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RESUMO

Nanotubos de carbono possuem diversas fungdes, propriedades e aplicacfes que
n&o séo encontradas em outros materiais, os tornando alvos de estudos. A planta
Physalis peruviana L. elevada taxa de germinacdo e rapido desenvolvimento foi
0 alvo de aplicacdo desse nanomaterial. Neste estudo, o objetivo foi investigar
efeitos de nanotubos de carbon no crescimento e desenvolvimento de Physalis
peruviana L. Inicialmente foram obtidas micrografias pela da técnica de
microscopia eletrdnica de transmissdo com o intuito de avaliar parametros
morfoldgicos dos nanotubos de carbono. Além disso, aespectroscopia Raman foi
feita para a melhor compreensdo da composi¢do quimica dos nanotubos de
carbono. Anélises do crescimento e desenvolvimento das plantas foram feitos
para avaliar possiveis interacfes entre os nanotubos de carbono e a Physalis
peruviana L. Este estudo foi com duas formas de analises distintas. A primeira
foi conduzida com plantas desenvolvidas em condigdes in vitro e a segunda, as
plantas foram desenvolvidas em condic¢Oes ex vitro. Na analise in vitro foi feita
avaliacdo do efeito do processo de autoclavagem do meio de cultivo contendo
nanotubos de carbono assim como a interagdo entre o nanomaterial e a espécie
vegetal. No segundo tratamento da analise in vitro, foi avaliado a efeito da
embebicdo das sementes de Physalis peruviana L. em solucBes contendo
diferentes concentracfes. No tratamento ex vitro, as sementes foram germinadas
em substrato vegetal e a aspersdo foliar foi feita com suspensfes de nanotubos
de carbono nas mesmas concentracdes usadas na primeira fase, que foram de 2,
4,6,8e 10 pg mL™. Os parametros avaliados nessa fase também foram feito
com intuito de avaliar possiveis efeitos dos nanotubos nas plantas. Os resultados
para ambos o0s procedimentos, in vitro e ex vitro, mostraram que nanotubos de
carbono tiveram, de modo geral, efeitos favoraveis no crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: aspersdo foliar, germinacéo, nanoecotoxicologia
nanotecnologia, nanotoxicologia, solanaceae
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ABSTRACT

Carbon nanotubes have many functions, properties and applications that are not
found in other materials, making them target of studies. The plant Physalis
peruviana L., with elevated germination rate and fast development, was a target
for the application of this nanomaterial. In this study, the objective was to
investigate the effects of carbon nanotubes over the growth and development of
Physalis peruviana L. Initially, micrographs were obtained by means of the
transmission electron microscopy with the objective of evaluating the
morphological parameters of the carbon nanotubes. In addition, the Raman
spectroscopy was used to better understand the chemical composition of the
carbon nanotubes. Growth and development analysis were conducted on the
plants to evaluate possible interactions between the carbon nanotubes and
Physalis peruviana L. This study was conducted using two distinct forms of
analysis. The first was conducted with plants developed under in vitro
conditions and the second with plants developed under ex vitro conditions. For
the in vitro analysis, the effect of the autoclaving process of the cultivation
medium containing the carbon nanotubes. For the second treatment of the in
vitro analysis, the effect of Physalis peruviana L. seed soaking in solutions
containing different concentrations was evaluated. For the ex vitro treatment, the
seeds were germinated in plant substrate and the foliar aspersion was done by
suspending the carbon nanotubes. The parameters were evaluated in this phase
also with the objective of evaluating possible effects of the nanotubes over the
plants. The results for both in vitro and ex vitro procedures showed that the
carbon nanotubes, in general, presented effects favorable to plant growth and
development.

Keywords: foliar aspersion, germination, nanoecotechnology, nanotechnology,
nanotoxicology, solanaceae.
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1 INRODUCAO

A nanotecnologia é a manipulacdo da matéria em escala atdmica,
molecular, supramolecular e que, constantemente se inova (WAGNER;
GONDIKAS; NEUBAUER, 2014). Os produtos oriundos dessa tecnologia séo
0s nanomateriais (NM), que apresentam no maximo 100 nandmetros em pelo
menos em uma de suas dimensdes (YOKEL & MACPHAIL, 2011).

A ocorréncia desses materiais pode ser de origem natural ou sintética
(WAGNER; GONDIKAS; NEUBAUER, 2014). Com aumento da sua
aplicagdo, os NMs vém sendo cada vez mais explorados (NERLICH &
LEMANCYZ, 2015) e ja é possivel encontrar alguns produtos disponiveis para
0 consumo que apresentam tais materiais em sua composicdo (NERLICH &
LEMANCYZ, 2015).

Atrelado ao aumento do emprego da nanotecnologia foi constatado que
66 toneladas de NM sdo liberadas em ambientes aquaticos a cada ano. Esse valor
levanta questes em relacdo aos cuidados em relagdo ao manejo de descarte dos
NM e aumento de estudos sobre o impacto ambiental desses novos materiais
comegam a ganhar maior destaque (MORENO-GARRIDO et al., 2015).

Dentre esses NM, os nanotubos de carbono (NTC) possuem grande
destaque, sdo versateis quanto a sua estrutura e funcdo (MUBARAK et al.
2014). Devido a isso, estes podem ser aplicados em diversas areas que vado desde
dispositivos eletrénicos a produtos agricolas (BAINBRIDGE & ROCO, 2006;
GOGOS et al., 2012).

A compreensdo de suas caracteristicas morfoldgicas e estruturais, que ja
um assunto muito explorado, pode ser util quando se pensa nos efeitos dos NTC
em relacdo a aspectos fisiologicos de diversas espécies vegetais (PARK et al.,
2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yokel%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21418643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MacPhail%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21418643
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Diante disso, é importante ter em mente que um bioensaio seja usado
para a avaliacdo dos possiveis efeitos da interacdo entre esses materiais. A
espécie vegetal Physalis peruviana é amplamente usada na culinaria e possui
potencial aplicacdo na inddstria farmacéutica devido as propriedades
nutracéuticas de seus compostos fenolicos, especialmente as propriedades
relacionadas aos efeitos antioxidantes (SERVIN et al, 2015).

As caracteristicas fisiologicas dessa espécie vegetal ja& sdo bem
estabelecidas na literatura (KUSUMANIGTYAS; LAYLI; LIMANDHA, 2015)
e por este motivo, pesquisas ja vém sendo conduzidas para avaliar efeitos de
substancias nos parametros fisiol6gicos da Physalis peruviana (BALAGUERA
— LOPEZ, 2017).

O objetivo desse trabalho foi avaliar possiveis efeitos dos nanotubos de
carbono de paredes maltiplas (NTCPMs) funcionalizados com &cido carboxilico
no crescimento e desenvolvimento da espécie vegetal Physalis peruviana como
auxilio na criagdo de modelos in vitro e ex vitro de estudos de seus efeitos em

sistemas vegetais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura e Propriedades dos Nanotubos de Carbono

Devido a sua dimensdo reduzida, e consequentemente elevada area
superficial, os NM apresentam propriedades diferentes daquelas reportadas para
sua escala macroscopica. Esse fato propicia melhorias e criagdo de novos
produtos em diversos campos da industria, além de estimular diversos avancos
nas mais variadas areas da ciéncia (YOKEL & MACPHAIL, 2011).

Outra caracteristica dos NM diz respeito a distribuicdo dos atomos em

suas superficies (30 a 40%), isso 0s torna instaveis e altamente reativos. Essa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yokel%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21418643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MacPhail%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21418643
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caracteristica pode ou ndo ser desejavel de acordo com o objetivo e aplicacdo
desejados (MORENO-GARRIDO et al., 2015).

Dentre 0s MN, os NTC se destacam por possuirem excelentes
propriedades elétricas, Gticas, mecénicas e condutividade térmica (MUBARAK
et al., 2013). Por esta razdo, estes podem ser aplicados em diversos campos,
podendo ser usados para melhorar caracteristicas de outros materiais ou
empregados de forma isolada para o desenvolvimento de novos produtos
(BAUGHMAN, ZAKHIDOV, DE HEER, et al., 2016).

Os NTC também sdo versateis quanto a sua estrutura. De forma geral,
eles podem ser classificados em nanotubos de carbono de parede simples
(NTCPS) e nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM). No primeiro
caso, a folha de grafeno se enrola uma vez e no segundo, elas se enrolam
diversas vezes (HE et al., 2013).

O carbono é um elemento quimico capaz de formar diversos aldtropos e
na figura abaixo (Figura 1), estes estdo esquematizados, dando énfase nos
nanotubos de carbono, que sdo originados ou sintetizados a partir de uma folha

de grafeno.
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Figura 1 — Alotropos do carbono e formacéo de nanotubo de carbono
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Fonte: Corréa (2017).

Os NTC possuem excelentes propriedades Gticas, elétricas e mecanicas,
0s tornando ideais para aplicagdes em produtos eletrdonicos (WANG et al, 2009).
Outra propriedade interessante dos NTC é que este é constado como o material
de maior modulo de elasticidade, o que confere aos mesmos uma elevada
rigidez. Esse comportamento mecanico permite seu emprego como agentes de
reforco em compositos de matriz polimérica ou cerdmica, componentes de cabos
na industria eletrdnica, entre vérias outras (COLLINS et al., 2000).

De acordo com suas caracteristicas estruturais, os NTC podem se
comportar como materiais condutores de eletricidade ou semicondutores
(CHARLIER, 2007). S&o semicondutores unidimensionais gracas a sua escala
nanométrica e suas caracteristicas estruturais, essas propriedades também

contribuem para sua aplicacdo em produtos eletronicos (PALACI et al., 2005).
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Estes podem atuar agentes descontaminantes de ambientes aquaticos,
como metais pesados. Os NTC por possuirem elevada reatividade, se adsorvem
a esses agentes, os tornando estaveis e inativos (RIVERA-UTRILLA et al.,
2011).

2.2 Aplicagdes dos nanotubos de carbono

Exemplo mais comum de aplicacdo dos NTC é na industria eletronica
em componentes de dispositivos eletrdnicos, como por exemplo, os transistors
(WANG et al., 2009). Além da aplicacdo em componentes eletronicos, os NTC,
nesse caso, de paredes multiplas, sdo capazes de gerar energia devido as suas
propriedades cinéticas (CHINNPPAN et al., 2017).

Os NTC podem também ser usados na constru¢do civil. Quando
adicionados em mistura de residuos de cimento Portland, estes melhoraram a
resisténcia & compressdo e a fratura, além de aumentar a resisténcia ao fogo dos
materiais desenvolvidos. Estes podem ainda agir como pontes nas trincas,
melhorando a estabilidade dos compdsitos e diminui tamanho dos poros da
massa de cimento (AMIN et al., 2015).

Os NTC também podem ser incorporados em farmacos, como por
exemplo, para aqueles destinados a tratamentos quimioterapicos, como forma de
contornar problemas como falta de seletividade nas células alvo, perfil cinético
inadequado, baixa solubilidade, resisténcia as drogas pelos pacientes e barreiras
fisiologicas (SAJID et al., 2016).

Os NTC também podem detectar presenca de residuos de pesticidas em
vegetais que, em contato com seres humanos e outros organismo, podem causar
danos a saude (WANG et al., 2007) .

2.3 Efeitos dos nanotubos de carbono em sistemas vegetais
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Atualmente os NM séo inevitavelmente despejados na natureza e 0s
efeitos dessa interacdo ainda ndo sdo totalmente claros. Sendo que, estes
materiais podem entrar em contato com o ambiente por diversas rotas, estes
podem estar presentes no ar atmosférico, agua e solo (DENG et al., 2014).

Um exemplo de interacdo entre NM e organismos vivos pode ser
observado em raizes das plantas. O contato pode ser estabelecido por irrigacéo
com agua contendo as mais variadas nanoestruturas (via mais recorrente) ou por
absorcdo por vias aéreas (estbmatos foliares) e ar atmosférico contendo
particulas em escala manométrica dispersa (DENG et al., 2014). Apesar das
concentragdes no solo serem consideradas baixas, em alguns casos, 0s NM pode
acumular no solo e as respostas sdo variadas e desconhecidas (GOTTSCHALK
et al., 2009).

Mudangas genéticas, fisiologicas e morfolégicas ja foram observadas em
plantas expostas aos NM. Essas alteracBes tém consequéncias na producao
agricola. Além disso, os NM podem percolar no solo chegando a alcangar o
lencol freatico, entrar em contato com animais e outros organismos que
eventualmente possam ter contato com humanos (DENG et al., 2014).

Outra forma de contato entre NM e plantas ocorre quando estes sdo
usados para remediar solos contaminados. Alguns grupos de pesquisa tém
reportado na literatura que devido a elevada reatividade de alguns NM, é
possivel os empregar em processos de descontaminagdo de solos (ZHANG,
2016).

Um dos efeitos ja observados foi que os NTC sdo capazes de alterar
fisicamente tecidos vegetais e facilitar a entrada de outros NM que
eventualmente possam ser absorvidos pelas raizes e parte aérea dos vegetais
(STAMPOULIS; SINHA; WHITE, 2009).
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Além da absor¢do, os NTC conseguem chegar até o citoplasma celular
em decorréncia das alteracdes fisicas causadas na membrana plasmatica como
aparecimento de poros nos tecidos vegetais (cuticulas foliares e estdmatos).
Estbmatos com tecido alterado podem ficar obstruidos devido a presenca de
NTC, levando ao comprometimento das trocas gasosas (SERVIN et al., 2015).

Efeito da absor¢do de NTC foi observado em sementes de abobrinhas
germinadas em hidroponia (Cucurbita pepo). Os NTC foram absorvidos pelas
raizes das plantas e a consequéncia dessa absorcao foi observada na diminuicéo
em 75% das raizes das plantas (STAMPOULLIS; SINHA; WHITE, 2009).

Em contrapartida, trabalhos na literatura indicam que NTCPMs
melhoraram a produgdo de biomassa em tomates cultivados in vitro em meio de
cultivo Murashige & Skoog (0, 10, 20 e 40 pg mL™). Foi observado que, no
terceiro dia, todas as sementes que estavam em contato com NTC germinaram e
nenhuma foi observada para o controle e no 20° dia, a maior porcentagem de
germinacéo foi para o tratamento contendo 40 10 pg mL™ de NTC. As plantas
tiveram melhor desenvolvimento quando em contato com NTC e a espessura do
tegumento ndo teve influencia na absor¢do (KHODAKOVSKAYA et al., 2009).

NTCPMs também mostraram ter efeitos positivos em sementes de
tomates germinadas em substrato vegetal irrigadas com solu¢do de 50 mL em
diferentes concentracdes (0, 50, 100 e 200 10 pg mL™%). A sintese de
aquoporinas e a produgdo de biomassa aumentaram. Os NTC se translocaram
das raizes para outras partes das plantas e sdo capazes de ativar expressdo de
proteinas e genes especificos para esses parametros (KHODAKOVSKAYA et
al., 2013).

Em plantas de tabaco, foi observado que NTCPMs em concentracgdes de
5 pg/ mL aumentam a sintese celular em 55 a 64% e em concentra¢cdes mais

altas, foram toxicos devido a inibicdo na atividade da enzima catalase. A
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inibicdo altera a absorcdo de fatores de crescimento pelas células vegetais
(KHODAKOVSKAYA et al., 2013).

Ja sementes soja, milho e cevada quando germinadas em meio de cultivo
meio MS, suplementado com NTCPM (50, 100 e 200 pug mL), apresentaram
maior taxa de germinacdo em relacdo ao controle. Na concentracdo de 100 ug
mL mostrou ser mais efetivo no crescimento de desenvolvimento das plantas
(LAHIANI et al., 2013).

Alteracdes nos niveis de exposicdo de NTCPMs (11,20 a 40 mg.g™") em
algas verdes (Chlorella pyrenoidosa) pode causar estresse oxidativo celular.
Esse efeito pode ser observado na alteracdo da taxa fotossintética, que causa
desequilibrio em todo 0 ambiente marinho (ZHANG et al., 2015).

2.4 Physalis peruviana L.

A Physalis sp. é considerada um pequeno fruto e de ocorréncia ndo
espontanea no Brasil. Diversas espécies de Physalis ocorrem em paises tropicais,
subtropicais e de clima temperado. Nesses locais onde ndo foram introduzidas
sdo consideradas nativas (RUFATO et al.,, 2013 & KUSUMANIGTYAS;
LAYLI; LIMANDHA, 2015).

Estas sdo nativas de paises andinos, paises europeus de clima temperado,
América Central, Estados Unidos e México (FISCHER & MARTINEZ, 1999).
A Physalis sp. foi introduzida no Brasil pela Embrapa é de origem colombiana
(HOFFMANN et al.; 2003)

Em relacdo a morfologia, o fruto da Physalis sp. € um bago de
tonalidade amarela ou laranja, com didmetro aproximado de 1,5cm e seus frutos
séo protegidos por folhas modificadas, o capulho, de coloracdo bege (PUENTE
etal., 2011).
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Em vérios paises, a Physalis sp. é usada como planta medicinal no
auxilio de tratamento de doengas como malaria, asma, hepatite, dermatite e
reumatismo. Estudos in vitro apontam que suas proteinas (physalinas do tipo A,
B, D e F) e compostos glicosidicos purificados apresentam propriedades
antitumorais em células cancerigenas encontradas no figado, pulmao, pele e
gldébulos brancos (KUSUMANIGTYAS; LAYLI; LIMANDHA, 2015).

As Physalis possuem alto valor econdmico e nutricional. Seus frutos sdo
ricos em vitamina A, vitamina C, ferro e fésforo (PAGOT & HOFFMANN,
2003). As propriedades funcionais e a quantidade de seus compostos fenélicos
variam de acordo com a espécie (KUSUMANIGTYAS; LAYLI; LIMANDHA,
2015).

Devido as suas propriedades nutracéuticas como atividade antioxidante e
anticancerigena, o interesse cientifico e econdmico por essa espécie vem
aumentado, assim como a demanda por maior producdo. No Brasil, sdo mais
comuns producBes em pequena escala destinadas a agricultura familiar
(HOFFMANN et al., 2003).

Diversas espécies de Physalis sdo utilizadas na culinaria. Sua coloracao
varia do verde como Physalis philadelphica ao amarelo alaranjado, observado
na Physalis peruviana (ZHANG et al., 2016).

Em diversas partes do mundo, a Physalis sp. é usada na culinaria em
molhos, geleias e salsas (ZHANG et al., 2016) e achados arqueoldgicos apontam
que seus frutos eram consumidos desde 200 anos D.C. Essas evidéncias foram
encontradas no vale Tehuacan (México) onde até hoje ela é consumida como
especiaria culindria (MALDONATO; GARCES; MARTINEZ, 2011).
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SEGUNDA PARTE - ARTIGO - AVALIAQAO DE
PARAMETROS FISIOLOGICOS RESULTANTES DA
INTERACAO ENTRE Physalis peruviana L. E NANOTUBOS DE
CARBONO DE PAREDES MULTIPLAS (VERSAO
PRELIMINAR). Artigo redigido conforme normas da revista

Quimica Nova.

RESUMO

Gracas as diversas funcdes e propriedades que somente sdo encontradas
somente nos nanotubos de carbono, essas nanoestruturas atualmente séo
empregadas varias areas da industria e pesquisa. A Physalis peruviana
L., estd relacionada culinaria e a medicina tradicional, possui elevada e
rapida taxa de germinacdo. Os efeitos de nanotubos de carbono nas
plantas foi o objetivo desse estudo. Micrografias foram obtidas
microscopia eletronica de transmissdo para avaliacdo de parametros
morfolégicos do nanomaterial e espectroscopia Raman andlise da
composicdo quimica dos nanotubos de carbono. Avalicdes do
crescimento e desenvolvimento das plantas tinham como objetivo
averiguar possiveis as interacdes entra as nanoestruturas e as plantas. A P.
peruviana foi estudada in vitro e ex vitro. Os resultados mostraram que 0s
nanotubos ndo possuem efeitos toxicos para as plantas de Physalis

peruviana L.

Palavras-chave: nanoecotoxicologia, nanoestrutura, nanotecnologia,

nanotoxicologia, solanaceae
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NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é a manipulacdo da matéria em escala atdmica,
molecular e supramolecular. Atualmente é um campo da ciéncia que,
rotineiramente, descobertas séo feitas ao redor do mundo em relacdo aos
seus produtos, os nanomateriais (NM)!. Em relacdo ao seu tamanho, estes
produtos apresentam no maximo 100 nanémetros em pelo menos em
uma de suas dimensdes?.

Devido a sua dimensdo reduzida e elevada area superficial, o0s NM
apresentam propriedades diferentes daquelas reportadas para sua escala
macroscopica. Esse fato propicia melhorias e criacdo de novos produtos
em diversos campos da inddstria, além de estimular diversos avancos nas

mais variadas areas da ciéncias.
Caracteristicas dos nanotubos de carbono

Dentre os diversos NM, os nanotubos de carbono (NTC) possuem
grande destaque, pois S0 versateis quanto & sua estrutura e funcdo®.
Devido a essas caracteristicas, 0s NTC podem ser aplicados em diversas
areas que vao desde dispositivos eletronicos a produtos agricolas®®.

Os NTC variam em sua estrutura e 0S tipos mais comuns Sao
nanotubos de carbono de parede simples - NTCPS e de paredes mdltiplas
— NTCPM. No primeiro caso, a folha de grafeno se enrola uma vez e no
segundo, elas se enrolam diversas vezes’.

Os NTC podem ter efeitos positivos ou negativos, como ja foi

observado em diversos ambientes, vegetais e animais. Estudos ja vém
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sido realizados com intuito de estabelecer relacdo entre toxidez e a

presenca destes no ambiente®.

Nanotubos de carbono e sua interagdo com meio ambiente

A compreensdo das caracteristicas morfologicas e estruturais dos
NTC vem sendo explorada por grupos de pesquisa, com intuito de
compreender seu comportamento e, avaliar sua interacdo com plantas e
possiveis efeitos os efeitos em relacdo aos seus aspectos fisiolégicos®.

Devido a sua alta reatividade, NTC sdo usados como agentes
descontaminantes de ambientes aquaticos, pois possuem capacidade de
adsorverem a metais pesados e interagirem com outras moléculas®. A
remocdo é feita por outros mecanismos como interacdo eletrostatica,
reacdo de complexacdo com ions presentes na superficie dos metais e
interacdo quimica entre grupos funcionais e os fons metéalicos™***.

Seus efeitos na fisiologia de plantas ja foi verificado em diversos
trabalho e, para cada espécie, a forma de aplicacdo e local na planta e
efeitos podem variar*>**. Um dos efeitos ja observados foi que, os NTC
sdo capazes de alterar fisicamente tecidos vegetais e facilitar a entrada de
outros NM que, eventualmente, possam ser absorvidos pelas raizes e parte
aérea dos vegetais™.

Os NTC alteram fisicamente membranas plasmaticas e entram em
contato com citoplasma celular. Estes sdo capazes de criar poros nos
tecidos vegetais e estruturas como o0s estbmatos, que podem ficar
obstruidos. A consequéncia foi 0 comprometimento das trocas gasosas no

vegetal™.
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PHYSALIS PERUVIANA L.

A espécie vegetal Physalis peruviana (P. peruviana) ¢
amplamente usada na culinaria e possui potencial aplicagdo na industria
farmacéutica devido as propriedades nutracéuticas de seus compostos
fenolicos, especialmente as propriedades relacionadas aos efeitos
antioxidantes™.

As caracteristicas fisioldgicas dessa espécie vegetal ja sdo bem
estabelecidas na literatura’’ e por este motivo e devido & rapida
germinacdo de suas sementes, pesquisas ja vém conduzindo experimentos
para avaliar efeitos de diversas substancias em parametros fisioldgicos da
P. peruviana®®,

A P. peruviana foi introduzida no Brasil pela Embrapa é de origem
colombiana '°. As Physalis sp. sdo nativas de paises andinos, paises
europeus de clima temperado, América Central, Estados Unidos e
diversas espécies também podem ser encontradas no México®.

Em varios paises, estas sdo usadas como planta medicinal de modo a
auxiliar no tratamento de diversas doencas como malaria, asma, hepatite,
dermatite e reumatismo. Seus frutos sdo ricos em vitamina A, vitamina C,
ferro e fosforo™. As propriedades funcionais e a quantidade de seus
compostos fenélicos variam de acordo com a espécie’.

Devido as suas propriedades nutracéuticas como atividade
antioxidante e anticancerigena, uso na culindria e caracteristicas
fisioldgicas interessantes, o interesse cientifico e econdmico por essa

espécie vem aumentado, assim como a demanda por maior produc&o™.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar possiveis efeitos dos NTCPMs
funcionalizados com &cido carboxilico no crescimento e desenvolvimento
da espécie vegetal Physalis peruviana L. como auxilio na criacdo de

modelos de estudos nanotoxicoldgicos em sistemas vegetais.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizados com
4cido carboxilico foram adquiridos pela empresa Sigma — Aldrich® (Sdo
Paulo, SP) e os frutos de Physalis peruviana L. foram obtidos em
mercado local (Lavras - MG), produzidos pela empresa Ocati S.A.
(Bagota, Colémbia). Os frutos foram processados a fim de individualizar
e retirar a polpa aderida as sementes.

Processo de individualizagdo consistiu na maceracdo da polpa feita
em peneira, com auxilio de lavagem em agua corrente para que as
sementes ficassem retidas. Apos a separacdo e lavagem, as sementes

secaram em papel toalha por 24 horas, em temperatura ambiente.

Preparo da solucéo estoque de nanotubos de carbono

A solucdo estoque foi preparada usando 0,1 g de NTC e 0,9 g de P478
— Tween 80 (Sigma Aldrich ®) e agua destilada. Todos os componentes
foram acrescidos em béquer até completar o volume 300 mL, compondo

uma a solucgéo estoque contendo 0,05% de NTC. Essa solucdo foi levada
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ao sonicador (Brenson — Digital Sonifier ®, modelos 250 & 450) com

amplitude 30%, durante 15 minutos para a dispersao dos NTC.

Preparo das solucdes de nanotubos de carbono nas concentracGes
estudadas

Da solucdo estoque, foram feitas solugdes com diferentes
concentracdes de NTC -0, 2, 4, 6, 8 e 10 pg mL™ de NTC. Uma aliquota
da solucdo estoque também foi utilizada para caracterizacdo do NTC por
espectroscopia Raman. Para microscopia eletrdnica de transmissédo

(MET), foi usada uma amostra de 10 mg do NTC néo sonicado.

Caracterizagcbes dos nanotubos de carbono por espectroscopia

Raman

A espectroscopia Raman por espectrofotdmetro Nicolet (Nexus 470,
Madison, WI). O espectrofotdmetro foi purgado com nitrogénio e 64
varreduras foram coletadas com resolucdo de 2 cm™. 10mg de amostra de
NTC foi depositada em pastilha de silicone e os espectros foram
armazenados em modo transmissao.

Os dados foram obtidos pelo espectrofotdmetro Raman por
transformada de Fourier (RIS 100/S, Bruker, Inc., Karlsruhe, Alemanha),
excitado com laser Nd:YAG a 1064 nm e resolucéo espectral de 4 cm™.

Para a medicgéo das alturas dos picos obtidos pelo espectro Raman, foi
usado o software ImageJ 1.46r e, pela obtencdo dessas alturas, foi

possivel a realizacdo do calculo para o indice



33

Caracterizacbes dos nanotubos de carbono por microscopia

eletronica de transmisséo

As dispersdes em meio aquoso dos NTC foram analisadas em
microscopio eletronico de transmissao TECNAI™ G2 F20, modo STEM
(scanning transmission eléctron microscope), em campo claro (Bright
Field) e campo escuro (Dark Field). As amostras foram preparadas a
partir da suspensdo dos NTC em hexano e posteriormente foram
sonicadas em ultrasonicador Brenson 450 por 5 minutos. As suspensdes
foram depositadas na superficie de uma grade de cobre com filme de
Formvar, 400 mesh (Ted Pella) e armazenadas em dessecador por 24
horas antes das analises no microscépio eletrénico de transmissao.

Para a medicdo dos didmetros internos e diametros externos dos NTC,
foram feitas 50 repeti¢bes para cada um deles, em ambas as micrografias

usadas, pelo software ImageJ 1.46r.

Cultivo in vitro de sementes de Physalis peruviana L. expostas aos

nanotubos de carbono

Para as sementes de P. peruviana cultivadas em meio de cultivo MS*
modificado, duas formas de exposicdo ao NTC foram testadas. Na
primeira, denominada MS-NTC, os NTC foram acrescidos ao meio de
cultivo para posteriormente as sementes serem inoculadas e na segunda,

depois de desinfestadas, as sementes passaram por processo de embebicéo
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em suspensdes de NTC para posteriormente serem inoculadas em meio de
cultivo isento de NTC.

As sementes de P. peruviana foram desinfestadas com alcool 70%
(um minuto), seguidas por imersdo em hipoclorito de sédio 2,5% (trés
minutos) e triplice lavagem com &gua destilada autoclavada. Para cada
tratamento, foram utilizados 30 repeticdes, sendo que cada repeticéo,
havia uma semente por tubo de ensaio.

Na exposicdo MS-e, 0 meio de cultivo estava isento de NTC, porém,
previamente a inoculacdo, as sementes também passaram pelo mesmo
processo de desinfestacdo feito para as sementes usadas na exposicao
NTC-MS. Depois de desinfestadas, estas foram embebidas em seis
eppendorfs com 30 sementes em cada. Os diferentes eppendorfs
continham suspensdes de NTC em diferentes concentragdes - 0, 2, 4, 6, 8
el0mL™,

As sementes ficaram embebidas nos eppendorfs ficaram
acondicionadas em agitador magnético (MARCONI, modelo MA
140/CFT) a 140 rpm (rotacdo por minuto) durante 24 horas. Apds a
embebicdo, as sementes foram inoculadas no meio de cultivo isento de
NTC.

O meio de cultivo MS foi suplementado com 0,09 M de sacarose,
0,7% de agar (meio de cultivo MS modificado) e o pH do meio do foi
ajustado para 5,82. Para o tratamento MS-NTC, antes da autoclavagem,
feita em autoclave vertical FABBE 0 PRIMR, modelo 103 (20 minutos,
121°C), as suspensdes de NTC nas concentracdes 2, 4, 6, 8 e 10 pg mL™
preparadas a partir da solucdo estoque foram acrescidas ao meio de

cultivo logo antes da autoclavagem, juntamente com controle (meio
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isento de NTC). O tratamento MS-e, isento de NTC, também passou pelo
processo de autoclavagem.

A inoculacdo das sementes em todos os tratamentos foi realizada em
camara de fluxo laminar unidirecional horizontal (Grupo V ECO FUH
18). Em cada tubo de ensaio, foi inoculada uma semente. ApoOs a
inoculacdo, o material foi mantido em sala de crescimento com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 18 horas de luz e oito de escuro por
60 dias.

Cultivo ex vitro de sementes de Physalis peruviana L. expostas aos

nanotubos de carbono

As sementes de P. peruviana, assim como nas cultivadas in vitro,
passaram pelo processo de desinfestacdo e depois foram germinadas em
vasos contendo substrato vegetal (HPTOPSTRATOS ®). Sete sementes
por vaso foram plantadas e, passados 14 dias, cada vaso ficou com uma
planta e sete repeticdes foram feitas para cada concentragdo de
suspensdes aspergidas- 0, 2, 4, 6, 8, 10 pg mL™.

A cada duas semanas, foram feitas fertirrigacdo com solucéo nutritiva
de meio MS. Aos 30 dias de crescimento, estas foram tutoradas com
espeto de madeira para garantir seu desenvolvimento em posicéo vertical
e entdo, foi iniciada a aspersdo foliar com suspensdes de NTC nas

mesmas concentragdes usadas no tratamento in vitro.

Avaliacao do crescimento das plantas cultivadas in vitro e ex vitro
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Nas plantas desenvolvidas em condi¢bes in vitro, depois de
completados 60 dia apds a inoculacdo, foi feita a taxa de germinacgéo por
tratamento e em seguida, as estas foram retiradas do tubo de ensaio para
as demais anélises. Ja para plantas do tratamento ex vitro, ndo foi feita a
taxa de germinacdo, pois, nesse caso, cada vaso recebeu maior quantidade
de sementes em relacdo ao tratamento in vitro.

Medicbes do teor de clorofila foi feita utilizando o equipamento
atLeaf. Para a realizagdo da medicdo do teor de clorofila, folhas
completamente expandidas e na mesma posicdo nas plantas foram
selecionadas, sendo evitado o posicionamento do equipamento sobre as
nervuras das folhas.

Também foi determinada a taxa de germinacdo (%). Outros
parametros de crescimento das plantas também foram feitos com 60 dias
apos a inoculacdo como altura da raiz (cm), altura do caule (cm), numero
de folhas, numero de folhas senescentes, massa fresca (g) e massa seca
(9).

Para medicdo os comprimentos das raizes e caules, foi utilizada uma
régua analitica. O comprimento da raiz foi obtido pela altura desde a
extremidade inferior da coifa até a extremidade superior da raiz.
Comprimento do caule foi feito pela medicdo da base do caule até a
extremidade superior do apice.

A massa total que corresponde a parte aérea e raiz foi determinada por
pesagem das plantulas em balanga de precisdo (CELTAC, modelo
FA2104N). Para determinagdo da massa seca, as plantas foram

armazenadas em sacos de papel Kraft, devidamente identificados, que
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depois foram levados a estufa de circulacdo forgada de ar quente
(FANEM, modelo 515 C), a 105°C, até 0 peso constante ser atingido®’.
Apds a determinacdo da massa fresca e seca, 0 teor de agua foi

calculado de acordo com a seguinte equagé&o:

Teor de A %) = (Massa Total — Massa Seca) 100
eorde figha L) = Massa Total X

Ja para as plantas cultivadas de forma ex vitro, as mesmas medicdes e
calculos realizados para as plantas cultivadas in vitro foram feitos para
estas, com duas diferencas no procedimento. A primeira foi em relacdo a
medicao do teor de clorofila e na forma de obtencao do teor de agua.

Em relagdo ao teor de clorofila, duas medig¢des foram feitas, a
primeira foi feita sete dias de aplicacdo foliar com as suspensdes de NTC
e controle e a segunda medicdo foi feita aos 14 dias de aspersao foliar,
que também foi o dia de retirada e das plantas do substrato vegetal para
dar procedéncias nas mesmas medigdes feitas para o tratamento in vitro.

A segunda diferenca foi feita na forma de secagem do material.
Plantas desenvolvidas em vasos sdo mais desenvolvidas. Devido a esse
fato, no momento do preparo do material para secagem em estufa, partes
aereas e caules foram individualizados e secados separadamente em
estufa até peso constante por 48 horas.

Os dados coletados da avaliagdo da germinagéo e desenvolvimento in
vitro de P. peruviana expostas aos NTC pelo tratamento MS-NTC e MS-e
e das plantas aspergidas com as diferentes solugdes de NTC em

condicBes, foram submetidos a anélise de variancia pelo software
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estatistico SISVAR? e o teste de Scott-Knott, com 5% de probabilidade

foi utilizado para comparacao das médias.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica de caracterizacdo utilizada
para estudo de materiais carbonosos, porém, 0s espectros gerados para
NTC e outros alétropos do carbono sdo semelhantes®. Na Figura 1 esta
demonstrado o espectro que foi obtido para a amostra de NTC com acido
carboxilico utilizados nesse trabalho.

Na imagem gerada pelo software ImageJ 1.46r, foi possivel observar
trés picos distintos nas regides 1597 cm™, 1286, cm*, e 802 cm™ que

correspondem as bandas D, Ge G’.
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Figura 1 — Espectro Raman para amostra de nanotubos de carbono de

paredes multiplas funcionalizados com &cido carboxilico

A banda G, que corresponde ao pico de maior frequéncia, faz
referéncia a banda semelhante quando se observa um espectro de grafite.
O segundo pico menos intenso faz referéncia a banda D, que corresponde
uma desordem estrutural da amostra contendo os NTC. A banda D
aparece devido a uma quebra de simetria dos NTC e essa quebra é
originada a partir de defeitos na amostra ou ligagdo entre os NTC com
outra(s) molécula(s).

A banda G” corresponde aos overtones - picos de menores

242 Os overtones podem

intensidades em regido de alta frequéncia
ocorrer devido a processos que envolvem dois ou mais fonons, a modos
fundamentais de vibracGes de pequena se¢do transversal ou processos de
dupla ressonancia, que podem estar associados a defeitos que ocorrem
durante a realizagdo da espectroscopia Raman. Os picos observados em
regides de baixa frequéncia, como na regido de 730 cm™ podem
corresponder aos modos de respiracdo radial: RBM - real breathing
mode?"?*,

O deslocamento no comprimento de onda da banda G em conjunto
com a intensidade da banda D, fornecem informagdes sobre as mudancas
na estrutura eletronica dos NTC. Esse fendémeno ocorre devido a
interacdo dos NTC com outras espécies quimicas®’.

A razdo Ip/lg foi de 1,24 essa razdo € uma medida da desordem no
sistema e condutancia do material analisado. As bandas D e G estdo bem

proximas, por isso sua relacdo é usada como medida de desordem no
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sistema?’. Este indice esté relacionado com a condutancia eletromagnética
desse NM, esse se correlaciona com sua mobilidade em ambientes e
organismos diversos>®. O processo de ressonancia explica a origem das
bandas D e G’, suas frequéncias, e sua dependéncia com a desordem®*?°,

Com a avaliagdo do espectro Raman gerado pela amostra de NTC,
um paralelo pode ser feito com os resultados obtidos na microscopia
eletrbnica de transmissao e também com o comportamento dos NTC em
presenca de outras moléculas e elementos quimicos.

O espectro Raman fornece informacgdes sobre a estrutura,
composicdo quimica, quebra de ligacdes entre carbonos e esses fatores
podem estar correlacionados com a presenca de defeitos na amostra.
Essas mudancas na amostra podem alterar o comportamento dos NTC,
seja entre eles ou entre NTC, podendo acarretar na formacdo de
glomerados ou interagdes com outras moléculas. NTC com defeitos
podem apresentam pontos carregados quimicamente, positivos ou
negativos e se absorvidos pelas plantas, podem realizar ligagdes com
outras espécies quimicas®®*

Novas interacdes podem ser desejaveis ou nao e quando ligados a
outras espécies quimicas, os NTC mudam sua estrutura e, mesmo que
ocorram ligagbes entre NTC de carbono, atrelado ao grau de
aglomerados, seu comportamento pode mudar.

Novas interagdes dos NTC podem acarretar em comportamentos
diversos de acordo com o ambiente que eles se encontram, seja no meio
de cultivo ou na &gua destilada utilizada para processo de embebicdo e
aspersdo foliar e eventualmente, sua possivel absor¢éo e translocagdo na

planta pode tomar diferentes rotas.
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Microscopia Eletronica de Transmisséo

Para avaliacdo dos aspectos morfologicos dos NTC, foi feita
microscopia eletronica de transmissdo na amostra. Na figura 2 estdo
representadas duas micrografias, A e B, tipicas de NTC. Além da
morfologia do NM, as micrografias mostram o arranjo dos NTC na
amostra e por meio destas, foi possivel a realizacdo das medicdes dos

didmetros internos e diametros externos.

500nm

Figura 2 — Micrografias por microscopia eletrénica de transmissao
(campo escuro) mostrando a morfologia e arranjo dos NTC de uma
mesma amostra. Micrografia A da énfase na morfologia dos NTC e a B

na distribuicdo e presenca de aglomerados de NTC.
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A microscopia eletronica de transmisséo fornece imagens de alta
resolucdo sendo possivel identificar a morfologia do material estudado
que, para esse trabalho, é essencial, pois, a morfologia e organizacdo do
material tém efeitos no seu modo de absor¢do e comportamento antes e
depois de entrar em contato com a planta. Os NTC podem ter efeitos
diferentes de acordo com sua morfologia e organizacdo®®. Pelas
micrografias, é possivel detectar que o material possui estrutura
conhecida como core-shell, que é tipica em NTC, tanto de parede simples
quanto de paredes multiplas®® que significa que, o material apresentado
nas micrografias, possui estrutura oca e tubular.

Pela estruturacdo tipica de NTC, é possivel obter valores para
didmetro interno e externo. Para micrografia 2A, da média do diametro
interno foi de 0,74nm (o = 0,11), didmetro externo foi de 1,84 nm (c =
0,30). J& para as médias dos NTC da micrografia 2B, as médias dos
didmetros internos e externos foram de, respectivamente, 0,68 nm (c =
0,12) e 1,34 nm (o = 0,38). Essa varia¢ao ocorre devido a dificuldade em
manter 0 mesmo didmetro durante a sintese dos NTC, ja que estes podem
ter comprimento superiores a escala nanométrica® e também pelas
modificagdes em sua estrutura ao longo do seu uso e até mesmo no
momento de realizar a espectroscopia.

Na figura 2A e 2B, por diferenca de tonalidade na escala do cinza, foi
possivel obter informagBes a respeito da morfologia do material
analisado. Os pontos com coloracdo de cinza claro demonstram as
paredes dos NTC e cinza escuro indica o interior dos NTC e na
micrografia 2B, nos pontos cinza esbranquicados, € possivel a

visualizacdo de aglomerados de NTC (bundles) e o ponto mais claro,
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tendendo ao branco e com formato circular na micrografia 2B, indica
presenca de impurezas ou menos, defeito na amostra.

Na figura 2B é possivel observar o arranjo dos NTC no espago. Os
pontos da micrografia que se observa colora¢do que vai do cinza claro ao
branco indica formagdo de aglomerados de NTC, pontos mais claros
indicam sobreposicdo dos NTC na amostra. Os aglomerados de NTC
podem alterar sua resposta e desempenho em meio com diferentes
composicdes quimicas®.

Dependendo do grau de aglomeracdo dos NTC, estes podem sair da
escala nanométrica e podem apresentar novas caracteristicas e
comportamento®. Os efeitos da aglomeracdo de NTC em espécies
vegetais ainda ndo foram estabelecidos e esse é um ponto interessante a
ser levantado.

Pelas micrografias é possivel observar que a aglomeracdo ja esta
presente antes mesmo do NM ser aplicado nas sementes de P. peruviana,
seja pelo tratamento MS-NTC ou pelo MS-e e a aglomeracdo pode ter
comecado no processo de sonicagdo dos NTC.

A variacdo em relacdo a organizacdo dos NTC também pode ser um
fator determinante para seu comportamento quando presentes no meio em

que as sementes se desenvolveram e até mesmo depois de absorvidos.

Efeito de nanotubos de carbono no desenvolvimento in vitro e ex vitro

de Physalis peruviana L.

Para taxa de germinacdo no tratamento in vitro, ndo houve diferencas

significativas entre as formas de exposicdo (MS-NTC e MS-e) e as
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concentragdes usadas, as dispersdoes de NTC ndo afetaram na taxa de
germinacdo e ndo mostraram efeitos fitotoxicos. A média geral para taxa
de germinacéo foi de 83,6% e no tratamento ex vitro, esse parametro ndo
foi avaliado.

A taxa de clorofila para o tratamento in vitro ndo apresentou
diferencas estatisticas entre as formas de exposicdo e concentracdes
avaliadas. A média geral para o tratamento in vitro MS-NTC foi de 26,25
e para MS-e foi de 21, 09. No tratamento ex vitro, as médias para o
primeiro dia de avaliacdo da taxa de clorofila foram estatisticamente
significativas. Na Tabela 1, podem ser observadas as medias para o teor

de clorofila no 7° de 14° dia de medicéo.

Concentracdo (ug mL™)  Teor de clorofila Teor de clorofila

no 7° dia (%) no 14° dia (%)
0 46,70 aA 50,20 bA
2 49,60 aB 52,70 bA
4 49,70 aB 53,28 bA
6 51,36 aB 54,61 bA
8 50,63 aB 55,07 bA

10 50,13aB 53,40bA
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Tabela 1 - Teor de clorofila em plantas de P. peruviana ap0s aspersdo
foliar de nanotubos de carbono (0, 2, 4, 6, 8 e 10 pg mL™ ) por 7 e 14
dias.

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maiuscula na
coluna nédo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Segundo a Tabela 1, as plantas aspergidas com NTC apresentaram
valores de médias significativamente maiores em comparagdo ao
controle. Para a medicdo feita aos 14 dias de aspersdo, ndo foram
constatadas diferencas significativas entre as médias. Quando comparados
os dois dias de medic¢do, houve aumento no teor de clorofila no 14° de
medicéo para as plantas aspergidas com suspensdes de NTC.

Estes resultados apostam que os NTC promoveram um aumento na
sintese de clorofila. A aplicacdo foi realizada diretamente sobre as folhas
e isso pode explicar o aumento na sintese de clorofila nas folhas, o que
ndo foi observado no tratamento in vitro.

No 14° dia de medicdo, ndo houve aumento no teor de clorofila. A
resposta pode estar relacionada com o fato de que os NTC podem

3130 & ¢ seus efeitos na sintese de

acumular em tecidos animais e vegetais
clorofila pode ter alcangado seu maximo entre o 7° dia e 0 14° de
aspersao.

As médias dos numero de folhas totais (6,24 folhas/planta) e numero
de folhas senescentes (1.18 folhas/planta) para o tratamento ex vitro nédo
diferiram estatisticamente entre si. No tratamento in vitro, 0 mesmo

ocorreu para 0 numero de folhas senescentes (1,2 folhas/planta), porém,
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para numero de folhas totais, as médias variaram estatisticamente entre si,

demonstrado na Tabela 2.

Concentragdo Tratamento MS-NTC Tratamento MS-e
(Hg mL™)
0 4,80 Aa 3,93 Ba
5 5,80 Bb 2,47 Aa
4 5,73 Bb 2,53 Aa
6 5,33 Ba 4,53 Ba
8 5,20 Ba 4,53 Ba
10 6,13 Ba 5,33 Ba

Tabela 2 — Numero de folhas totais das plantas de Physalis peruviana
submetidas aos tratamentos MS-NTC e MS-e nas concentragdes 0, 2, 4, 6,
8,10 pg.mL™* (cm).

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maidscula na
coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

No tratamento MS-NTC, as plantas expostas aos NTC apresentaram

maior numero de folhas em relacdo ao controle, os NTC promoveram
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aumento da sintese de folhas e a concentracdo de 10 pg mL™ de NTC
mostrou ser a mais eficiente.

Em relacdo ao tratamento MS-e, 0s NTC ndo apresentaram efeitos na
producdo de folhas ja que ndo houve diferencas significativas entre o
controle e as concentracdes 6, 8 e 10 pg mL™.

Os resultados para as médias ndo se apresentaram de forma linear, ou
seja, quanto maior a concentracdo, maior a producdo. Isso pode ser
justificado pelo fato de que, para cada concentragdo de suspensdo de
NTC.

O efeito no numero de folha pode ter comportamento diferentes ja que
a concentracdo ndo € um fator exclusivo e decisivo para analisar efeitos
de NTC em sistemas vegetais® e esse comportamento néo linear foi
observado em todos os resultados apresentados neste trabalho.

Os NTC podem se encontrar aglomerados em maior ou menor grau.
Fatores como pH e presenca de metais pode alterar o processo de

aglomeracdo de NTC'*

, porém, em meio MS, ainda ndo ha
informacdes na literatura sobre efeito da embebicdo em suspensdes de
NTC em P. peruviana ou em outras espécies da familia solanaceae.

A aglomeracdo dos NTC ocorreu para todos os tratamentos e em
todas as concentragdes. O processo de embebicdo, que durou 24 horas,
pode ter afetado as sementes de P. peruviana e entdo, os aglomerados de
NTC possam ter agido como uma barreira para entrada de agua.

A capacidade de translocacdo dos NTC na planta*? pode explicar
porque foram observados efeitos desses NM no numero de folhas sendo

que as raizes ficaram em contato com estas.
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Em relacdo ao tratamento MS-e, no processo de embebicdo, pode ter
ocorrido a aderéncia dos NTC no tegumento das sementes, podendo entédo
dificultar na absorcdo de agua e nutrientes quando inoculadas no meio de
cultivo.

No tratamento in vitro, Os resultados dos comprimentos das raizes e
caules das plantas submetidas aos tratamentos MS-NTC e MS-e nas
diferentes concentracbes de NTC estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.
As médias para o0 comprimento da parte aérea das plantas aspergidas com
suspensdes NTC ndo difeririam entre si, com media geral de 18,02 cm.
Em relacdo ao comprimento das raizes, os NTC mostram resultados

favoraveis (Tabela 5).

Concentracéao Tratamento MS-NTC Tratamento MS-e
(MgmL™) (cm) (cm)
0 4,67 Aa 4,16 Aa
2 6,94 Bb 2,25 Aa
4 7,12 Ba 5,87 Ba
6 6,62 Ba 6,75 Ba
8 6,41 Ba 3,66 Aa

10 7,44 Ba 3,93 Aa
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Tabela 3 — Comprimento das raizes submetidas NTC por via de
exposicdo: tratamentos MS-NTC e MS-e nas concentragdes 0, 2, 4, 6,
8,10 pg mL™.

Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maidscula na
coluna nédo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que, para o
tratamento MS-NTC, todas as plantas expostas aos NTC tiveram maior
comprimento de raiz em relacdo ao controle. Em relacdo ao tratamento
MS-e, somente nas concentragbes de 4 e 6 pg mL™ os NTC foram
eficazes no aumento do comprimento das raizes.

No processo de autoclavagem do meio de cultivo, devido ao aumento
da temperatura e desordem no sistema, os NTC tendem a se aglomerar e
sairem da escala manométrica. Isso indica que, na suspensdo, ha menor
quantidade de NTC em escalas menores, ou seja, mais facil de serem
absorvidos. Os NTC (escala manométrica) presentes no meio de cultivo
autoclavado estavam presentes em menor quantidade em relacdo ao
tratamento MS-e, que ndo sofreu processamento térmico e
consequentemente, as suspensdes tinham menos aglomerados de NTC e
mais destes disponiveis para serem absorvidos.

Resultados semelhantes foram observados em trabalhos feitos em
tomates cultivados em meio MS suplementado com NTC, em todas as
concentracdes testadas (0, 0, 20 e 40 ug mL™), o comprimento da raiz foi

maior para as sementes em contato com os NTC*.
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Nas tabelas 4 e 5 estdo apresentadas as médias para 0s comprimentos
da parte aérea e raizes das sementes submetidas aos tratamentos MS-NTC
e MS-e.

Concentragao Comprimento para Comprimento para
tratamento tratamento
(g MS-NTC (cm) MS-e (cm)
0 6,02 Aa 6.3 Aa
2 9,03 Bb 2,64 Aa
4 11,65 Bb 6,50 Aa
6 9,40 Ba 8,13 Ba
8 8,06 Ba 5,03 Aa
10 9,94 Ba 6,30 Aa

Tabela 4 — Comprimento da parte aérea (cm) das plantas submetidas NTC
por via de exposigéo: tratamentos MS-NTC e MS-e nas concentragdes O,
2,4,6,8,10 pg.mL™.

* Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maiuscula na
coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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As médias apresentadas na Tabela 3, no tratamento MS-NTC, tiveram
valores estatisticamente superiores em relacdo ao controle, os NTC
tiveram efeito favoravel para crescimento das partes aéreas.

J4 no tratamento MS-e, somente as sementes embebidas em
concentracdo de 6 pg mL™ de NTC obtiveram média significativamente
maior, ou seja, somente nessa concentracdo, os NTC promoveram
aumento no comprimento das raizes.

Como foi discutida para numero de folhas, a translocacdo de NM ao

longo das plantas é possivel®

e esse fator pode explicar as diferencas
significativas encontradas no tratamento MS-NTC e no tratamento MS-e.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores das médias para
comprimento das raizes nas diferentes concentragdes de NTC aplicados

por asperséo foliar.

Concentracdo (ug mL™) Comprimento da raiz (cm)
0 24,49 a
2 24,24 a
4 21,56 a
6 37,25 b
8 38,75b

10 35,75Db
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Tabela 5 — Comprimento (cm) das raizes submetidas a aspersdo nas
concentracoes 0, 2, 4, 6, 8,10 ug mL™.

*Médias seguidas com mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Foi observado que, nas concentracdes 6, 8 e 10 pg mL™, as médias
para 0 comprimento das raizes foram maiores. Em maiores
concentragOes, os NTC apresentaram efeito acentuado no aumento do
comprimento das raizes.

Esses resultados foram diferentes em relagdo aos observados nas
sementes expostas em meio de cultivo suplementado com NTC e as
sementes embebidas nas concentragdes estudadas, que foram as mesmas
usadas para o tratamento ex vitro. Esses resultados apontam que,
novamente, 0 modo de exposicdo esta ligado aos efeitos dos NTC nas
plantas.

As variacOes nas médias observadas na Tabela 5 podem ser atribuidas
a translocacdo dos NTC pelo floema até outras partes das plantas. O grau
de aglomeracdo dos NTC também pode nesse tipo de exposicdo, ter
interferido no seu comportamento na planta.

Se os NTC foram capazes de translocarem das folhas até as raizes,
mostrando ter efeitos diferentes nas concentracGes avaliadas, pode-se
afirmar que para Ip/lg = 1,24, na concentracdo de 2 pg mL™, os NTC
favorecem o crescimento das raizes de P. peruviana.

Em relacdo aos demais valores como foram discutidos anteriormente,
o comportamento dos NTC é multifatorial®. Neste trabalho, tal fator foi
0 contato entre NTC e as sementes de P. peruviana.
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Plantas desenvolvidas em condi¢Bes in vitro possuem atividade
fotossintética menor e Unica fonte de carbono é a sacarose. Os NTC
podem ter agido como fonte alternativa de carbono, auxiliando na
fotossintese e, consequentemente, pode ter auxiliado no desenvolvimento
do caule e raiz nas plantas aspergidas com suspensdes de NTC.

Efeito para todas as formas de exposicdo dos NTC (MS-NTC, MS-e e
aspersdo foliar) ndo mostrou efeito no peso fresco, peso seco e teor de
agua nas plantas. Resultados contrastantes, em relacdo ao tratamento MS-
NTC, foi encontrado em trabalho realizado com tomates desenvolvidos
em meio MS acrescidos com NTCPM. A absorcdo de agua aumentou
devido a maior sintese de aquoporinas*2.

Em relacdo a massa seca, massa fresca e teor de &gua para oS
tratamentos in vitro, MS-NTC e MS-g, e ex vitro, as médias ndo diferiram
estatisticamente entre si e as médias geral foram, respectivamente 0,089
g, 0,053g, 1,890g, 0,1734q, 23,49, 92,1% de agua e 96,44% de agua.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que, 0s nanotubos de carbono néo
apresentaram efeitos adversos em nenhum dos tratamentos usados neste
trabalho. Dependendo da forma e local de aplicacdo e exposicao,
diferentes resultados sdo gerados. Sementes desenvolvidas em meio de
cultivo suplementadas com nanotubos de carbono apresentaram maior
numero de efeitos positivos em relacdo as sementes embebidas em
suspensdes desse nanomaterial. O tratamento por aspersdo foliar mostrou

resultados interessantes em relacdo ao aumento da taxa de clorofila.
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Diante disso desses resultados, fica evidente os efeitos positivos dos
nanotubos de carbono quando aplicados em plantas na tentativa de
otimizar parametros fisiologicos da espeécie a ser avaliada. Em
contrapartida, é de extrema importancia que a concentracdo e forma de
aplicacdo desse nanomaterial deve ser cuidadosamente levada em conta.
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