultura (Xu et al., 2023). Em relagdo a
agricultura, a silica esta envolvida na adaptabilidade das plantas em diversas situagdes de
estresse bidtico e abiotico, e as NPsi podem ser tteis nessas situacdes, dessa forma aumentando

a produtividade no campo (Sankareswaran et al., 2022; Wang et al., 2022).

2.3.4 Nanoparticulas de ferro com silica

As nanoparticulas magnéticas de ferro possuem a facilidade de agregacao, dessa forma,
a modificac¢do na superficie com silica seria uma possibilidade para solucionar esse problema,

mantendo o magnetismo das nanoparticulas de ferro (Reczynska et al., 2020).

Além da agregagdo, outra preocupacao ¢ a degradacdo rapida e, consequentemente, a
perda de magnetismo com o passar do tempo; dessa forma, o revestimento com silica atrasaria
a degradagdo e manteria 0 magnetismo por mais tempo (Li ef al., 2013). Consequentemente, o
revestimento de silica ¢ amplamente estudado. As propriedades da silica, como baixa toxicidade
e possibilidade de funcionalizagdo, e o fato de manter as caracteristicas térmicas € magnéticas
das nanoparticulas de ferro, podem prolongar a vida util das nanoparticulas, sendo uma boa

opcdo para utilizacdo na agricultura (Donadelli et al., 2018).

2.4 Microrganismos na agricultura

O desejo de uma agricultura mais sustentavel impulsiona a busca por solugdes que sejam

capazes de promover uma diminui¢do no uso de agroquimicos; isto estimula o uso de
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microrganismos como uma alternativa ecoldgica que oferece varias vantagens no setor

agrondmico (Cortivo et al., 2020; Afridi et al., 2024).

A aplicacdo de microrganismos na agricultura se aproveita das relagdes ja existentes nos
ecossistemas, priorizando beneficios ecologicos, assim promove uma agricultura equilibrada
(Kumar; Dubey, 2020). Espera-se que o menor uso de agroquimicos € o aumento do uso de
microrganismos nas plantagdes diminuam os danos colaterais nos organismos ndo alvo,

resultando em diminui¢do dos danos em humanos € no ambiente (Ansari ef al., 2021).

Hoje ¢ conhecida e utilizada uma extensa gama de microrganismos, como fungos e
bactérias, capazes de promover o crescimento das plantas e promover o controle bioldgico
contra doengas e pragas nas plantas (Fusco et al., 2022). Estes estudos mostram que alguns
microrganismos sao capazes de promover o crescimento das plantas por facilitar que a planta
adquira os nutrientes necessarios, pois por muitas vezes estes colonizam as raizes das plantas e
solubilizam os nutrientes, além de melhorar a absorcdo de nitrogénio nas plantas, os

microrganismos usados nesse estudo (Kumar; Dubey, 2020; Cortivo ef al., 2020).

2.4.1 Trichoderma harzianum

O Trichoderma harzianum ¢ um fungo, verde filamentoso, naturalmente encontrado no
solo, pode sobreviver e se adaptar a condi¢cdes desfavoraveis, é usado na agricultura como

biofertilizantes e biopesticidas (Mironenka et al., 2021; Bjork et al., 2023).

Como biopesticida, este interage com os patdgenos, sejam eles patdgenos de folhagem
ou de raiz de diversas formas, podendo parasitar os patogenos, ou através da competicao por
espaco e nutrientes (Mukhopadyay; Kumar, 2020). Outros estudos mostram que o 7. harzianum
¢ capaz de promover o crescimento das plantas, melhorando a germinagao das sementes (Bjork
et al., 2023). Ainda existem evidéncias de que, quando utilizado como biofertilizante, o T.
harzianum consegue combater estresse abiotico e estresse biotico (Bashyal ef al., 2021), além
de apresentar a capacidade de aumentar a absor¢ao de nutrientes e a capacidade de retencao de

agua (Marra et al., 2021).

2.4.2 Azospirillum brasilense

A Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria Gram-negativa movel com forma de vibrido
(Martinez et al., 2023). E uma bactéria prolifica colonizadora, biofertilizante presente na
agricultura (Zhao et al., 2023). Pode estar associada a rizosfera da planta, colonizando tanto a

regido externa quanto associar-se endofiticamente se houver uma colonizagdo interna nos



17

espagos intracelulares das raizes (Zeffa et al., 2019). Possui a capacidade de promover o
crescimento das raizes e o aumento das raizes secundarias, facilitando a aquisi¢ao de fosforo

pela planta (Zhao et al., 2023).

Outra forma que essa bactéria consegue promover o crescimento das plantas ¢ através
da fixag@o do nitrogénio e através da protecdo das plantas de estresse biodtico e estresse abidtico

(Méndez-Gomez et al., 2021; Degom et al., 2023).

2.4.3  Bradyrhizobium japonicum

A Bradyrhizobium japonicum é uma bactéria Gram-negativa, que faz parte do grupo de
fixadoras de nitrogénio, essa bactéria coloniza as raizes das plantas criando nodulos (Ong;
O’Brian, 2024). Apresentam relagdo de simbiose com as plantas; a planta hospedeira entrega
fontes de carbono para atender as demandas energéticas da bactéria e, por sua vez, a bactéria

sintetiza nitrogénio (Bender ef al., 2022; Bitire et al., 2023).

Elas sdo encontradas naturalmente na microbiota do solo, possuem a capacidade de
alterar a morfologia das raizes e o metabolismo de alguns fitormonios, podendo produzir
fitohormonios ou precursores desses hormonios (Schroeder et al., 2022). A sua utiliza¢do na
agricultura tem a funcao de promover o crescimento das plantas e, consequentemente, aumentar
a produtividade (Gomez et al., 2023). A B. japonicum é capaz de diminuir os estresses bidticos
e estresses abioticos das plantas, como expressar enzimas antioxidantes nas plantas sob estresse

salino, e a producgdo de sideroforos (Gomez et al., 2023; Torres et al., 2018).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo sintetizar de forma biogé€nica nanoparticulas metalicas
de silica, de ferro e combinagdo silica/ferro (bimetalicas) utilizando o fungo Trichoderma
harznianum (IBLF 006) e as bactérias Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080)
e Azospirillum brasilense (AbV5 e AbV6) como agentes redutores e estabilizantes, avaliar seu

efeito na germinagdo de sementes e crescimento das plantas de tomateiro e feijoeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Sintetizar de nanoparticulas biogénicas utilizando como o agente redutor ou estabilizante
um mix de metabolitos de Trichoderma harzianum, Bradyrhizobium japonicum e
Azospirillum brasilense utilizando cloreto de ferro III (FeCls) e cloreto de ferro II (FeCly)
para as nanoparticulas de ferro e Tetraethyl orthosilicate (TEOS) para a sintese de
nanoparticulas de silica;

» Caracterizar as nanoparticulas para a defini¢do de parametros como distribuicdo de
tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta através de andlises por rastreamento
de nanoparticulas e microeletroforese;

* Caracterizar as nanoparticulas utilizando microscopia de varredura (MEV);

* Avaliar dos efeitos das nanoparticulas biogénicas em sementes, através do ensaio de
germinagao;

* Detectar a presenga de quitinase nas nanoparticulas;

* Detectar a presenca de celulase nas nanoparticulas;

* Detectar a presenc¢a de sideroforos nas nanoparticulas;

* Avaliar o comportamento das plantas provenientes de sementes de tomateiro e feijoeiro
expostas as nanoparticulas;

* Avaliar a viabilidade celular em exposi¢do as nanoparticulas linhagens celulares em
culturas 2D, por meio do ensaio de viabilidade indireta por MTT (redugdo de
tetrazoluim), viabilidade direta por Azul de Tripan,;

* Analisar a genotoxicidade utilizando ensaio cometa.
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4 METODOS

4.1 Preparo dos filtrados para sintese de nanoparticulas

Para a sintese das nanoparticulas, os filtrados de Trichoderma harzianum (IBLF 006),
Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e Azospirillum brasilense (AbVS5 e
AbV'6) e respeitando as exigéncias individuais para o melhor crescimento e desenvolvimento

dos microrganismos eles foram preparados separadamente.

Para obtencao dos metabolitos de 7. harzianum, inicialmente, foi crescido uma cultura
em meio composto por agar batata dextrose (BDA), mantido em estufa a 25 C° por 168 horas.
Ap6s esse periodo discos de micélio foram transferidos para caldo batata dextrose (BD), sendo
a cultura fermentada por 288 horas, em agitacdo constante de 150 rpm a 25C°. A biomassa
obtida foi pesada e transferida para um volume dez vezes maior de d4gua que a massa obtida e

mantida nas condi¢des anteriores por 72 horas (Deshmukh; Gupta; Kim (2019).

Para a obtencdo dos metabolitos das bactérias (Bradyrhizobium japonicum e
Azospirillum brasilense), cada cepa foi inoculada com ImL de bactéria para cada 100mL de
caldo nutriente e estas foram mantidas sob agitacdo constante de 150 rpm a 35C° por 24 horas.
Ap0s as 24 horas de fermentacdo, a cultura foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado e a
biomassa foi colocada em agua, seguida de centrifugacdo para retirada de quaisquer resquicios
de meio. Na sequéncia, o pallet formado foi colocado em 100mL de 4gua ultrapura e mantida

em agitacdo nas condigdes anteriores por mais 72 horas.

Ap6s 72 horas de fermentacdo em agua ultrapura, os metabolitos obtidos foram
misturados na propor¢do (1:1:1), e apos mistura foram separados em dois grupos, para que
fossem processados de diferentes maneiras. O grupo 1 foi filtrado anteriormente a 0,45 um
seguido de filtragem em filtros 0,2 um. O grupo 2 foi utilizado para a sintese sem que tenha

ocorrido a filtragem (NAYAK et al., 2016).

4.1.1 Sintese das nanoparticulas biogénicas de ferro

Para a sintese de nanoparticulas de ferro (NPFe) foram utilizados os precursores
cloreto de ferro III (FeCls) e cloreto de ferro II (FeCly), sendo as nanoparticulas de ferro

mantidas em agitacao por 72 horas (Li et al., 2011 e Kim et al., 2008), em temperatura de 25°C.
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4.1.2 Sintese das nanoparticulas de silica

As nanoparticulas de silica (NPSi) foram sintetizadas a partir do precursor TEOS
(Tetraethyl orthosilicate/Sigma). As sinteses foram seguindo Sankareswaran et al., 2022 e
Periakaruppan et al., 2022. Para a sintese de silica (NPSi) o material utilizado foi o mix de
metabolitos que ndo foi filtrado, onde 20 mL do material de cultura nao filtrado foi acrescido
de 12 mL de TEOS, sendo mantido em agitacdo a 50 °C e por 15 min. Apods os 15 min, foram
acrescentados 12 mL de solucdo de HCl a 1M e o material foi mantido em agitacdo por mais
15 min, em temperatura ambiente. Apds os 15 min, sendo necessario realizar a secagem a

solucdo foi colocada em forno a 100°C durante a noite.

4.1.3 Sintese das nanoparticulas biogénicas de ferro com silica

A sintese de ferro com silica (NPFeSi) foi baseada em Li et al. (2011), Kim et al.
(2008). Para a sintese de ferro com silica, as nanoparticulas de ferro foram utilizadas 21,6mL
das nanoparticula de ferro magnética, 3,32mL de etanol e 0,78g de CTAB, a mistura foi mantida
em agitacdo magnética, seguida do acréscimo de 2,19mL de TEOS, foi mantida em agitacdo a
80 C° por 2 horas. Apos este periodo, a solucdo foi transferida para um tubo tipo Falcon e
centrifugada por 10 min a 10.000 rpm. Sendo necessario a secagem o pallet obtido foi

transferido para o forno a 60 °C onde permaneceu durante a noite.

4.2 Caracterizacio fisico-quimica

As diferentes atividades de caracterizagdo que foram realizadas foram baseadas em
Gomes et al., 2019. O potencial zeta foi verificado pela técnica de microeletroforese utilizando
o equipamento ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern). Foram realizadas trés leituras a um angulo
fixo de 90°, a 25°C, e os resultados foram expressos pela média das leituras. A técnica de
rastreamento de nanoparticulas foi realizada para determinar a distribuicio de tamanho,
concentracdo e indice de polidispersao, utilizando o equipamento NanoSight LM14 e uma
camera ligada ao software NanoSight v.2.3.

A observagdo das nanoparticulas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi
realizada com um microscopio eletronico de varredura (SEM; FEI-Inspect-F50) operado com
voltagem de aceleragdo de 2 kV. As amostras foram gotejadas em substrato de silicio
previamente tratado (glow discharge). Depois de seco, o substrato de silicio foi colocado na
porta amostra com fita de carbono, o qual foi submetido a deposi¢ao de filme de carbono com

10 nm de espessura sob atmosfera de argdnio.
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Para determinacdo da estrutura das nanoparticulas foi realizada a Difracdo de
RaioX (DRX). Os difratogramas foram obtidos através de medidas realizadas no
difratometro Shimadzu modelo XRD-6000, utilizando como fonte de radiagdo a linha de

emissdo do cobre (A Cu Ka =1,5418A).
4.3 Exposicao de sementes e analise de germinacio

4.3.1 Tratamento de sementes (priming)

Para o teste de germinacao foram utilizadas sementes de feijoeiro e tomateiro. Para as
sementes de feijoeiro foram separadas 100 g de sementes e para as sementes de tomateiro foram
separadas 1,5 g de sementes. As sementes foram colocadas em sacos grandes e tratadas com
ImL para as sementes de tomateiro e 2mL para as sementes de feijoeiro da substincia de
exposicdo. A principio foi realizado um screening com as sementes de tomateiro em diferentes
concentragdes das nanoparticulas (41,7e+06, 13,9¢+06, 6,95¢+06 e 1,39e+06), apos o
screening foi escolhida a concentra¢do 1,39e+06 para seguir com os testes de germinagao,
sendo possivel observar que foi a concentracao que as plantas se desenvolveram melhor, e como
controle foram utilizados agua e o mix de metabolitos. As nanoparticulas foram despejadas nos
sacos junto das sementes, e estes foram agitados vigorosamente por 2 min para uma aplicagao
uniforme, em seguidas as sementes foram deixadas para secar overnight, em temperatura de

25°C.

4.3.2 Germinacdo de sementes e acompanhamento de viabilidade

Os indices de germinagdao das sementes foram avaliados apds o tratamento com as
nanoparticulas e a secagem das sementes.

Para acompanhamento da viabilidade das sementes, estas foram estocadas logo apos o
tratamento com as nanoparticulas e secagem, sendo realizada uma analise apds secagem, meés
a més, nos trés primeiros meses € apos seis meses.

Para avaliacao da germinagdo, apos a exposicao, as sementes foram colocadas em papel
de germinagdo 28/76 cm, com um espaco de 3 cm entre as sementes. Cada folha de germinagao
foi umedecida com 10 mL de 4gua ultrapura, sendo em seguida dobrada, inserida em pacotes
pléasticos e incubada no escuro e temperatura ambiente. Foram determinados o tempo de
germinagdo de 7 dias para ambas as sementes, tanto de feijado como de tomate, € em seguida
determinado o indice de germinacao (Equacdo 1) e analisado o desenvolvimento de raizes

(comprimento da raiz principal, nimero de raizes laterais e area da raiz).
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% de Germinagao = NxT;OO Equagdo 1

Onde N, ¢ o nimero de sementes germinadas e TS, ¢ igual ao nimero total de sementes

usadas no ensaio.
Para avaliacdo do desenvolvimento das raizes, fotos das sementes germinadas foram

analisadas pelo software Image J. A partir das analises foram obtidos o comprimento

das raizes (cm).

4.4 Detecciao de quitinase nas nanoparticulas

Para a deteccdo de quitinase foi preparado 1 L do meio, foi utilizado 0,3 g de
MgS04.7H20, 3 g de (NH4)2SO04, 2 g de KH2PO4, 1 g de 4cido citrico monoidratado, 15 g de
agar, 200 uL de Tween- 80, 4,5 g de quitina coloidal e 0,15 g de roxo bromocresol, foi realizado
o ajuste do pH para 4,7 e o meio foi autoclavado. Apds autoclavado, o meio foi colocado em
placas de petri, ap6s solidificag@o, discos de papel filtro embebidos nas nanoparticulas foram
colocados no centro da placa. As placas foram incubadas a 25 °C e foi aguardada a alteracdo de

coloragdao do meio indicando a presenga de quitinase (AGRAWAL e KOTASTHANE, 2012).

O teste foi repetido em caldo para observar como seria o comportamento das
nanoparticulas em meio liquido, entdo todos os reagentes foram utilizados menos o 4gar, dessa
forma o meio ndo se solidificou. Foram acrescentados 5 mL do caldo de quitinase e 10 pL das
amostras. Em ambos os testes foram usadas as bactérias A. brasilense e a B. japonicum € o
fungo T. harzianum, € os metabodlitos na mesma proporcao usada nas sinteses (1:1:1) como

controle.

4.5 Detec¢ao de presenca de celulase nas nanoparticulas

As placas foram preparadas usando meio de composi¢do CMC (NaNos- 0,5 g; KoHPOs-
1 g; MgS0O4 7H,0- 0,5 g; FeSO4 7H20- 0,01 g; Extrato de Levedura- 1 g; CMC- 10 g; agar- 15
g; g.s.p. H2O 1 L e suplementagdo de 1 mL de Triton 100X. Apods solidificagdo do meio, no
centro das placas foram colocados discos de papel filtro embebidos com as nanoparticulas.
Apds 168 horas a 30 °C, as placas foram lavadas com solugdao de vermelho Congo (0,1% v/v).
Depois de 15 min, as placas foram lavadas com solu¢ao de NaCl a 1 M, revelando os halos

formados de degradacdo de celulose (Pansa, 2017).
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4.6 Deteccao de presenca de sideroforos

Foi dissolvido 60,5 mg de CAS em 50 mL de 4gua destilada. Em separado, foi misturado
10 mL de uma solugdo de cloreto férrico (I mM FeCl3.6H20 em 10 mM HCI) com 72,9 mg de
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) dissolvido em 40 mL de agua. A solucdo de CAS foi entao
lentamente adicionada a solugdo de FeCl3.6H20/HDTMA sob agitagdo constante. A solugdo
resultante, de cor azul, foi autoclavada. Foi autoclavado de forma separada agar. Apds a
autoclavagem e resfriamento de ambos os componentes a aproximadamente 50-60°C, foi
misturado assepticamente 100 mL da solugdo CAS com 900 mL do agar. Foi homogeneizado
suavemente para evitar bolhas e vertido em placas de Petri estéreis. Apos solidificagao do meio,
no centro das placas foram colocados discos de papel filtro embebidos com as nanoparticulas

por 168 horas.

4.7 Avaliacoes de Citotoxicidade e Genotoxicidade

Para os testes utilizando culturas 2D, foram preparadas placas de cultura com suspensao
celular a 1 x 10° células/mL, a partir das linhagens: HaCat (queratinécitos humanos), 3T3
(fibroblastos embrionarios de camundongo) e V79 (fibroblastos pulmonares de hamster chinés),
as quais foram mantidas em incubag¢@o a 37 °C por 24 horas, para a aderéncia total das células.
A seguir, as células foram expostas as nanoparticulas pelo periodo que varia conforme o teste

utilizado.

4.7.1 Avaliacdo da atividade mitocondrial por reducdo do Tetrazolium (MTT)

O ensaio de reducdo do Tetrazolium (MTT) foi conduzido com base em Sieuwerts et
al. (1995). Este ensaio possui boa aceitacdo, sendo um dos ensaios sugeridos pela Anvisa e
FDA para a avaliagdo da citotoxicidade de algumas substancias.

As células aderentes foram colocadas em placas de 96 pogos (10° células/poco) por
24h para aderéncia, apds estarem aderidas, foram expostas as nanoparticulas em concentragdes
decrescentes (48,65¢+06, 41,7¢+06, 34,75¢+06, 27,8¢+06, 20,85¢+06, 13,9¢+06, 6,95¢+06,
1,39e+06) por 24h. Apos exposi¢do, as nanoparticulas foram retiradas e foi adicionada solugao
de MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) por 3 horas. Apos este
periodo o dimetilsufoxido (DMSO) foi solubilizado nos pogos. A andlise da viabilidade celular

por meio da atividade mitocondrial foi realizada com equipamento GloMax Explorer a 560 nm.
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4.7.2 Viabilidade celular direta com azul de Tripan

O ensaio de exclusao por azul de Tripan foi utilizado para avaliar a citotoxicidade
mensurando a viabilidade celular direta pela integridade da membrana celular. Nesse ensaio, as
células ndo viaveis (mortas) apresentam o rompimento da membrana plasmatica, absorvendo o

azul de Tripan para o citoplasma, enquanto as células vivas permanecem intactas e incolores.

Inicialmente, as células foram expostas as nanoparticulas por 1h, na concentragao de
48,65x10°. Em seguida, foram homogeneizadas e misturadas a uma solucdo de azul de Tripan
a 0,4% na proporgao final de 1:1 e transferidas para a cAmara hemocitométrica de Neubauer. A
contagem de células viaveis (ndo coradas) e ndo vidveis (coradas) foi realizada por microscopia.
O caélculo foi determinado pela: viabilidade celular (%) = n. de células viaveis x 100 / total de

células (coradas e ndo coradas).

4.7.3  Avaliacdo da genotoxicidade das nanoparticulas pelo ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com a metodologia adaptada de Singh et al.
(1988). As células foram expostas as nanoparticulas na concentragao de 41,7e+06 pelo periodo
de 1 h, seguidas de homogeneizagdo em agarose de baixo ponto de fusdo e aplicadas em laminas
pré-gelificadas com agarose. Apds solidificacao, as laminas passaram por solucao de lise por 1
h e corrida de eletroforese por 20 min (22 V, 10 W e 300 mA), seguidas de coloragdo. As
analises foram realizadas por “scoring visual” em microscopio Optico, classificando os danos

ao DNA em diferentes categorias.

4.8 Analise Estatistica dos Resultados

As analises estatisticas dos resultados dos ensaios foram realizadas utilizando ANOVA,
seguidas do Tukey’s HSD post hoc test (variancias iguais), programa GraphPad Prism. A

significancia estatistica foi definida como p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ajuste de protocolos de sinteses

5.1.1 Nanoparticulas de ferro

Quadro 1 - Quadro indicando todos os protocolos utilizados para as sinteses das nanoparticulas de ferro.

Protocolo | Concentragdo Modo de preparo | Filtragem

1 0,03M de FeCl, e FeCls uso direto do p6 | om e sem filtragem
2 0,03M FeCly e FeCls solugdo previa com e sem filtragem
3 0,003M FeCl, e FeCl; uso direto do p6 | com e sem filtragem
4 0,003M FeCl, e FeCl; solugdo previa com e sem filtragem
5 0,00315 M de FeCl; € 0,00631M e FeCl; uso direto do p6 | com e sem filtragem
6 0,00315 M de FeCl; € 0,00631M e FeCl; solugdo previa com e sem filtragem
7* 0,01M de FeCl, e 0,02M FeCl; solucdo previa sem filtragem

7m 0,01M de FeCl, e 0,02M FeCl; (magnetizada) solucdo previa sem filtragem

Inicialmente foram realizados 2 protocolos de sintese, um deles utilizando o sal
diretamente no material obtido do mix de metabdlitos, ¢ na outra foi realizada uma solugao
concentrada dos sais e estes foram pingados lentamente no material obtido da sintese (Quadro
1).

Logo, para o protocolo 1 foram utilizadas quantidades de sais suficientes para uma
concentragao final de 0,03M, e os sais foram acrescentados diretamente no material obtido da
cultura (metabélitos) (HOAG et al., 2009, modificado). Apds o uso deste protocolo, foi
observada alteracdo da coloracdo da solugdo para marrom, porém o material mostrou-se turvo,
sendo observado excesso de sal, sendo este decantado, isto ocorreu em ambas as sinteses, tanto
do grupo 1 como do grupo 2.

O protocolo 2 foi realizado para a obten¢ao de uma concentracao final de 0,03M de
ambos o0s sais, porém inicialmente foi preparada uma solucdo de cloreto de ferro III (FeCls) e
uma solugdo de cloreto de ferro II (FeCl) em maior concentragio (BILESKY- JOSE et al.,
2021). Ambas as nanoparticulas ficaram com uma colora¢ao marrom escura e turvas.

Devido a alta turbidez, decidiu-se realizar um terceiro e quarto protocolos onde a
concentragdo de sais no final da solugdo foi 0,003M. O protocolo 3 seguiu os passos do
protocolo 1 utilizado onde os sais foram acrescentados diretamente nos filtrados (HOAG et al.,
2009, com alteragdes). Os resultados ainda apresentaram solugdes turvas e amareladas e
foram observados decantacao de sal excedente da sintese.

O protocolo 4 foi realizado seguindo a concentracdo do protocolo 3, mas o FeClsz e
FeCl, foram preparados em solu¢des mais concentradas e adicionados lentamente para obtengado

de concentragao final de 0,003M. Aqui também foram observadas ¢ decantagdo de sais.
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Novos protocolos se seguiram, com a sintese utilizando protocolos 5 e 6, utilizando
como base Talone et al. (2020), onde as concentragdes finais utilizadas foram de 0,00315 M de
FeCl, e 0,00631 M de FeCls, sendo a sintese 5 com o sal adicionado diretamente nos filtrados
e a sintese 6 com solucdo de FeCls e FeClo. As nanoparticulas apresentaram uma coloragao

marrom clara, porém muito turvas, e apresentaram decantacdo de sal.

Um novo protocolo foi utilizado, protocolo 7, este foi baseado em Khandanlou et al.
(2013) com algumas modificagdes, as concentracdes finais de cada sal foram 0,01 M de FeCl»
e 0,02 M de FeCls a partir de solugdes concentradas de FeCls . FeCl,. Na ultima sintese foi
utilizado apenas o mix de metabdlitos que nao foi filtrado, pois ndo foram observadas diferencas
nas sinteses anteriores quando era realizada a filtragem. Para a sintese das nanoparticulas de
ferro com silica houve a necessidade de magnetizar as nanoparticulas de ferro (NPFemg),
porque nao houve sintese quando nao estavam magnetizadas, sendo escolhidas nanoparticulas
sintetizadas utilizando o protocolo 7 por ndo apresentarem sal excedido e mais translucidas.

Para a magnetizacao das nanoparticulas (Protocolo 7m), estas, apds serem sintetizadas,
foram acrescidas de 2 mL de solucdo de amodnia a 25% para cada 100 mL de sintese, e foram
mantidas por 2h sob agitacdo. Apos as duas horas, pode ser observada a alteracao de cor das
nanoparticulas, adquirindo uma tonalidade preta. As nanoparticulas agora magnéticas foram
transferidas para um tubo tipo Falcon e lavadas com dgua ultrapura por trés vezes. O
magnetismo final foi comprovado utilizando-se um ima.

Apo6s a sintese utilizando o protocolo 7, o material final contendo nanoparticulas
apresentou transparéncia e coloracdo marrom-clara (Figura 1A). J4 as nanoparticulas
magnéticas apresentaram colora¢ao mais escura (Figura 1B).

Figura 1- Imagem das nanoparticulas apds a sintese. Em A NPFe e em B NPFemg. Na imagem ¢ possivel observar
a alterac@o na coloragao apds o processo de magnetizagao.

A:
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5.1.2 Nanoparticulas de silica

O primeiro protocolo (Protocolo 1S) utilizado para a sintese utilizou 20 mL do mix de
metabolitos e 12 mL de TEOS, esta mistura foi mantida em agitacdo magnética por 10 min a
60 °C. Apos os 10 min, o material foi retirado da agitagdo e foram acrescentados 8,4 mL de
solugcdo de HCl a 1 M, sendo esta mistura mantida parada por 10 min, porém foi observado que
a sintese ndo aconteceu.

Um segundo protocolo foi utilizado (Protocolo 2S), onde 20 mL do material de cultura
ndo filtrado foi acrescido de 12 mL de TEOS, sendo mantido em agitacdo a 50 °C e por 15 min.
Ap6s os 15 min, foram acrescentados 12 mL de solu¢do de HCl a 1M e o material foi mantido
parado por mais 15 min. Apds os 15 min, a solugdo foi colocada em forno a 100°C durante a
noite. No dia seguinte foi obtido um produto em granulos, o qual a coloragdo variava entre
amarelo claro e um amarelo mais escuro. Esses granulos foram triturados para se obter um pé
de coloracdo amarela clara.

Um novo protocolo foi testado (Protocolo 3S), neste seguiu-se o protocolo 2S, porém
ao invés de deixar em 15min o material parado apds adicdo de HCL, este foi deixado em
agitacdo seguido de forno 100°C por 24 horas. Apos a retirada do material do forno, foi possivel
observar que os granulos obtidos estavam transparentes, e apds este ser triturado, foi possivel

obter um po branco (Figura 2).

5.1.3 Nanoparticulas de ferro e silica

O primeiro protocolo montado (Protocolo 1FS) foi realizado utilizando as
nanoparticulas do Protocolo 7, neste foram utilizados 21,6 mL das nanoparticulas de ferro, onde
foram misturados 3,32 mL de etanol e 0,78 g de CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamonio). Esta
mistura foi mantida em agitacdo magnética at¢ o CTAB dissolver completamente, depois de
dissolvido, foram acrescentados 2,19 mL do precursor TEOS e mantida em agitagdo magnética
por duas horas a 80 °C. Apds duas horas a solucgdo foi transferida para um tubo tipo falcon de
50 mL e centrifugada por 10 min a 10.000 rpm, a principio o pallet obtido seria transferido para
agua ultrapura para lavar a solucdo, entretanto na primeira centrifugacao foi observado que nao
houve um pallet formado levando a conclusao de que a sintese da nanoparticula de ferro com
silica ndo resultou em nanoparticulas.

Uma observacdo que deve ser considerada ¢ que na literatura os artigos sempre

utilizam sintese de ferro magnético (Li et al. 2011; Kim et al., 2008; Talone ef al., 2020) com
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silica. Este primeiro protocolo (Protocolo 1FS) foi realizado utilizando nanoparticulas nao
magnéticas provenientes do Protocolo 7.

Um segundo protocolo foi realizado (Protocolo 2FS), onde a nanoparticula de ferro
magnética (NPFemg), proveniente do Protocolo 7m, foi seca em forno a 80 °C por trés horas,
e entdo foi obtido um p6 preto como produto. Para esta sintese foram utilizadas 1 g das NPFemg,
21,6 mL de 4gua ultrapura, 3,32 mL de etanol e 0,78 g de CTAB, a mistura foi mantida em
agitacdo até a completa dissolug¢do do CTAB, em seguida foi acrescentado 2,19 mL do
precursor TEOS e a mistura foi mantida em agitacdo por 2 horas a 80 °C. Passadas essas 2
horas, a solucdo foi centrifugada por 10 min a 10.000 rpm. Na primeira centrifugagao, pode ser
observado que a nanoparticula de ferro e o TEOS ficaram em fases diferentes, ndo havendo
formagdo de nanoparticula de ferro com silica.

Um terceiro protocolo foi utilizado (Protocolo 3FS) onde as nanoparticulas de ferro
ndo passaram por secagem. Foram utilizados 21,6 mL das nanoparticulas de ferro magnético,
3,32 mL de etanol e 0,78 g de CTAB, a mistura foi mantida em agitacdo magnética, seguida do
acréscimo de 2,19 mL de TEOS, a mistura foi novamente agitada a 80 °C por 2 horas. Apos
este periodo, a solugdo foi transferida para um tubo tipo Falcon e centrifugada por 10 min a
10.000 rpm, sendo observada a formagdo de um pellet homogéneo, o sobrenadante foi
descartado e foram realizadas trés lavagens com agua ultrapura. O pallet obtido foi transferido
para o forno a 60 °C onde permaneceu durante a noite. O produto obtido foi um p6 de coloragado
acobreada, a nanoparticula de ferro com silica foi entdao obtida e seu magnetismo foi testado.

Logo ao final do screening de sinteses, os protocolos escolhidos para a realiza¢do do

trabalho foram Protocolo 7m, Protocolo 3S e Protocolo 3FS.

Figura 2- Imagem das nanoparticulas apos a sintese. Em A: NPSi e em B: NPFeSi.
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5.2 Caracterizacio fisico-quimica

As nanoparticulas NPFemg, NPSi e NPFeSi foram caracterizadas a partir da técnica de
NTA, microeletroforese e MEV, sendo possivel determinar o tamanho, concentragdo, indice de
polidispersdo e potencial zeta. A principio foi realizado o NTA sem as NPs serem filtradas e os

resultados estdo na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas de ferro, nanoparticulas de silica ¢ nanoparticulas
de ferro com silica.

. Tamanho Concentracao

Protocolo Filtragem NPS (im) (NPs/mL)

Filtrada NPFe-1f 304.6 5.77e+10
Protocolo 1

Nio filtrada NPFe-1 207.7 3.67e+10

Filtrada NPFe-2f 127.1 5.53e+10
Protocolo 2

Nio filtrada NPFe-2 110.4 6.30e+10

Filtrada NPFe-3f 399.8 5.56e+10
Protocolo 3

Nio filtrada NPFe-3 205.8 2.25e+11

Filtrada NPFe-4f 118.7 6.16e+10
Protocolo 4

Nao filtrada NPFe-4 273.9 1.20e+10

Filtrada NPFe-5f 393.9 4.96e+10
Protocolo 5

Naio filtrada NPFe-5 372.8 3.50e+10

Filtrada NPFe-6f 132.6 5.64e+10
Protocolo 6

Naio filtrada NPFe-6 123.9 3.03e+10
Protocolo 7 Nio filtrada NPFe-7 95.8 6.96¢e+10
Protocolo7m Nao filtrada NPFemg 302 6.95e+09
Protocolo 3S Nio filtrada NPSi 228 8.57¢+09
Protocolo 3FS Nao filtrada NPFeSi 229 1.71e+09

Apos a selecdo das trés nanoparticulas, estas foram filtradas em filtros de 0,45 um e a
seguir foi realizado o NTA novamente (Tabela 2). Alguns testes foram conduzidos com as

nanoparticulas sem filtrar, mas os resultados foram descartados e os testes foram repetidos.

Tabela 2 - Caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas de ferro, nanoparticulas de silica e nanoparticulas de
ferro com silica apds filtragem de 0,45 pm.
Tamanho Concentracio Tamanho

Protocolo Filtragem NPs (o) (NPs/mL) MEV (nm)
Protocolo 7m  Filtrada 0,45 NPFemg 215 1,39¢+09 225,12
Protocolo 3S  Filtrada 0,45 NPSi 203 2,39e+09 183,67
Protocolo 3FS  Filtrada 0,45 NPFeSi 227 2,26e+09 210,99

Ap0s a realizagdo do NTA com as nanoparticulas filtradas todas foram deixadas na

concentragdo estoque de 1,39 x 108 NP/mL para dar continuidade aos testes.
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Ap0s a filtragem, foi realizada a microeletroforese para obter o potencial zeta, o indice

de polisdispersao (PDI) a partir do NTA e o pH das nanoparticulas (Tabela 3).

Tabela 3 Caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas de ferro, nanoparticulas de silica e nanoparticulas de
ferro com silica apds filtragem de 0,45 pm.

Amostra Potencial zeta PDI pH

NPFemg -11,43+1 4,15 6,77
NPSi -14,60 + 1,66 1,96 6,87
NPFeSi 13,27 £ 0,68 2,06 7,18

A microscopia de varredura (MEV) foi realizada (Figura 3) através de gotejamento em

laminula, onde as nanoparticulas foram pingadas e deixadas para secar no ambiente.

As NPFemg apresentaram um formato de colonia bem caracteristico, onde as
nanoparticulas ficaram agrupadas de forma circular com maior concentra¢do no centro (Figura
3A), também ¢ possivel observar que as NPFemg apresentaram formato esférico com superficie
bem irregular, este efeito pode ser devido a técnica de gotejamento e secagem realizada ou pode

ser devido ao capping existente nas nanoparticulas que ¢ formado por material biologico.

Figura 3- Imagens obtidas através de MEV das NPFemg filtradas em 0,45um. A: NPFemg, B: NPSi, C: NPFeSi.

O tamanho obtido por microscopia foi em torno de 225,12 nm. A literatura diverge deste
resultado, em que o tamanho de nanoparticulas de ferro magnéticas obtidas em artigos, como

exemplo a de 5 nm (Chin et al. 2025). O método usado foi de microscopia eletronica de
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transmissdo, as nanoparticulas encontradas sdo de formato esférico, assim como as do presente

trabalho.

Os resultados observados nas NPSi (Figura 3B) foram o formato esférico com superficie
regular, que pode ser resultado do uso do HCl utilizado no final da sintese, para retirada das
impurezas. No presente estudo foi obtido um tamanho médio de 183,67 nm, resultado
semelhante a outros estudos, como no caso de Wanli, Kobayashi e Murata (2025), que as

nanoparticulas chegaram até¢ 200 nm.

O tamanho médio das NPFeSi (Figura 3C) foi de 210,99 nm, as nanoparticulas
apresentaram boas espalhabilidade, sem um formato geométrico definido, apresentaram
formato cristalino. Estas apresentaram maior tamanho e divergiram de estudos realizados, como
no trabalho de Azarnier ef al. (2022), onde as nanoparticulas magnéticas de ferro recobertas de
silica, usando o mesmo precursor (TEOS), as nanoparticulas analisadas por MEV apresentaram

tamanho de 58 nm.

O potencial zeta das NPFemg e das NPSi encontradas foi negativo neste estudo, o que
concorda com um estudo realizado por Sankareswaran et al. (2022), em que as nanoparticulas
de silica também apresentaram carga negativa. Ja as NPFeSi apresentaram potencial zeta
+13,27, resultado que concorda com Yilmaz, et al. (2021), onde nanoparticulas magnéticas

recobertas, assim como as NPFeSi, mostraram um potencial zeta positivo.

5.3 Exposicio de sementes e andlise de germinac¢io

Para realizar o teste de germinagdo, as sementes de tomateiro e feijoeiro foram
escolhidas como plantas modelo. O teste foi realizado com as nanoparticulas na concentracao

de 1,39 x 10 NP/mL, como controle foram usadas a 4gua e os metabdlitos.

As sementes foram preparadas com o primer no tempo zero e germinadas ao longo do
tempo. A germinacao foi realizada nos trés primeiros meses seguidos e depois de seis meses
que as sementes foram colocadas expostas ao primer e depois novamente apds oito meses de
esposicao. Para analisar se as sementes expostas as nanoparticulas estariam mais saudaveis para

germinar em relacdo as sementes controle (Figura 4).

Para a realizagdo dos testes, as sementes foram expostas sem a higienizagao prévia, com
a intencdo de avaliar se as nanoparticulas seriam capazes de proteger as sementes contra
patdgenos existentes, porém nem as sementes dos controles apresentaram contaminacao por

patdgenos. A germinacao de sementes foi testada a principio com concentragdes mais altas de
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nanoparticulas, sendo a concentragio de 1,39 x 10° NP/mL selecionada para dar continuidade

aos testes.

Figura 4- Analise de germinagdo das sementes de tomateiro. A diferenca estatistica significativa considerada é P
< 0,05, onde NS significa P > 0,05, * significa P < 0,05, ** significa P < 0,01, *** significa P < 0,001 e ****

significa P <0,0001, onde A se refere ao caule e B se refere a raiz.
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O crescimento das plantas de tomateiro no primeiro més foi mais uniforme, apenas as
plantas que ficaram em contato com as NPFemg apresentaram um crescimento maior que o

controle, uma diferencga de 1,18 vezes maior no caule, em relagdo ao controle (Figura 4).
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No segundo més as plantas que tiveram contato com a NPFemg se destacaram tanto no
caule quanto na raiz, para a raiz foi um crescimento de 5 vezes maior que o controle e para o

caule uma diferenca de 1,97 vezes.

E a partir do terceiro més ha diferengas significativas tanto paras a plantas que ficaram
em contato com as NPFemg quanto para as plantas que ficaram em contato com as NPFeSi. No
terceiro més o caule das plantas NPFemg foi de 2,11 vezes maior que o controle, enquanto para
o caule das plantas NPFeSi foi de 1,89 vezes maior que o controle. A maior diferenga ocorreu
nas raizes, as raizes de NPFemg cresceram 5 vezes mais que o controle de as raizes de NPFeSi

4 vezes mais que o controle.

No sexto més a diferenca do crescimento dos caules aumenta, as plantas NPFemg
apresentaram um crescimento 3 vezes maior que o controle e as plantas NPFeSi um crescimento
2 vezes maior que o controle. Na raiz a diferenca ¢ ainda maior, as raizes NPFemg cresceram

9 vezes mais que o controle e as raizes NPFeSi 6 vezes mais.

E no ultimo més analisado todas as nanoparticulas apresentam diferenca em relagdo ao
controle, sendo as NPFemg que apresentaram as maiores diferengas, um crescimento 4 vezes

maior no caule e 10 vezes maior na raiz.

Foi possivel identificar que as maiores diferencas foram em relagdo as raizes e ¢ um
resultado muito positivo ja que o crescimento da raiz ¢ importante devido a raiz ser a
responsavel pela aptiddo da planta. A raiz ¢ a parte responsavel por ancorar a planta na terra,
absorver, armazenar ¢ distribuir agua e nutrientes essenciais para o crescimento e
desenvolvimento, além de ser a forma da planta se comunicar com a microbiota presente no
solo (Cavallari, Artner, Benkova, 2021). E raizes melhores desenvolvidas sdo capazes de se
adaptar melhor ao ambiente e tornar a planta mais forte em relagdo ao estresse abidtico e

estresse biotico (Karlova, et al, 2021).

Em um estudo realizado por Rath et al. (2020), nanoparticulas magnéticas de ferro
biogénica foram avaliadas quanto a germinacdo de sementes de diferentes espécies e os
resultados mostraram que quanto menor a concentragao de nanoparticulas maior crescimento e

germinagao das plantas.

Os resultados da exposicdo das nanoparticulas as sementes de feijoeiro (Figura 5)
mostraram que houve diferencas significativas em quase todos os tratamentos, porém de uma
forma negativa. As plantas de feijoeiro expostas as nanoparticulas cresceram menos que o

controle. Apenas no oitavo as plantas NPSi mostraram crescer uma diferenga positiva, houve
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um crescimento 1,14 vezes maior que o controle no caule e um crescimento de 2,57 vezes maior

que o controle na raiz das plantas.

Figura 5 - Analise de germinag@o das sementes de feijoeiro. A diferencga estatistica significativa considerada é P
< 0,05, onde NS significa P > 0,05, * significa P < 0,05, ** significa P < 0,01, *** significa P < 0,001 ¢ ****
significa P <0,0001, onde A se refere ao caule e B se refere a raiz.
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No estudo de Sankareswaran et al. (2022) realizado utilizando baixas concentragdes,
nanoparticulas de silica estimularam o crescimento e a germinagdo das plantas, sendo a silica

também importante para a saude das plantas.
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Neste estudo, os resultados obtidos mostraram que as nanoparticulas de silica ndo
aumentaram o crescimento das plantas de tomateiro, porém aumentaram o crescimento nas
plantas de feijoeiro no tltimo més analisado. A comparacgao dos resultados obtidos na exposi¢ao
das sementes indica que as sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum) expostas mostraram

melhor resultado do que os obtidos com as sementes de feijoeiro.

5.4 Deteccao de quitinase nas nanoparticulas

Para verificar a presenca de quitinase no capping das nanoparticulas, foi realizado
inicialmente o teste em placa e posteriormente o teste em caldo. Para avaliacdo em placa, as
amostras foram pingadas em cima dos discos de papel filtro (Figura 6), e para o teste em caldo
foram usados 5 mL de caldo de quitinase e 10 pL de amostra pingada diretamente no caldo

(Figura 6).

As nanoparticulas foram usadas na concentragio estoque de 1,39 x 10 NPs/mL. Para o
controle foram usadas as bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense, o
fungo Trichoderma harzianum, e o mix de metabolitos na mesma propor¢ao usada para a
sintese das nanoparticulas (1:1:1). As placas e os tubos de ensaio foram acompanhados por
diferentes periodos, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 168 horas para verificagdo de presenca de

atividade.

Quando existe produgdo de quitinase, hd uma alteragdo na coloragdo devido a mudanga
de pH, de uma cor amarela escura passa para uma coloragdo arroxeada. Foi possivel identificar
alteragdo na coloracao apds 168 horas em todas as placas, porém sdo nitidos os diferentes

tamanhos dos halos formados (Figura 6).
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Figura 6 - Placas de quitinase apos sete dias, A: metabdlitos, B: Azospirillum brasilense, C: Bradyrhizobium
Jjaponicum,  D: Trichoderma  harzianum, E: NPFemg, F: NPSi e G: NPFeSi

A

A producdo de quitinase ocorre em alguns microrganismos e esta ligada a capacidade
de degradagdo de quitina, substancia presente principalmente em microrganismos patogénicos.
Apds 168 horas € possivel observar que a placa exposta ao mix de metabolitos (Figura 6A)
apresentou forte cor roxa, indicativa de atividade, isto provavelmente ocorreu devido a
concentragdo de metabolitos existentes no filtrado, mostrando a possivel sinergia existente entre

0 mix.

As placas denominadas B, C e D (Figura 6B, C e D) sdo resultados referentes aos
microrganismos, onde ¢ possivel visualizar a melhor atividade de Bradyrhizobium japonicum.
As placas com as nanoparticulas NPFemg, e NPFeSi apresentaram boa atividade, indicando
que o capping continha quitinase ativa (Figura 6E e G). Menor atividade foi observada nas
nanoparticulas de silica, que pode durante a sua sintese ter bloqueado a atividade da enzima, ou

degradado as mesmas

Para comprovar a atividade da quitinase presente nas nanoparticulas, foi realizado o
teste em meio liquido. Os resultados (Figura 7) mostraram que apds 168 horas todas as
nanoparticulas apresentaram atividade mais evidente que nos testes em placa.

Isto pode ter ocorrido devido ao teste de disco ser um teste especifico para

microrganismos, ndo possibilitando evidenciar a atividade real das nanoparticulas.
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Figura 7 - Imagem da analise de detecgdo da presenca de quitinase nas nanoparticulas.
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Devemos lembrar que, em geral, a producdo de quitinase nos microrganismos ¢
dependente do seu crescimento, porém nas nanoparticulas ndao existe a presenca de

microrganismos, uma vez que, estes foram eliminados em esterilizagao por filtragem.

Contudo, tanto no meio sélido (Figura 5) como no meio caldo (Figura 6) foi possivel
observar a atividade quitinolitica das nanoparticulas NPFemg e a NPFeSi. Estes resultados sdo
semelhantes aos encontrados em Guilger-Casagrande et al. (2023) e Bilesky-José et al. (2021),
onde as nanoparticulas de ferro biogénicas também apresentaram atividade da enzima quitinase,
porém em ambos os trabalhos existiam microrganismos remanescentes da sintese biogénica

realizada.

5.5 Detecgao de presenca de celulase nas nanoparticulas

A atividade da celulase foi avaliada em placa (Figura 8), onde as nanoparticulas foram

gotejadas em discos de papel filtro no centro da placa. A celulase ocorre em alguns
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microrganismos, ¢ um conjunto de enzimas que fazem a quebra da celulose, sendo essa um dos

principais componentes da parede celular das plantas.

Um halo de atividade mais evidente foi observado nas placas que continham
Azospirillum brasilense (Figura 8B), Bradyrhizobium japonicum (Figura 8C). Embora as placas
contendo mix de metabolitos (Figura 8A) e Trichoderma harzianum (Figura 8D) também

tenham apresentado halos sutis.

Figura 8 - Placas da analise para detec¢@o de celulase. Onde A: Mix de metabdlitos, B: Azospirillum brasilense,
C: Bradyrhizobium japonicum, D: Trichoderma harzianum, F: NPFemg, G: NPSi e H: NPFeSi.

A B D

Estudos de Zhang et al. (2020) e Sharifsadat, et al. (2023) mostraram a presenca de
atividade nos microrganismos 7richoderma harzianum e Azospirillum brasilense, assim como

outros estudos evidenciam a presenga desta enzima nestes microrganismos.

Em nenhuma das placas contendo nanoparticula ocorreu a formag¢ao de halos de
atividade, embora haja estudos que mostram a atividade da celulase, como no estudo de
Bilesky- José, et al. (2021), no entanto vale ressaltar que neste estudo ao final da sintese
existiam estruturas reprodutoras que apresentavam crescimento em placa no momento do teste,
sendo parte da atividade existente sendo provavelmente devido ao Trichoderma harzianum

crescido.
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5.6 Detecc¢ao de sideréforos

Para avaliar a presenga de sirer6foros (Figura 9), que sdo moléculas naturais quelantes
de ferro, facilitam o transporte de ferro para dentro das células (Sato; Yamawali, 2019), foi
realizado o ensaio com Cromozaurol S, que detecta a presenca de sider6foro formando um halo
de uma cor diferente, ¢ mais comum a formag¢do de um halo alaranjado ou amarelado. As

amostras foram pingadas nos discos de papel filtro.

E possivel notar um halo sutil formado na placa de 7. hazianum (Figura 9B) indicando
a presenca de siderdforos, o fungo 7. harzianum ¢é conhecido pela producdo de siderdforos

melhorando o ferro disponivel na rizosfera (Kabir; Bennetzen, 2024).

Porém em mais nenhuma placa houve a formagdo de halo, indicando que as

nanoparticulas ndo possuem a presenca de sideroforos no capping.

Figura 9- Placas da andlise para detec¢@o de celulase. Onde A: Mix de metabélitos, B: Trichoderma harzianum,

C: Azospirillum brasilense, D: Bradyrhizobium japonicum, F: NPFemg, G: NPSi e H: NPFeSi.




40

5.7 Avaliacao de Citoxicidade e Genotoxicidade

5.7.1 Avaliacdo da atividade mitocondrial por reducdo do Tetrazolium (MTT)

Para os testes de viabilidade foram usadas trés linhagens celulares animais diferentes. A
HaCat ¢ uma linhagem celular que se refere a queratocitos humanos epidérmicos (Zhang et al.,
2024). A V79 ¢ uma linhagem celular de fibroblastos pulmonares de hamster chinés (Castillo,
Winder, Smith, 2022). E a terceira linhagem celular usada foi a 3T3, linhagem celular de

fibroblasto embrionario de camundongo (Leibiger et al., 2013).

Nenhuma das linhagens expostas as nanoparticulas apresentou ICso para os testes
realizados, o que significa que as nanoparticulas ndo interferem na viabilidade celular, nem nas
concentragdes mais altas, porém € possivel observar que houve um decaimento da viabilidade
celular de acordo com o aumento da concentragdo das nanoparticulas. O teste foi realizado

utilizando concentragdes entre 48,65 x 10° NPs/mL e 1,39 x 10° NP/mL (Figura 10).

Em um estudo realizado por Ebadi et al. (2020), o resultado foi semelhante ao do
presente trabalho, neste as nanoparticulas magnéticas foram sintetizadas utilizando outra
metodologia e os testes de viabilidade foram realizados com a linhagem 3T3. Outro estudo
realizado por Uboldi et al. (2012) com exposi¢ao de nanoparticulas de silica a linhagem celular

3T3 mostrou nao haver toxicidade das nanoparticulas.
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Figura 10 — Resultados de viabilidade das nanoparticulas em diferentes linhagens celulares. Em A: HaCat, B: V79
e C: 3T3.
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5.7.2 Viabilidade celular direta com azul de Tripan

Os resultados da viabilidade utilizando azul de tripam em células expostas as
nanoparticulas na concentragio 48,65 x 10° NPs/mL nio apresentaram diferenca significativa
quando comparadas com as amostras controle. O resultado estd em concordancia com o que foi

encontrado na avaliagdo de viabilidade obtida por MTT, ja que em nenhuma linhagem houve

ICso (Figura 11).
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Figura 11 - Grafico do resultado do teste de viabilidade direta Azul de Tripan, com as linhagens celulares
HaCat, V79 e 3T3.
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5.7.1 Avaliacdo da genotoxicidade das nanoparticulas pelo ensaio cometa

Os resultados ndo mostram diferenca significativa nos indices de danos em nenhuma

das nanoparticulas testadas quando comparadas ao controle (Figura 12).

Figura 12- Grafico do resultado do Ensaio Cometa para determinar genotoxicidade nas linhagens celulares
HaCat, V79 e 3T3.
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A genotoxicidade ¢ um parametro utilizado para medir a capacidade de interferéncia do
material no DNA das células. O estudo de Hwang, Kim e Lee (2021) realizado com
nanoparticulas de ferro mostrou que linhagens celulares hepaticas e renais, também nao
apresentaram genotoxicidade. Em outro estudo, Ali ef al. (2024) investigaram a genotoxicidade
de nanoparticulas de silica, usando diversas linhagens celulares de rim, cérebro e coracdo de

camundongo, e indicaram que a nanoparticula de silica gera uma genotoxicidade significativa.

Em um estudo realizado por Malvindi et al. (2014), nanoparticulas de ferro recobertas
com silica foram expostas a linhagem celular pulmonar; o resultado do ensaio cometa mostrou
que as nanoparticulas de ferro com silica apresentaram maiores danos nas células quando

comparadas aos controles.

Neste trabalho, o ensaio cometa mostrou que nao houve danos significativos nas células
expostas as nanoparticulas quando comparado com o controle, o que evidencia que as

nanoparticulas ndo causam danos no DNA das células.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As nanoparticulas de 6xido de ferro (NPFe), ferro magnético (NPFemg), silica (NPSi)

e silica/ferro magnético (NPFeSi) foram sintetizadas e os protocolos foram estabelecidos.

As nanoparticulas apresentaram atividade em relagdo a enzima quitinase, porém em

relagdo a celulase nao foi observada atividade na concentracao testada.

Todas as nanoparticulas ndo apresentaram toxicidade nas concentracdes testadas, seja
nas andlises de viabilidade com MTT, seja com azul de tripam. Também nao foi observada

genotoxicidade em nenhuma das nanoparticulas.

Foram observadas diferengas significativas nas plantas de tomateiro a partir do
segundo més analisado para as plantas que ficaram em contato com as NPFemg e a partir do
terceiro més analisado para as plantas que ficaram em contato com as NPFeSi, mostrando que
as nanoparticulas estimularam o crescimento das raizes e dos caules. Ja para as plantas de
feijoeiro a NPSi se destacou no oitavo més testado, estimulando o crescimento tanto da raiz
quanto do caule, mostrando que a utilizagdo do priming proposto pode ser uma op¢do para

melhor conservagdo das sementes, principalmente em relagdo as sementes de tomateiro.
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