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O aumento da populacdo mundial intensifica a procura de alimentos. No
entanto, as praticas de agricultura intensiva tém danos ambientais colaterais
tais como a degradagéo do solo e a contaminacgdo das aguas subterraneas. Por
isso, € necessario encontrar estratégias para aumentar a producao agricola de
forma ambientalmente sustentavel. A utilizagdo de nanomateriais na aplicagao
de fertilizantes pode contribuir para a sustentabilidade na agricultura. Os
nanomateriais podem ser utilizados por exemplo em praticas de “priming” de
sementes, ou seja, “seedpriming”.

O principal objetivo da presente dissertacdo foi avaliar se a aplicacdo de
nanoparticulas de ZnO (NPs ZnO) diretamente na semente antes da
germinacao, através de “seedpriming”, pode ter beneficios em termos da taxa
de germinacé@o da semente e do crescimento da planta. A aplicacdo de NPs
ZnO foi comparada com a aplicacdo de Zn na forma iénica (ZnSOg), ou seja, 0
método de fertilizagdo convencional. Foi ainda avaliado se o revestimento das
NPs ZnO com mucilagem de sementes de manjericdo (NPs ZnO M) poderia
contribuir para aumentar a adesividade das NPs ao revestimento da semente e
desta forma aumentar a biodisponibilidade do Zn aplicado para ser absorvido
pela semente.

Realizaram-se ensaios de “seedpriming” com concentra¢des de 0.5 e 120 mg/L
de Zn na forma de ZnSOas, NPs ZnO e NPs ZnO M aplicados em sementes de
tomate cereja da espécie Solanum lycopersicum L. foi utilizada agua destilada
como controlo.

Os resultados obtidos mostram que a aplicacdo de Zn na forma de NPs ZnO
(120 mg/L) promoveu um aumento de cerca de 8 % nataxa de germinacgéo das
sementes comparado com o controlo com agua; e, uma concentracdo de Zn
retido na semente cerca de 25 vezes maior do que o tratamento com agua, e
3.7 vezes maior do que as sementes tratadas com ZnSOa4. O "seedpriming” com
NPs ZnO M (120 mg/L) contribuiu para um aumento de 4 vezes no valor de
biomassa seca das raizes e de 5 vezes de biomassa seca da parte aérea da
planta comparativamente ao controlo com agua. Este tratamento com NPs ZnO
M promoveu ainda um aumento meédio do comprimento da parte aérea da
plantas em aproximadamente 7.8 cm em comparacdo com o tratamento com
agua.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o tratamento das sementes
com NPs ZnO M (120 mg/L) foi o que contribuiu para o melhor desenvolvimento
da planta. De notar que, ambos os tratamentos de 120 mg/L de Zn na forma de
NPs ZnO (com ou sem mucilagem) contribuiram para uma maior retengéo de
Zn quer nas sementes quer nas plantulas comparativamente ao controlo com
agua ou ao controlo iénico, promovendo assim uma maior disponibilidade de
Zn para o desenvolvimento da planta.
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The increasing world population intensifies the demand for food.
However, intensive farming practices have collateral environmental
damages such as soil degradation and groundwater contamination.
Therefore, it is necessary to find strategies to increase agricultural
production in an environmentally sustainable way. The use of
nanomaterials in fertilizer application can contribute to sustainability in
agriculture. Nanomaterials can be used for example in seed "priming"”
practices, that is, "seedpriming".

The main objective of the present dissertation was to evaluate whether
the application of ZnO nanoparticles (ZnO NPs) directly to the seed prior
to germination, through "seedpriming”, can have benefits in terms of
seed germination rate and plant growth. The application of ZnO NPs
was compared with the application of Zn in ionic form (ZnSOa), that is,
the conventional fertilization method. It was further evaluated whether
coating the ZnO NPs with basil seed mucilage (ZnO M NPs) could
contribute to increase the adhesiveness of the NPs to the seed coat and
thus increase the bioavailability of the applied Zn to be absorbed by the
seed.

"Seedpriming" trials were conducted with concentrations of 0.5 and 120
mg/L of Zn in the form of ZnSO4, ZNO NPs and ZnO M NPs applied to
cherry tomato seeds of the species Solanum lycopersicum L. distilled
water was used as control.

The results obtained show that the application of Zn in the form of ZnO
NPs (120 mg/L) promoted an increase of about 8 % in seed germination
rate compared to the water control; and a concentration of Zn retained
in the seed about 25 times higher than the water treatment, and 3.7
times higher than the ZnSOa treated seeds. "Seedpriming” with ZnO M
NPs (120 mg/L) contributed to a 4-fold increase in root dry biomass
value and a 5-fold increase in plant aboveground dry biomass
compared to the water control. This treatment with ZnO M NPs also
promoted an average increase in plant aboveground length by
approximately 7.8 cm compared to the water treatment.

The results obtained in this work suggest that the seed treatment with
ZnO M NPs (120 mg/L) was the one that contributed to the best plant
development. Note that both treatments of 120 mg/L of Zn in the form
of ZnO NPs (with or without mucilage) contributed to a greater retention
of Zn in both seeds and seedlings compared to the water control or the
ionic control, thus promoting a greater availability of Zn for plant
development.
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1. INTRODUCAO

A presente dissertacao foi desenvolvida no ambito do Projeto AgriTarget (2018/2022) -
"Desenvolvimento e teste de sistemas de libertacdo localizada, controlada e segura de

produtos agroquimicos com base em nano e microengenharia”.

O rapido crescimento populacional global, as mudancas climaticas e o declinio da
gualidade do solo estdo a colocar uma enorme pressdo sobre a nossa capacidade de

fornecer alimentos para a sociedade de maneira equitativa.

Estima-se que devido ao crescimento demografico a producéo global de alimentos terd que
aumentar de 70 a 100% até 2050 (Mahakham et al., 2017). Em virtude disto, torna-se
imperativo produzir alimentos em quantidade, mas também com qualidade nutritiva
suficiente para satisfazer a populagdo mundial sem degradar a qualidade do solo e dos
ecossistemas utilizando uma estratégia de producédo agricola ambientalmente sustentavel
(Cakmak et al., 2017).

E de extrema importancia produzirmos vegetais ricos em minerais e nutrientes essenciais
a nutricdo humana. Estes minerais estdo amplamente divididos em macro e micro

nutrientes.

Os macronutrientes incluem o calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K), sédio (Na), cloreto
(CI), fésforo (P) e enxofre (S), enquanto 0os micronutrientes abarcam o iodo (1), zinco (Zn),
selénio (Se), ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu), cobalto (Co), molibdénio (Mo), flGor
(F), crémio (Cr) e boro (B) (Gharibzahedi e Jafari, 2017).

Alguns macro e micronutrientes sdo essenciais para a saude humana: encontram-se na
estrutura dos dentes (Ca, P e F) e ossos (Ca, Mg, Mn, Mn, P, B e F); a maioria dos
micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Mg, Se e Zn) tem um papel vital como parte estrutural em
muitas enzimas (transmissédo e sinaliza¢édo); o Co, | e Fe tém papéis-chave na formagéo
das células eritrécitos; o Cr na regulacao da glicose; o Mo na protecao através da ativacao
de enzimas antioxidantes; o Ca, Mg, Cu, Se e Zn tém um papel ao nivel da imunidade e o

Cr e Mn nos sistemas cerebrais (Gharibzahedi e Jafari, 2017).

A deficiéncia de micronutrientes no solo resulta também em reducdes significativas de
rendimento e da qualidade das culturas agricolas. Embora as plantas precisem deles em
peqguenas quantidades, micronutrientes como B, Mn, Mo ou Zn tém papéis importantes na
saude e nutricdo das plantas (White e Brown, 2010). Esses elementos estdo envolvidos

em varios processos metabdlicos e fisiolégicos da planta, como fotossintese, respiracao

Universidade de Aveiro 1



Desenvolvimento de mecanismos de encapsulamento e de libertacdo controlada de

nanofertilizantes em agricultura de precisédo

ou assimilacdo de azoto, sdo necessarios para a atividade de muitas enzimas, para
translocacao de acgUcar, acidos nucleicos e hormonas vegetais, e tém um efeito significativo
no crescimento reprodutivo da planta, retencao de flores e na frutificacéo e producédo (White
e Brown, 2010). Uma gestao precisa da absorcao e biodisponibilidade de micronutrientes
pelas plantas €, portanto, essencial para a salde e o crescimento das plantas ao mesmo
tempo gque a concentracdo desses micronutrientes nos tecidos vegetais comestiveis é de

fundamental importancia para a nutricdo humana (White e Brown, 2010).

Apesar desta necessidade, a incidéncia de deficiéncias de micronutrientes em muitas
culturas agricolas aumentou acentuadamente nos ultimos anos devido a praticas de
agricultura intensiva, erosado do solo, perdas de nutrientes por lixiviagdo, ou aplicacdo

desequilibrada de azoto, fosforo e potéssio.

A nanotecnologia oferece a oportunidade de produzir novos tipos de fertilizantes, com
absorcdo e eficacia altamente melhoradas em comparagcdo com seus analogos
convencionais (Raliya et al., 2015). Durante a ultima década, foram desenvolvidas vérias
patentes e produtos incorporando nanoparticulas (NPs) artificiais em praticas agricolas,
por exemplo, nanopesticidas, nanofertilizantes e nanosensores, cujo objetivo global é de
promover a eficiéncia e a sustentabilidade das praticas agricolas requerendo menos
recursos e gerando menos residuos do que os produtos e abordagens convencionais
(Mahakham et al., 2017).

Os resultados preliminares do aumento da utilizagdo da nanotecnologia na agricultura por
paises densamente povoados como a China e a india indicam que esta tecnologia pode
ter um impacto positivo no aumento da produtividade agricola e assim contribuir para a
reducdo da fome, da desnutricdo e da mortalidade infantil (Raliya et al., 2015). Estes

aspetos séo abordados em maior detalhe na seccéo seguinte.

1.1 IMPORTANCIA DO SOLO PARA A SAUDE HUMANA

Mundialmente as zonas agricolas enfrentam um largo espectro de pressoées, tais como a
estagnacao do rendimento das culturas, a baixa eficiéncia no uso de nutrientes, diminui¢ao
da matéria organica do solo, deficiéncias de varios nutrientes, diminuicao da terra aravel,
disponibilidade de agua e escassez de mao-de-obra em resultado de um éxodo das

pessoas na agricultura (Raliya et al., 2018).

Estima-se que cerca de um terco dos solos cultivados a nivel mundial contém baixas

concentragcdes de Zn disponiveis, o que resulta numa producdo agricola de baixo
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rendimento e também em baixa qualidade nutricional das colheitas (Figura 1.1)
(Hacisalihoglu, 2020).

Deficiéncia de Zinco no solo

B Aeed’
o ¥ 3
f & p

- Moderada

Figura 1.1 — Distribuicio global de deficiéncia de zinco no solo. O mapa de deficiéncia de zinco no solo tem
sido ligeiramente modificado por Alloway (2008). Adaptado de Cakmak et al., 2017.

E esperado que exista uma sobreposicdo geografica entre a deficiéncia Zn do solo e a
deficiéncia Zn humana, especialmente nos paises em desenvolvimento, como apresentado

na Figura 1.2.

Figura 1.3 — Distribuicdo global de deficiéncia de zinco na popula¢do. O mapa tem sido ligeiramente
modificados por Wessells and Brown (2012). Adaptado de (Cakmak et al., 2017)

Universidade de Aveiro 3



Desenvolvimento de mecanismos de encapsulamento e de libertacdo controlada de

nanofertilizantes em agricultura de precisédo

As condicbes do solo, juntamente com as condicbes ambientais das localizacbes
geogréficas, pode ter impacto no conteildo de micronutrientes, tais como a quantidade de
Zn nas sementes e plantas (Hacisalihoglu, 2020). A fertilizacao foliar de Zn torna-se assim
muitas vezes necessaria para manter uma concentracao das plantas durante as suas fases

de crescimento (Cakmak,2008).

1.2. MICRONUTRIENTE ZINCO

O zinco (Zn) é o segundo metal de transicdo mais abundante em organismos depois do
ferro e esta representado em todas as seis classes de enzimas (oxidoreductases,
transferases, hidrolases, lyases, isomerases, e ligases) (Auld, 2001). O Zn € um
micronutriente essencial para os seres humanos, animais e plantas (Mahdieh et al., 2018).

A eficiéncia de absorcéo de Zn pela planta envolve a absorgéo, o transporte e a utilizacdo
do Zn; plantas com alta eficiéncia na absor¢éo de Zn exibem alto rendimento e crescimento
significativo, sendo a sua aplicagdo essencial na producdo de muitas culturas, como arroz,

feijéo, trigo, soja e milho (Hacisalihoglu, 2020).

1.2.1 PLANTAS

Os nutrientes essenciais das plantas incluem azoto, fosfato, potassio e calcio
(macronutrientes) e ferro, Zn e cobre (micronutrientes) (Martins et al., 2020). As plantas
superiores absorvem geralmente o Zn como um catido divalente (Zn?*), que atua como o
componente metdlico de enzimas ou como componente estrutural funcional ou um fator de

co-regulacédo de um grande nimero de enzimas (Mahdieh et al.,2018).

O Zn é um dos 17 nutrientes minerais essenciais e desempenha um papel importante no
crescimento das plantas, participa numa vasta gama de processos bioquimicos, na
fotossintese, desenvolvimento de pélen, transformacao de acucares, sintese de proteinas,
permeabilidade de membranas celulares, transducdo de sinal e metabolismo da auxina
(Hacisalihoglu, 2020; Martins et al., 2020). Também desempenha um papel vital na sintese
de clorofila, na regulacdo das hormonas de crescimento das plantas, na manutencdo de
sistemas radiculares saudaveis, na ativagdo de enzimas e a desintoxica¢do dos radicais
livres e na preservacao da tolerancia aos fatores de stress das plantas (Hacisalihoglu,
2020).
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1.3. DEFICIENCIA DE ZINCO NOS SOLOS E NAS PLANTAS

A deficiéncia Zn € um problema generalizado afetando culturas em todo o mundo) (Martins
et al., 2020). Com base na analise de 298 amostras de solo recolhidas de diferentes paises
do mundo, verificou-se que a deficiéncia de Zn é a deficiéncia de micronutriente mais
generalizada. Muitos solos agricolas, particularmente os solos calcarios (pH>7), sao
incapazes de suprir as necessidades de Zn nas plantas cultivadas, fazendo com que a

deficiéncia de Zn um problema mundial generalizado (Hacisalihoglu, 2020).

O iao Zn é agora considerado o quarto nutriente limitante de rendimento mais importante
apos azoto (N), fosforo (P), e potéssio (K). S6 na india, 50% dos solos em que o amendoim
€ cultivado apresentam deficiéncia de Zn, estando a causar uma consideravel perda de
rendimento. Metade dos solos cultivados na Turquia tém deficiéncia de Zn. Aumentos
consideraveis no rendimento de gréos por aplicacdo Zn também foram demonstrados na
india e na Australia (Mahdieh et al., 2018). A deficiéncia de Zn leva a reducdo de varios
processos metabdlicos, tais como, o crescimento e, consequentemente a diminuicdo do

rendimento (Faizan et al.,2021).

Além disso, estudos mostram que 17,3% das pessoas em todo 0 mundo estdo em risco de

deficiéncia de Zn (Wessells e Brown, 2012).

1.4. PRATICAS INOVADORAS NA FERTILIZACAO DAS CULTURAS
AGRICOLAS

Nas ultimas décadas, a nanotecnologia tem alcangado grandes progressos e diversos
nanomateriais tém sido aplicados com sucesso em varios campos tais como eletrénica,
energia, engenharia ambiental e medicina. As aplica¢cdes da nanotecnologia na agricultura
comecam também a ser exploradas. A nanotecnologia utiliza nanomateriais (com
dimensdes inferiores a 100 nm) e tem um papel promissor na transformacéo da producao
alimentar e agricultura (Fraceto et al., 2016). De facto, existem ja alguns exemplos na
literatura que mostram o potencial dos nanomateriais na melhoria da libertagéo controlada
dos agroquimicos na germinacdo das sementes, crescimento e protecdo de plantas,

detecao de agentes patogénicos e detecdo de residuos de pesticidas (Martins et al., 2020).

A estratégia atual utilizada passa pela utilizagdo da nanotecnologia que é aplicada no
sector da nutricdo vegetal com o objetivo de aumentar a eficacia da utilizacdo dos

fertilizantes atuais, quer melhorando o fornecimento de elementos pouco bio disponiveis
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(por exemplo, fosforo e zinco) e/ou limitando as perdas de nutrientes méveis por lixiviacao

para solos e 4guas (por exemplo, na forma de nitrato) (Kah et al., 2018).

Recentemente, 0s nanomateriais foram utilizados na producdo agricola para mitigar os
problemas ambientais causados pela aplicacdo intensiva dos fertilizantes convencionais.
Devido a falta de sincronizacao entre a libertacdo de minerais (muitas vezes longe a partir
das raizes) de fertilizantes i6nicos a granel e a absorcdo pelas plantas, apenas uma
pequena parte dos fertilizantes aplicados nos solos sao efetivamente utilizado pelas plantas
(30-50%). O restante zinco (Zn) aplicado d& origem a complexos néo bio disponiveis nos
solos ou é removido por lixiviagdo ou escorrimento provocando impactos ambientais
(Martins et al., 2020).

Aplicacao mais
eficiente
v Suspensoes estaveis

v" Aplicacédo mais eficiente
v Taxas de aplicacéo mais baixas

Reducao dos
impactos ambientais

Melhoria nas interacoes
com a planta

v" Aplicacéo mais
direcionada

v" Libertacdo controlada

v Otimizacéo da absorcéo
de ingredientes ativos

v" Reducéao da
acumulacéo no solo
v" Reducéo da lixiviacao

Figura 1.3 - Vantagens na utilizacdo de nanomateriais na formulacdo de fertilizantes. Adaptado de Kah et al.,
2018

Por outro lado, a nanotecnologia pode ser utilizada para aplicar nutrientes e melhorar o
processo de germinacdo. Tal € possivel através da aplicacdo das nanoformulacdes de
micronutrientes diretamente na semente, designado por “seedpriming”. O “seedpriming”
envolve uma técnica utilizada para hidratar sementes com uma cobertura de modo a
desencadear processos metabdlicos para iniciar a germinacdo sem o0 surgimento da
radicula (Younis et al., 2019). Para além da aplicacdo dos nanomateriais na semente,
também é feita nas raizes e a nivel foliar, como exemplificado na Figura 1.3 (Hofmann et

al., 2020).
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O ‘“seedpriming” é uma técnica que promove a germinacdo das sementes e 0O
estabelecimento das plantas com base na preparacao preliminar das sementes antes de
as semear. E, geralmente, uma metodologia & base de agua, pela qual as sementes sio
hidratadas e seguidas de secagem ou sao aplicados alguns métodos fisicos como o
“priming” de luz ultravioleta (UV) (Pereira et al., 2021). H4 uma diferenca importante entre
0 “seedpriming” e o0 “seedpriming” com nanoparticulas, uma vez que o “seedpriming”
envolve principalmente agua (hidrocobertura) ou solu¢cdes contendo substancias
(nutrientes, hormonas ou bio polimeros) que adsorvem na semente e podem resultar em
revestimento (ou curativo) de sementes, o que confere menor potencial (Pereira et al.,

2021).

O “seedpriming” com nanoparticulas € uma tecnologia recente que utiliza nanomateriais,

principalmente nanoparticulas, para a aplicagdo nas sementes.

Os meios utilizados no “seedpriming” sdo a aplicagdo de suspensdes de nanoparticulas ou
nanoformulacdes. Apdés a sua aplicacdo, a maior parte das nanoparticulas é retida na
superficie da semente como revestimento (adsor¢do). Tal revestimento das sementes pode
ser utilizado como fungicidas ou bactericidas para proteger contra agentes patogénicos no
campo ou durante o armazenamento (Pereira et al., 2021). As nanoparticulas adsorvidas
a superficie da semente poderdo potencialmente ser posteriormente absorvidas pelas

sementes.
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Figura 1.4 — Potencial aplicacdo da nanotecnologia na agricultura vegetal. Crédito: A. Desaulniers, Orcéine,
Montreal, Canada. Adaptado de Hofmann et al., 2020.

A Figura 1.4 ilustra como as nanoparticulas tém uma eficacia potencialmente mais elevada
e podem ajudar a prevenir o escoamento dos nutrientes aplicados no “seedpriming” para

aguas de superficie e aguas subterraneas.

Desta forma, 0 uso excessivo de fertilizantes quimicos pode ser reduzido (Upadhyaya et
al.,, 2017). A aplicagdo dos nanomateriais podera também ter um impacto positivo no
desenvolvimento da atividade das sementes e acelera os seus processos metabdlicos por
forma a potenciar o crescimento e desenvolvimento das plantas (Bayat et al., 2020). Neste
contexto, tem sido relatado que a preparacdo de sementes com nanoparticulas melhora a

germinacdo e o vigor das sementes em muitas culturas (Waqas et al., 2019).

1.5. POTENCIAL DE UTILIZACAO DE NANOMATERIAIS PARA
“SEEDPRIMING”

Na literatura existem alguns exemplos que mostram o potencial dos nanomateriais
nomeadamente para melhorar a libertagdo dos fertilizantes, germinagdo das sementes,
crescimento e protegdo das plantas (Martins et al., 2020). A preparac¢éo de nanoparticulas
para aplicacdo em sementes pode ser utilizada em diferentes estratégias, como por
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exemplo, protecdo de sementes, bio fortificacdo, resisténcia das plantas contra pragas e
stress abiodtico, ou mesmo a mistura destes efeitos (Pereira et al., 2021). O revestimento
das sementes com nanomateriais pode melhorar a qualidade das sementes (Hofmann et
al., 2020).

A preparacdo de sementes com NPs minerais pode aumentar o conteudo de
micronutrientes nas sementes, influenciando o seu crescimento, e qualidade das plantas
uma vez que a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de plantulas sdo muito
importantes para o crescimento de plantas que sao influenciadas sob forte stress de metais
(Rizwan et al., 2019).

Os tratamentos das sementes requerem a utilizacdo de nanomateriais em menores
quantidades em comparagdo com a sua aplicagao foliar ou no solo. Outro ponto positivo
sdo as baixas concentracdes de nanoparticulas utilizadas para a preparacao de sementes,
gue pode ser feita de uma forma controlada pelas féabricas, evitando libertacdo destes
materiais no ambiente (Pereira et al., 2021).

As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) atuam como fertilizante nanoestruturado e sao
uma alternativa promissora para substituir os fertilizantes convencionais uma vez que
apresentam inUmeras vantagens, dentre elas, regular a liberacdo de nutrientes, além de

serem mais eficientes que os adubos convencionais, amenizarem a producao de residuos,

e consequentemente os custos de prote¢cdo ambiental (Tarafdar et al., 2013).

Absorgao de

Imbibigao Deslocagéo Zne
de dos crescimento
nutrientes nutrientes vigoroso
para o
interior da
semente

Figura 1.5 - Fenémeno geral do seedpriming. Adaptado de Wagas et al., 2019.
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A literatura sugere também que pode haver vantagens em adicionar polimeros adesivos as
formulacdes de nanoparticulas a ser utilizadas para revestimento da semente em praticas
de “seedpriming” (Baroni e Vieira, 2020). Para este efeito podem ser utlizados polimeros
organicos adesivos que formem uma fina camada aderente & superficie da semente,
aumentando a adesividade e potencial para adsor¢cdo das nanoparticulas a superficie da

semente e reduzindo as perdas durante e ap0s a sua aplicacdo (Baroni e Vieira, 2020).

Estudos recentes sugerem que a mucilagem das plantas e de algumas sementes pode ser
utilizada como revestimento de nanoparticulas a assim aumentar a sua adesividade a
diferentes superficies (Tosif et al 2021). A mucilagem é uma substancia espessa e
pegajosa produzida por quase todas as plantas e alguns microrganismos, e que
desempenha um papel importante no armazenamento de agua e alimentos, na germinacao
das sementes e no espessamento das membranas. As mucilagens vegetais sao
caracterizadas como hidrogéis hidrofilicos ricos em polissacarideos vegetais (polimeros
pécticos, celulésicos e ndo celulésicos) com uma componente proteica menor e tém
evoluido em diversas fun¢des (Phan e Burton, 2018). Salienta-se que a composi¢ao das
mucilagens vegetais em geral, € muito variavel, diferindo entre espécies e o tipo de tecidos
das espécies. Das diferentes mucilagens, as mucilagens extraidas de sementes séo as

mais caracterizadas (Phan e Burton, 2018).

1.6. POTENCIAIS RISCOS AMBIENTAIS ASSOCIADOS AO USO DE
NANOMATERIAIS NA AGRICULTURA

A utilizagdo de nanomateriais na agricultura podera também ter impactos indesejaveis nos
ecossistemas e na biodiversidade. Por conseguinte, é crucial compreender os mecanismos
de agcdo de nanomateriais para uso na agricultura e desenvolver nanoparticulas que

apresentem um baixo risco ambiental (Pereira et al., 2021).

Com o crescimento da investigacao e atividades industriais relacionadas aos nanomateriais
surgiu a preocupacao sobre a possibilidade da entrada destes materiais no meio ambiente,
ocasionando impacto final para a biota. Quando libertados no ambiente natural, os
nanomateriais sofrem alteracdes no tamanho das particulas, na forma, na carga de
superficie que afetam a sua biodisponibilidade (E. Batley et al., 2019). Em patrticular, a
forma, composicao, concentracdes, solubilidade e maior area superficial influenciam a

toxicidade de nanoparticulas para os organismos vivos (Guzman et al., 2006).
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Embora as nanoparticulas tenham potencial para utilizacdo na preparacdo de sementes ou
no seu revestimento, deve assegurar-se que a aplicacao de nanomateriais ndo representa
um risco ambiental. A utilizacdo segura destes sistemas exige o desenvolvimento de
regulamentos apropriados baseados em resultados de investigacao, ndo sé na agricultura,
mas também em muitos outros sectores industriais. Os quadros legais sdo necessarios
para a producdo industrial de nanomateriais, tratamento de residuos industriais, e
aplicacBes agricolas, juntamente com a avaliacdo dos destinos destas nanoparticulas no

ambiente, considerando a sua possivel ecotoxicidade (Pereira et al., 2021).

E essencial compreender como as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas afetam
as sementes e outros organismos associados, a fim de poder conceber nanoparticulas que

sdo simultaneamente eficazes e apresentam efeitos toxicos minimos (Pereira et al., 2021).

s

Antes do tratamento de sementes, é necessério avaliar as condi¢gbes definidas para o
“seedpriming”, considerando o tamanho e concentracdo das nanoparticulas e a duracao
de exposicdo, uma vez que estes fatores quando ndo devidamente controlados podem
também causar efeitos secundarios, tais como a inibicdo da germinacéo, a reducédo do
desenvolvimento vegetal, alteracGes prejudiciais do metabolismo e da estrutura celular e

modificagdo das interacdes raiz-microbioma (Pereira et al., 2021).

1.7. REVESTIMENTO DAS NPs ZnO COM MUCILAGEM DE SEMENTES DE
MANJERICAO

Neste trabalho foram utilizadas as sementes de manjericdo com o objetivo de extrair a sua
mucilagem e cobrir as NPS de 6xido de zinco para posteriormente aplicagdo nas sementes
de tomate cereja durante o “seedpriming”. A semente de manjericao tem cor preta e € uma
minascula semente elipsoide com uma incrivel capacidade de hidratacdo que é atribuida a

aderéncia da mucilagem na semente (Nazir et al., 2017).

As estruturas das sementes de manjericao quando mergulhadas em agua, desdobram-se
a partir do pericarpo (parte externa da semente) e seguram a mucilagem firmemente até a
superficie do nlcleo da semente, desta forma, a camada porosa da mucilagem exsudada
permanece bem aderida e agarrada ao nucleo durante todo o processo de imbibicdo da
agua. Assim é possivel extrair uma massa gelatinosa designada por mucilagem, que é
constituida por polissacarideos, principalmente de glucomananas (43%) e xilana ligada a
1,4 (24,3%) (Song e Kim, 2019;Nazir et al., 2017).
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Existem mucilagens de sementes que estdo contidas no interior das células da casca da
semente, ou seja, podem estar localizadas nos tecidos do embrido e as mucilagens que
sdo extraidas da casca da semente (Phan e Burton, 2018). Este ultimo foi o método

aplicado ao presente estudo.

Apbs aplicacdo em sementes de tomate, a mucilagem atua como um reservatério para a
agua com alto potencial hidrico durante a germinacdo das sementes de tomate e o

desenvolvimento precoce das respetivas plantulas (Nazir et al., 2017).

1.8. PRINCIPAIS QUESTOES DE INVESTIGACAO SUBJACENTES AO
TRABALHO DESENVOLVIDO

A revisdo da literatura acima descrita permitiu identificar os seguintes aspetos relacionados
com a utilizagdo de nanomateriais em “seedpriming” que carecem de investigacao cientifica

e gue estao subjacentes ao desenvolvimento deste trabalho:

1. Serd que a aplicacdo de Zn na forma ionica (ZnSO,) diretamente na semente
(“seedpriming”) antes da germinagéo tem beneficios na eficiéncia de germinacéo e
crescimento da planta? Sera a utilizagdo de Zn na forma de nanoparticulas (NPs
Zn0) é mais eficaz na aplicagéo de Zn diretamente na semente, comparativamente
com a aplicagdo de Zn na forma idnica (ZnSO.)?

2. Sera que o revestimento das nanoparticulas de Zn (NPs ZnO) com mucilagem da
semente do manjericio aumenta a adesividade das NPs ao revestimento da
semente em comparag¢do com o sal (ZnSO.) e com as NPs ZnO?

3. Sera que a cobertura de mucilagem sobre as nanoparticulas permite aumentar a
adesividade e a adsorcdo das nanoparticulas a superficie das sementes e/ou
controlar a sua dissolucdo de forma que o Zn esteja disponivel para ser absorvido
em maior quantidade pela semente ao longo do tempo?

1.9. OBJETIVOS DE ESTUDO

Tendo o que esté acima descrito, 0s objetivos deste trabalho foram:

1. Avaliar se a aplicacdo de Zn diretamente na semente antes da germinagéo através
de “seedpriming” pode ter beneficios em termos da eficiéncia de germinacédo e
crescimento da planta.

2. Avaliar se a aplicacdo de Zn na forma de nanoparticulas (NPs ZnO) é vantajosa em
termos da aplicacdo de Zn diretamente na semente, comparativamente com a
aplicacdo de Zn na forma i6nica (ZnSO4), ou seja, o método de fertilizacao
convencional.
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3. Avaliar se o revestimento das nanoparticulas de ZnO (NPs ZnO) com mucilagem
de sementes de manjericdo aumenta a adesividade das NPs ao revestimento da
semente e por conseguinte aumenta a capacidade de utilizacdo do Zn aplicado na
germinagao da semente que privilegia o desenvolvimento da plantula e portanto, o
crescimento da planta.

De notar que a planta escolhida para este estudo foi o tomate cereja. O tomate é uma
importante planta agricola e medicinal, cultivada em todo o mundo e consumida de diversas
formas. O fruto é rico em licopeno, um dos mais poderosos antioxidantes naturais, que
protege contra danos oxidativos epidemiolégicos e véarias doencas croénicas, incluindo o
cancro (Raliya et al., 2015). Além disto, o tomate é uma cultura em que é muitas vezes

observada a deficiéncia em Zn (Kaya e Higgs, 2002).

Neste trabalho foi também utlizada a mucilagem das sementes de manjericio como
revestimento de nanoparticulas de ZnO (NPs ZnO) para avaliar os possiveis beneficios da

utilizacdo de um revestimento com capacidade adesiva em “seedpriming”.
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2. MATERIAIS E METODOLOGIA

A experiéncia foi realizada nos laboratérios do Centro de Estudos do Ambiente e do Mar
(CESAM) em conjunto com o Departamento de Quimica na Universidade de Aveiro durante

0s primeiros seis meses do ano 2021.

2.1. PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE MATERIAIS

2.1.1 REAGENTES E MATERIAIS

As sementes em estudo sdo de tomate cereja da espécie Solanum lycopersicum L. da
empresa Germisem Semente Lda., localizada na zona industrial, lote 16, cddigo postal
3400-060 em Oliveira do Hospital, Portugal (https://www.germisem.com/). Humedeceram-
se com agua ultra pura, por forma a entender quais as sementes que estariam danificadas,

isto é, verificar que continham ar no seu interior.

O sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0..7(H20)) foi adquirido a Sigma Aldrich. As
nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs ZnO) sdo comerciais e pertencem a Nanostructured
e Amorphous materials, Houston, Texas. As concentracbes em estudo para cada
tratamento foram 0,5 mg/L que corresponde a concentragdo minima para o
desenvolvimento da planta e de 120 mg/L que é considera suficiente, isto é, eficaz. Os

calculos relativos a estes valores podem ser consultados no Anexo A.

2.1.2 SINTESE DAS NPs ZnO M

As NPs ZnO M foram as Unicas produzidas no nosso laboratério pelo investigador Dr.

Matheus Miranda. De seguida, é apresentado o método para a sua obtencao.

2.1.3 EXTRACAO DA MUCILAGEM

A mucilagem das sementes de manjericdo foi preparada por hidratacdo. As sementes de
manjericdo foram embebidas em &gua destilada numa razdo semente:agua de 1:30
durante 1 h a temperatura ambiente. Seguidamente, a mucilagem foi raspada da superficie
das sementes dilatadas num misturador durante 1 minuto. Posteriormente, a mucilagem foi
separada das sementes dilatadas, filtrando a mistura com um pano de queijo e centrifugada

a 5000 rpm no tempo de 5 minutos para remover os residuos das sementes.
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A mucilagem resultante foi refrigerada a -40 °C num periodo de 24 h num congelador,
seguida de liofilizacdo a -100 °C durante 24 h com um liofilizador para obter a mucilagem

seca (Tantiwatcharothai e Prachayawarakorn, 2019).

2.1.4 REVESTIMENTO PARA OBTENCAO DA NP ZnO M

No revestimento das nanoparticulas de ZnO com mucilagem, neste trabalho foi utilizada a
proporgdo da NP ZnO M de 1:1, tendo sido desenvolvido com base na interacdo
eletrostatica entre as cargas positivas das NPs ZnO e com as cargas negativas dos
componentes da mucilagem (glucomanano, (1, 4) -linked xylan e 6% de &cido urdnico)

(Tantiwatcharothai e Prachayawarakorn, 2019; Jayakumar et al., 2006).

O revestimento foi iniciado com a produ¢éo de uma solu¢do mucilaginosa (1mg/mL) filtrada
com uma membrana de 0,45 um de porosidade. Foi também produzida uma dispersao de
nanoparticulas de ZnO com uma concentragdo de 1 mg/mL e 0,5 mg/mL (concentragédo

dependente das NPs ZnO com razéo 1:1).

Na preparagdo da dispersdo das nanoparticulas de ZnO, foi utilizado um banho
ultrassonico (com placa de gelo) durante 20 minutos para inibir a agregagdo das
nanoparticulas. Foram adicionados 100 mL da solu¢do mucilaginosa gota a gota sobre 100

mL de dispersdo de nanoparticulas de ZnO.

Apo6s adicionar a solucdo mucilaginosa, a agitacao foi continuada durante 30 minutos. A
solucdo resultante da sintese foi centrifugada durante 15 minutos a 4000 rpm e lavada

duas vezes com agua ultra pura.

2.1.5 METODOS DE CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

2.1.5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM) ACOPLADA A UM
ESPECTROMETRO DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

A analise TEM visa provar a eficiéncia do processo de revestimento das nanoparticulas
com mucilagem. As nanoparticulas (NPs) foram dispersas com agua ultrapura e
depositadas sobre a rede dourada de pelicula de carbono. As amostras foram entédo
observadas por microscopia eletrénica de transmissdo de emissées de campo (TEM,
HT22700B, HITACHI, Japao) a uma tensdo acelerada de eletrbes de 80 kV. Os tamanhos

das NPs foram avaliados usando o software Image J.
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2.1.5.2 POTENCIAL ZETA DAS NANOPARTICULAS

A carga superficial de nanoparticulas a diferentes pHs foi determinada medindo os
potenciais zeta de particulas utilizando um Nano-ZS90 Zetasizer (Malvem Instruments,
UK). Em resumo, 1 mg de amostras foram misturadas com 10 mL de agua ultra pura (pH
6.8) e foram submetidas a 10 minutos de banho ultrassonico. 1 mL da suspensao foi entao
transferida para uma cuvete de potencial zeta para medicdo a 25°C e expresso com uma
média de 10 leituras (Silva et al., 2011; Li et al., 2018).

2.1.5.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHOS DE REFLEXAO TOTAL
ATENUADA (ATR-FTIR)

A espectroscopia FTIR foi realizada para analisar a superficie das nanoparticulas. Cada
uma das amostras foi colocada na janela ATR diamantada de um espectrometro Avatar
360 Thermo Nicolet e digitalizada no intervalo de 400 a 4000 cm-1 com uma resolucéo de

4 cm-1 em modo de transmisséo e expressa como uma média de 64 leituras.

2.1.5.4 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS X (XRD)

As normas XRD foram obtidas com radiacdo Cu-Ka utilizando um difractdmetro Empyrean
(PANanlytical, Paises Baixos). As medi¢bes foram feitas utilizando um programa de
varrimento por passos com 0,02° por passo e um tempo de aquisi¢cdo de 5 segundos que
foi de 10° a 80°. Os dados XRD foram analisados utilizando o Match 3 (PANanlytical BV
Almelo, Holanda) para a identificacéo de fases cristalinas (Padil e Cernik, 2013). O estudo
XRD realizou-se para confirmar a pureza, fase e natureza cristalina das nanoparticulas de
ZnO e ZnO M (Itroutwar et al., 2020).

2.1.5.5 ANALISE DA CONCENTRACAO DE Zn NAS NPs ZnO M POR ICP-MS

Esta andlise foi realizada para avaliar a concentracdo de Zn na NP ZnO M. O conteldo
total de zinco em pos liofilizados foi determinado por Espectrometria de massa de plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS, série Thermo-X). Antes da analise ICP-MS as amostras
foram digeridas em micro-ondas (Speedwave 4, Berghef). 1 mg de amostra foi tratado com
1.5 mL de HNO:s.

O programa de aquecimento utilizado para a digestéo acida foi: TMAX = 180 °C, tempo de

rampa = 5 min, tempo de espera = 15 min, poténcia = 90 W.
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Em seguida, as amostras foram arrefecidas durante 30 min a temperatura ambiente e 0
volume foi perfeito até 25 mL de agua ultra pura. As medicdes foram realizadas em

duplicado para as sementes, triplicado para as plantulas e plantas (Martins et al., 2020).

2.2. TESTES DE "SEEDPRIMING", GERMINACAO E CRESCIMENTO

2.2.1 METODO USADO PARA O "SEEDPRIMING"

Com base na literatura realizaram-se os calculos para determinar os valores das massas
de Zn para preparagdo de uma solugdo/suspensdo com uma concentragdo de 120 mg/L.
Colocaram-se em tubos de centrifuga de 50 mL previamente identificados aos respetivos
tratamentos as massas pesadas. Adicionou-se 20 mL de 4gua ultrapura. Dispersou-se em
banho de ultra sons com placa de gelo durante 30 minutos. Agitou-se as dispersfes de 5
em 5 minutos para garantir que as particulas ndo se agregavam. Homogeneizou-se a

dispersao no vortex breves segundos.

2.2.2 PREPARACAO DAS SEMENTES PARA O "SEEDPRIMING"

Para cada tratamento foram selecionadas 224 sementes de tomate cereja. Esterilizou-se
as sementes com hipoclorito de sddio (NaClO) 5% (v/v) durante 5 minutos. De seguida,
foram lavadas cuidadosamente trés vezes com agua ultrapura retirando o maximo de agua

gue sobrou com o auxilio de um coador.

2.2.3 ANALISE DA SUPERFICIE DAS SEMENTES

As superficies das sementes caracterizadas por microscopia eletronica de varredura
(SEM). Sementes secas a 70°C foram montadas nos suportes usando fitas adesivas de
dupla face condutoras e revestidas por pulverizacdo de Carbono por 30 segundos. As
amostras foram examinadas no microscépio eletrénico de varredura S4100 (Hitachi,

Téquio, Japdo) em uma tensdo de aceleracdo entre 5-15 kV (Clasen e Kesel, 2019).

2.2.4 APLICACAO DO “SEEDPRIMING” NAS SEMENTES

Colocaram-se 32 sementes em frascos de vidro com capacidade de 25 mL. Em seguida

pipetou-se 10 mL das dispersdes dos tratamentos com o auxilio da micropipeta. Isolou-se
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o frasco da luz com papel de aluminio para simular o escuro. Por fim, colocou no agitador
por 24h.

Na Figura 2.1 apresenta-se simplificadamente os tratamentos do estudo como as suas

concentragoes.
7 TRATAMENTOS
Agua ultra Znso, NPs ZnO NPs ZnO M
pura
0 mg/L 0.5 mg/L 0.5 mg/L 0.5 mg/L
120 mg/L 120 mg/L 120 mg/L

Figura 2.1 - Tratamentos aplicados nas sementes de tomate cereja da espécie Solanum lycopersicum L. e
respetivas concentracoes.

2.2.5 METODO DO TESTE DE GERMINACAO

ApOs as 24h retiraram-se do agitador os frascos de vidro e verteu-se a solugdo num coador
por forma a reter as sementes. Imediatamente foram lavadas trés vezes com &gua
ultrapura. Preparou-se 7 tinas de vidro de boro 3.3 da marca VWR com diametro de 190
mm e capacidade de 2L colocando duas folhas de papel branco de cozinha onde se
humedeceu com 15 mL de agua ultra pura fresca. Colocaram-se nas tinas as 25 sementes
de cada tratamento distanciadas em filas, cinco colunas e cinco linhas com a parte mais
estreita da semente virada para baixo. Isolou-se com pelicula aderente para manter a
humidade natina e evitar a evaporacao da agua. Considerou-se o dia 0 da germinacao das

sementes.
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Calculou-se diariamente a taxa de germinacdo que resultou da divisdo entre o nimero de
sementes germinadas pelo nimero de sementes totais. O valor final foi multiplicado por

100. O teste de germinacao das sementes foi conduzido num fotoperiodo de 24h.

Mediu-se o comprimento das raizes utilizando o software Image J do dia 0 e 1, por forma
a obter o indice de vigor da semente que € o resultado da multiplicacdo da taxa de

germinacéao pela média do comprimento das raizes.

A biomassa seca foi obtida ap6s colocar as sementes na estufa a 70°C durante 48h, a
percentagem de 4gua adveio da subtracdo da massa humida com a massa seca a dividir
pela massa humida e multiplicado por 100. Estes parametros referem-se ao dia O.

Por fim, determinou-se a concentracdo de zinco entre os dias 0 e 6 através da digestdo
acida e seguida analise por ICP-MS.

2.2.6 METODO DO TESTE DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS

As plantas de tomate cereja foram cultivadas durante 35 dias. Foi controlado o fotoperiodo
através da lampada fluorescente LAMP. FLUOR T5 TL 54W/865 HO G5 com 6500K, 54,1W

de poténcia e um fluxo de 4650 lumen.

As sementes das plantas foram entdo expostas durante 6 dias ao sal de sulfato de zinco,
as nanoparticulas de ZnO e as nanoparticulas de ZnO com mucilagem de sementes de
manjericdo, sendo posteriormente transplantadas para areia previamente limpa como

descrito na secgéo 2.2.7.

No 35° dia de crescimento, a altura da planta foi medida com suporte do software Image J

onde foi possivel medir o comprimento da parte aérea da planta.

2.2.7 LAVAGEM DA AREIA

Para a sua limpeza, a areia de silica de 0,7 mm de didmetro foi lavada com &cido nitrico
(5%), seca a 200°C na estufa e posteriormente lavada varias vezes com agua ultra pura.
A areia foi o0 meio de cultura escolhido para a transplantacdo das plantulas do tomateiro,
por forma a garantir que ndo existia outras fontes de Zn e, por conseguinte, as plantas
obtidas s6 tiveram o zinco disponivel proveniente da aplicacdo do “seedpriming” na

semente.
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2.2.8 ANALISE DA CONCENTRAGCAO DE Zy NAS SEMENTES, PLANTULAS E
PLANTAS POR ICP-MS

A andlise visa a concentracdo de Zn nas sementes, plantulas, plantas e areia.
Primeiramente, separam-se 5 réplicas das sementes, 5 réplicas das plantulas e 3 réplicas
das plantas respetivas a cada tratamento e foram colocadas num tubo de eppendorf.

Pesou-se e colocou-se na estufa a 70°C por 24h.

De seguida, as amostras das sementes, plantulas e plantas (rebentos e raizes) foram
digeridas. 2 sementes e 1 plantula foram tratadas com 1 mL de HNO3 65% e 0.5 mL de
HCI 37% enquanto as plantas com 1 mL de HNO3 70% e 350 uL de HCI 32% durante 12h.
ApOs o esse tempo colocaram-se no micro-ondas (Speedwave 4, Berghef).

O programa de aquecimento utilizado para a digestédo acida foi: TMAX = 190 °C, tempo de
rampa = 5 min, tempo de espera = 15 min, poténcia = 90 W.

Em seguida, as amostras foram arrefecidas durante 30 min a temperatura ambiente e o
volume foi perfeito até 25 mL de agua ultra pura. As medi¢cdes foram realizadas em

duplicado para as sementes, triplicado para as plantulas e plantas (Martins et al., 2020).

Finalmente, foram analisadas pelo ICP-MS. O teor total de zinco em pa@s liofilizados foi
determinado por Espectrometria de massa de plasma acoplado indutivamente (ICP-MS,

série Thermo-X).

2.3. ANALISE ESTATISTICA

A analise da variancia unidirecional (ANOVA) foi realizada utilizando o software Microsoft
Excel. As diferengas significativas foram testadas usando um modelo linear geral e os
tratamentos foram comparados usando o modelo de teste t com o nivel de significAncia de
5% de probabilidade (p < 0,05). Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao
da média. O Microsoft Excel foi também utilizado para visualizacdo dos dados e realizacdo

dos graficos.
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Na Tabela 2.1 foi elaborado uma sintese com os parametros estudados e métodos
aplicados nesta dissertacao.

Tabela 2.1 - Resumo do plano experimental com os tratamentos ZnSO4, NP ZnO e NP ZnO M (concentracao
de exposicao 0.5 e 120 mg/L). Adaptado de Raliya et al., 2015.

Parametros
Método guantificados ou Objetivos

técnica usada

Aplicagéo do sulfato de zinco e das nanoparticulas “Seedpriming” Retenc¢do ou absorgdo de Zn

ZnO e ZnO M nas sementes na semente (24h).

indice de germinacéo; Estudar o impacto da
Vigor da semente; aplicacdo de NP ZnO e NP
inaca ZnO M na germinagao da
Germinagdo das sementes Biomassa seca: g ¢
semente.
% de agua.
Altura da planta; Estudar o impacto da
Comprimento das aplicacdo de NP ZnO e NP
Estudo fenolégico raizes; Biomassa ZnO M no crescimento da
seca; plantas.
% de agua.
Avaliacdo da influéncia dos diferentes materiais Digestao acida e Estudo da distribuicdo de Zn
aplicados (ZnO e ZnO M ou de ZnS0a4) na absor¢éo | analise de Zn por ICP- nos tecidos vegetais;
e transporte de Zn no interior da planta (entre a raiz MS.

e as folhas)

Universidade de Aveiro 21



Desenvolvimento de mecanismos de encapsulamento e de libertacédo controlada de

nanofertilizantes em agricultura de preciséo

3. APRESENTACAO DOS RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

3.1.1 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS ATRAVES DAS
TECNICAS DE TEM-EDS E POTENCIAL ZETA

A analise do TEM teve como objetivo comprovar a eficiéncia do processo de revestimento
das NPs ZnO com mucilagem. Na micrografia utilizando a captura de imagem no modo
TEM (Figura 3.2 A) foi possivel observar que a integridade das NPs ZnO foi mantida, assim
como a camada de mucilagem na superficie das nanoparticulas. Na Figura 3.2 B é possivel
observar a micrografia no modo MEV (M6dulo de Andlise Integrante do Equipamento de
TEM), onde é mostrada a superficie lisa da mucilagem nas nanoparticulas, bem como um

ligeiro relevo do ZnO.

O tamanho médio das NPs ZnO puras (Figura 3.1) usadas neste trabalho é 69.22 + 41.32
nm com uma carga de superficie de 8.26 £ 0.552 mV. Apds revestir as nanoparticulas com
mucilagem, o seu tamanho mudou para 98.72 + 1.15 nm e sua carga superficial para -9.96
+ 0.304 mV, o que confirma ainda mais a eficiéncia do processo de revestimento da
mucilagem, uma vez que sua carga negativa vem de grupos hidréxilo dos componentes da
mucilagem. A camada de mucilagem tinha um tamanho médio de 16.05 £ 2.53 nm (Hatami
et al., 2017).

HD-2700 200kV x200k TE 20/02/21 11:46 150nm

Figura 3.1 - Micrografia de TEM das NPs ZnO puras
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HD-2700 200kV x300k TE 20/12/10 14:17 100nm  HD-2700 200kV x150k SE 20/12/10 15:19 200nm

Figura 3.2 — Micrografias TEM das NPs ZnO M em modo de captura de imagem

Através da andlise do grafico EDS (Figura 3.3 A) é possivel identificar os mesmos picos
contidos das NPs ZnO nas NPs ZnO M, sendo a Unica diferen¢ca o aumento da intensidade
dos picos C (carbono) e O (oxigénio) para as nanoparticulas cobertas de mucilagem, o que
era esperado porque a mucilagem contém hidratos de carbono nos seus componentes
causando o aumento da concentracdo de cadeias de carbono nas nanopatrticulas. Os picos
do zinco sdo 1.02, 8.63 e 9.72 keV (Tantiwatcharothai e Prachayawarakorn, 2019). Realca-
se que 0s picos caracteristicos de Au (ouro) provém das grelhas de suporte de ouro

utilizadas na analise do TEM.

Na analise do mapeamento de EDS (Figura 3.3 B) é possivel identificar em vermelho o Zn
pertencente as nanoparticulas. Na Figura 3.3 C é possivel identificar em verde mais intenso
em torno das nanopatrticulas o C proveniente dos hidratos de carbono mucilaginosos e em

vermelho o Zn das nanoparticulas (Tantiwatcharothai e Prachayawarakorn, 2019).
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Figura 3.3 - Andlise da NP ZnO M: A) Espectrograma EDS da NP ZnO e NP ZnO M B) Mapeamento EDS
para o elemento Zn (Zn- vermelho); C) Mapeamento EDS para os elementos Zn e C (Zn- vermelho e C

verde).
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3.2. RESULTADOS DO "SEEDPRIMING" NAS SEMENTES E PLANTULAS

3.2.1 ABSORCAO DE Zn PELA SEMENTE APOS O "SEEDPRIMING" - BIOMASSA, %
AGUA, [Zn] NAS SEMENTES

A Figura 3.4 representa a média da biomassa seca nas sementes. O valor médio de
biomassa seca do tratamento controlo, ou seja, a 4gua é aproximadamente 1.12 + 0.197
mg. Dos trés tipos de tratamentos, apenas as NPs de ZnO M com concentragéao de 120
mg/L ultrapassam o valor do controlo (dgua) de 1.15 + 0.21 mg. Contudo, 0 mesmo
tratamento, mas com a concentracdo de Zn de 0.5 mg/L apresenta um valor de biomassa
seca das sementes 0.909 * 0.103 mg, um resultado ligeiramente mais baixo
comparativamente com o controlo. Para estes resultados foi realizada a andlise de
variancia (Anova de fator Unico) que mostrou as diferencas entre os tratamentos ndo sao
estatisticamente significativas para um p<0.05. Portanto, estes resultados indicam que
nenhum dos tratamentos causou impacto significativo na biomassa seca das sementes

apos o “seedpriming”.

A percentagem de agua nas sementes ap6s 24h de “seedpriming” esta representada na
Figura 3.5. Com base na analise de variancia ndo se observaram diferencas significativas
na percentagem de agua nas sementes sujeitas aos diferentes tratamentos. Estes
resultados sugerem que o tipo de tratamento n&o influenciou a absor¢éo/retencéo de agua

pela semente.

A concentracdo de Zn determinado nas sementes depois de 24h de “seedpriming” e apos
lavagem com &gua ultra pura, esta representada na Figura 3.6. Observa-se que as
sementes com tratamento de controlo (agua), apresentam uma concentracdo de Zn mais
baixa do que os restantes tratamentos, como expectavel. O tratamento com as NPs ZnO
de 120 mg/L apresentou a maior concentracéo de Zn na semente (3.70 £ 0.906 pg/kg) em
comparagdo com os restantes. O tratamento com NPs ZnO M de 120 mg/L registou ainda
que a seguir ao tratamento com NPs ZnO de 120 mg/L um grande contetudo de Zn na

semente, cerca de, 2.28 + 0.210 pg/kg.

Os tratamentos com ZnS040.5 mg/L, NP ZnO 0.5 mg/L e NP ZnO M 0.5 mg/L comparados
com o controlo ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas. Por outro lado,
todos os tratamentos com uma concentracdo de Zn de 120 mg/L apresentam diferencas
significativas relativamente ao controlo (p< 0.05). O mesmo acontece quando se compara

os tratamentos com uma concentracdo de Zn de 120 mg/L, para os trés tipos de materiais,
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gue apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si, sendo que o material

NP ZnO foi aquele a que esteve associada a maior concentragéo de Zn na semente.
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Figura 3.4-Biomassa seca das sementes apés 24h de “seedpriming”. Nos resultados séo apresentados os
valores médios (n = 8). As barras de erro representam o desvio padrdo. A concentragdo de zinco nos
diferentes tratamentos é apresentada em mg/L. m.s=massa seca.
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Figura 3.5 — Percentagem de agua nas sementes em 24h de “seedpriming”. As barras de erro representam
o desvio padrdo. n = 8. A concentracao de zinco nos diferentes tratamentos é apresentada em mg/L.

26

Departamento de Ambiente e Ordenamento



Andreia Catarina Cirne Silva

5,00 C

4,50

4,00

3,50

3,00 e
2,50

2,00

1,50

b
1,00
0,50 a a a d
0,00 ﬁ = == =
120 0,5

0 0,5 120 0,5 120

Agua ZnS04 NP ZnO NP ZnO M
Tipo de tratamento

[Zn] nas sementes (mg/kg)

Figura 3.6 - Média da concentracdo de Zn nas sementes apos 24h de “seedpriming”. As barras de erro
representam o desvio padrdo. n = 2. A concentracdo de zinco nos diferentes tratamentos é apresentada
em mg/L. Os dados indicados pelas letras distintas séo significantemente diferentes a p <0,05 de acordo

com a Anova, teste estatistico de fator Unico.

Na Figura 3.7 observa-se as morfologias das fibras da superficie da semente analisadas
para os tratamentos NPs ZnO e NPs ZnO M com concentragcdo de 120 mg/L, resultado
obtido através da técnica aplicada para microscopia SEM, ou seja, microscopia eletrénica

de transmissao.

A Figura 3.7A e a Figura 3.7C mostram a semente na sua totalidade e a Figura 3.7B e
Figura 3.7D sdo as amplia¢des a 15k vezes das superficies das sementes. As estruturas
de coloragdo mais clara sinalizadas com um circulo na Figura 3.7B e Figura 3.7D

evidenciam a presenca de supostos agregados de NPs na superficie da semente.
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Figura 3.7 - Microfotografias de SEM da semente apo6s o processo de “seedpriming” com as NPs ZnO (A e

B) e as NPs ZnO M (C e D) na concentracéo de 120 mg/L. A e C — Imagens panoramicas da superficie da

semente com aumento de 50 x; B e D - Ampliagdo da superficie da semente com um aumento 15k x. Os

circulos brancos representam supostos agregados de NPs de ZnO e de NPs ZnO M (Tantiwatcharothai e
Prachayawarakorn, 2019).

Na Figura 3.8 verifica-se que na superficie da semente no dia 0 da germinacdo o Zn é
detetado somente nos tratamentos com NPs ZnO e de NPs ZnO M de concentracdo de
120 mg/L. Com a técnica EDS néo é visivel Zn nos restantes tratamentos, como por
exemplo, no sulfato de zinco em que o ido zinco é dissolvido imediatamente. No caso das
NPs, a sua dissolucao é gradual (Shukla et al., 2019). O espectrograma de EDS valida a

confirmacao de zinco observado na microscopia SEM.
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Figura 3.8 —Espetrograma de EDS das sementes ap0s o processo de “seedpriming” com ZnSQO4, NP ZnO,
NP ZnO M com concentragdes 0.5 e 120 mg/L
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3.2.2 GERMINACAO E VIGOR DAS SEMENTES

A Figura 3.9 apresenta os resultados de germinacdo das sementes anteriormente sujeitas
ao “seedpriming”. A germinacdo foi iniciada no dia 0. Nesse mesmo dia foram
contabilizadas as sementes que iniciaram o processo de germinacdo, ou seja, quando ja
apresentaram uma raiz branca de dimensdo muito pequena e durante os 6 dias este

processo repetiu-se diariamente.

O gréfico sugere que a taxa de germinacdo das sementes de tomate cereja podera ser
superior com as nanoparticulas de 6xido de zinco de 0.5 mg/L (Figura 3.9B). O valor
méximo de germinacgéo foi de 88.0 £ 12.7% e ocorreu ao dia 6 apos tratamento com as
NPs ZnO. Verifica-se que a taxa de germinacdo com as NPs ZnO M 0.5 mg/L ao sexto dia
de germinacao apresentou um valor mais baixo, mas favoravel, nomeadamente 84.0 +
14.4%. As sementes com tratamento de ZnSOs demonstraram as taxas mais baixas de
germinacao (80.0 + 15.7%). Como se pode visualizar no grafico a taxa de germinacdo com
as NPs ZnO foi mais rapida, isto €, ao dia 3 as NPs ZnO 80% das sementes estavam
germinadas, enquanto, com o ZnSOq esse valor apenas se igualou ap6és dois dias, ou seja,

no dia 5.

O indice de vigor das sementes expressa o nivel de desempenho e atividade das sementes
durante a germinacdo e emergéncia das plantulas (Waqas et al., 2019). O indice de vigor
das sementes no dia 1 apos “seedpriming” é aqui apresentado na Figura 3.10. As sementes
preparadas ZnSO., com concentracdo de 0.5 mg/L sdo as que apresentam o maior indice
de vigor em comparacao com os restantes tratamentos. Semelhante a taxa de germinacao,
as sementes preparadas com NPs ZnO M com concentracdo de 0.5 mg/L apresentam em
segundo lugar o indice de vigor mais elevado. Os resultados estatisticos mostraram que
estas diferencas ndo sao significativas diferentes entre os tratamentos testados, ou seja,

controlo (agua), ZnSO4, NPs ZnO e NPs ZnO M, na gama de concentragdes em estudo.
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Figura 3.9 — Impacto do ZnSOa4 (A); NPs ZnO (B) e NPs ZnO M (C) na germinacao das 25 sementes entre os dias 0 e 6. A concentragdo de zinco nos diferentes
tratamentos é apresentada em mg/L.
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tratamentos € apresentada em mg/L
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3.2.3 BIOMASSA SECA, PERCENTAGEM DE AGUA E CONCENTRACAO DE ZN NAS
PLANTULAS

Na Figura 3.11, sédo apresentados os valores médios da biomassa seca correspondente as
plantulas. O ZnSO4 em ambas concentracfes causou valores de biomassa seca das
plantulas significativamente (p <0.05) menores do que o0s restantes tratamentos, incluindo
o controlo (agua). Para as duas concentracdes (0.5 e 120 mg/L) ndo ocorrem diferencas

significativas entre si.

A retencédo de agua nas plantulas expressa em percentagem é apresentada na Figura 3.12.
Através da andlise de variancia, verificou-se que existem diferencas significativas na
retencdo de 4gua nas plantulas entre o tratamento de controlo e o tratamento com ZnSO4
0.5 mg/L. O tratamento com NPs ZnO reteve a menor percentagem de agua, contudo ndo
h& diferencas estatisticamente significativas.

A concentragdo de zinco nas plantulas é apresentada na Figura 3.13. Verificou-se que ha
diferencas significativas entre o controlo e os tratamentos com a concentragao de 120 mg/L
com base no teste de variancia observa-se que séo os valores dos tratamentos séo

estatisticamente superiores ao valores do controlo (agua).
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Figura 3.11 — Impacto dos tratamentos sob a biomassa seca nas plantulas apos 6 dias de germinacéo. As
barras de erro representam o desvio padrao. n = 5. A concentracéo de zinco nos diferentes tratamentos é
apresentada em mg/L. m. s=smassa seca
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Figura 3.12 — Média da percentagem de &gua nas plantulas apoés 6 dias de germinacéo. As barras de erro
representam o desvio padrdo. n = 5. A concentragdo de zinco nos diferentes tratamentos € apresentada
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Figura 3.13 - Média da concentrag&o de Zn nas plantulas ap6s 6 dias de germinacdo. As barras de erro
representam o desvio padrdo. n = 3. A concentragdo de zinco nos diferentes tratamentos € apresentada

em mg/L.
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3.3. CRESCIMENTO DAS PLANTAS

3.3.1 BIOMASSA SECA E CONCENTRAGAO DE ZINCO NAS RAIZES

Na Figura 3.14 é representada a média da biomassa seca das raizes ap0s a sua colheita,
isto é, ao 35° dia de crescimento. As NPs ZnO M em ambas as concentragdes comparadas
com o controlo (dgua) desencadeiam valores de biomassa seca das plantulas
significativamente (p<0.05) diferentes. Contudo, o tratamento de 120 mg/L com NPs ZnO
M, isto é, nanoparticulas de 6xido de zinco revestidas com mucilagem de sementes de
manjericao foi o que impulsionou ao maior desenvolvimento da raiz, 84.1 + 23 mg de massa
seca. Para os tratamentos com ZnSO4, NPs ZnO e NPs ZnO M com concentragdo de 0.5
mg/L também h& diferencas estatisticamente significativas entre si, no entanto quando
comparadas com o controlo ndo se afirma o mesmo, isto é, ha variabilidade nos resultados,

mas a média nao é significativamente diferente.
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Figura 3.14- Impacto dos tratamentos sob a biomassa seca nas raizes apds 35 dias de crescimento. As
barras de erro representam o desvio padrédo. n = 4 para 4gua e n=3 para 0s restantes tratamentos. A
concentragéo de zinco nos diferentes tratamentos é apresentada em mg/L. m.s=massa seca.

Seguidamente, na Figura 3.15 esta a concentracdo de zinco nas raizes das plantas apos
a sua colheita. O tratamento com NPs ZnO M 0.5 mg/L é o que apresenta valor superior

em relacdo aos restantes. Nao ha significatividade estatistica nas diferencas exibidas.
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Figura 3.15 - Média da concentragdo de Zn nas raizes das plantas apos 35 dias de crescimento. As barras
de erro representam o desvio padrao. n=4 para 4gua e n = 3 para os restantes . A concentracédo de zinco
nos diferentes tratamentos é apresentada em mg/L.

3.3.2 BIOMASSA SECA, PERCENTAGEM DE AGUA, COMPRIMENTOS E
CONCENTRAGCAO DE ZINCO NA PARTE AEREA

A Figura 3.16 apresenta os valores médios de biomassa seca correspondentes a parte
aérea da planta no dia da colheita. Em maior destaque esta a parte aérea que foi tratada
com NPs ZnO M cuja concentracao foi de 120 mg/L, onde foi possivel obter 0.143 + 0.062
g de massa seca. Os valores mais baixos de biomassa seca correspondem aos
tratamentos com concentracdo de 0.5 mg/L para as NPs ZnO e as NPs ZnO M, 0.024 +
0.09 e 0.025 + 0.004, respetivamente. A analise estatistica de todos os tratamentos afirma
gue o controlo (dgua) em comparacao as NPs ZnO 0.5 mg/L e as NPs ZnO M 120 mg/L
possuem diferencas com relevancia estatistica. Por fim, as NPs ZnO M de 0.5 e 120 mg/L

sdo também significativamente diferentes.

A percentagem de retencao de agua na parte aérea da planta é possivel ser visualizada
na Figura 3.17. O tratamento com sulfato, ZnSO4, com concentracdo de 0.5 mg/L registou
0 maior valor de agua retida na parte superior. Nao h& variabilidade nos resultados pelo

que estatisticamente ndo surgem diferencas significativas.

O comprimento (Figura 3.18) referente a parte aérea da planta calculado em cm colocou o

tratamento com NPs ZnO M de concentragdo 120 mg/L em destaque, ou seja, 13.5 + 4.4
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cm. Por outro lado, este tratamento, mas com concentragdo 0.5 mg/L correspondeu ao
segundo valor mais baixo, 4.63 + 0.69 cm. Entre estas concentracdes existem diferencas

estatisticamente significativas.

Na Figura 3.19 sdo apresentados os valores médios da concentracdo de zinco na parte
aérea da planta. O tratamento com NPs ZnO M de concentracdo 0.5 mg/L contém a maior
massa de zinco, isto é, 162.8 + 21.1 mg/kg. H&a variabilidade nos resultados, ligeiras

variacfes, mas, estatisticamente a média ndo é significativamente diferente.
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Figura 3.16 - Média da biomassa seca da parte aérea da planta. As barras de erro representam o
desvio padrdo. n = 4 para agua e n=3 para 0s restantes tratamentos. A concentragao de zinco nos
diferentes tratamentos é apresentada em mg/L.
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Figura 3.18— Média dos comprimentos da parte aérea da planta. As barras de erro representam o
desvio padrdo. n = 4 para agua e n=3 para os restantes tratamentos. A concentracdo de zinco nos

diferentes tratamentos € apresentada em mg/L.
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Figura 3.19 - Média da concentracdo de Zn na parte aérea das plantas apés 35 dias de crescimento.
As barras de erro representam o desvio padrdo. n=4 para agua e n = 3 para os restantes. A
concentracgdo de zinco nos diferentes tratamentos é apresentada em mg/L.

Os indicadores de crescimento das plantas como a biomassa seca das plantulas, o
comprimento da parte aérea da planta e a biomassa seca das raizes secas obtiveram um
aumento consideravel com os tratamentos NPs ZnO M 120 mg/L, NPs ZnSO,4 0.5mg/L e
NPs ZnO M 120 mg/L respetivamente em comparacdo com as plantas de controlo (Figura
3.11, Figura 3.18, Figura 3.14).
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4, DISCUSSAO

4.1. Vantagens da utilizacdo de Zn na forma de nanoparticulas (NPs ZnO)
em “seedpriming”, comparativamente com a aplicacdo de Zn naforma
idnica (ZnSO4)

A primeira vantagem da aplicacdo de NPs ZnO comparativamente ao ZnSO., é o facto da
taxa de germinacdo aumentar em 8%. A concentracdo de Zn retida na semente foi também
significativamente superior, cerca de 3.7 vezes maior do que nas sementes tratadas com
ZnSO0s, sugerindo que, o Zn aplicado na forma de nanoparticulas foi retido de forma mais
eficiente, podendo assim ser utilizado pela semente na sua germinacdo e
subsequentemente no crescimento da planta. Acharya et al realizaram varios estudos tanto
em laboratério, como em estufas, e constataram que os parametros de germinacao e
crescimento das sementes de melancia foram também melhores apds o tratamento com
nanoparticulas, neste caso de prata (Acharya et al., 2020). Este estudo sugeriu que o
“seedpriming” com NPs contribui para taxas de germinacdo maiores e crescimento mais
vigoroso das plantas, através de um impacto na atividade de enzimas tais como amilases,
protéases e lipases que quebram macromoléculas para o crescimento e desenvolvimento
do embrido (Acharya et al., 2020).

No tratamento com as nanoparticulas houve mais zinco retido na semente, indicando um
armazenamento de zinco mais eficiente pela semente que sera posteriormente usado nas
etapas seguintes para o desenvolvimento da planta. Os autores Elhaj Baddar e Unrine
também verificaram que as nanoparticulas com Oxido de zinco permitem uma maior
concentracdo de zinco associada a semente (Elhaj Baddar e Unrine, 2021). Raliya et al.
mostraram que aplicagdo de NPs de ZnO em sementes a uma concentragdo de 100 mg/kg
aumentaram a producao de fruta e a concentracdo Zn nos tecidos do tomate (Elhaj Baddar
e Unrine, 2021).

Uma vantagem da maior retencdo de Zn nas sementes tem a ver com o facto de que
guando colocadas hum solo pobre em Zn, as sementes preparadas com “seedpriming” de
NP ZnO, contém Zn que pode ser utilizado no desenvolvimento da planta, mesmo que este
ndo exista no solo. O “seedpriming” alivia assim o stress na fase de germinacdo e, em
dltima andlise, resulta em taxas mais elevadas de emergéncia de plantulas, pelo que a
formacdo de plantulas € mais bem sucedida (Acharya et al., 2020). No artigo de Elhaj
Baddar e Unrine é mencionado que poucos estudos anteriores investigaram o tratamento

de sementes com ZnO NPs antes do seu cultivo no solo. E referido pelos mesmo autores
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gue Taran et al. descobriram que sementes de trigo de Inverno que foram pré embebidas
com NPs ZnO em 120 mg Zn/mL continham mais 61% de Zn nas suas folhas em

comparacao com o controlo (Elhaj Baddar e Unrine, 2021).

Outra vantagem da utilizacdo de nanoparticulas séo os valores econdmicos. Acharya et al
afirma que o custo comercial das hanoparticulas torna este método economicamente viavel
(Acharya et al., 2020). Os resultados sugerem que quando o Zn foi aplicado na forma de
ZnS04, como se verifica pelos valores de concentracdo de Zn obtidos nos graficos, uma
parte do Zn aplicado foi perdida para as areas circundantes, nomeadamente o papel,
desperdicando o Zn e como tal, impossibilitou a sua utilizacdo pela semente.

Pereira et al, afirmam que as metodologias com as nanoparticulas sdo mais econémicas
em comparacao com os métodos quimicos, para além de aumentar a biocompatibilidade e
evitar a utilizacdo de produtos quimicos toxicos (Pereira et al., 2021). Por conseguinte,
Acharya et al mencionam também que a preparacdo de sementes com o “seedpriming”
associado as nanoparticulas pode ser rentavel, apoiar o desenvolvimento sustentavel da
agricultura bem como melhorar o condi¢des socioeconémicas dos agricultores. Este tipo
de abordagem pode reduzir a lixiviagdo de uma grande quantidade de fertilizantes e

nutrientes no ambiente e como tal o seu impacto ambiental (Acharya et al., 2020).

4.2. Efeito do revestimento das nanoparticulas de Zn (NPs ZnO) com
mucilagem da semente do manjericéo

No presente caso de estudo para além das NPs ZnO fez-se o revestimento com mucilagem
das nanoparticulas de 6xido de zinco uma vez que se esperava gue existisse um aumento
da sua adesividade a superficie das sementes. No entanto, verificou-se que a retencao de
Zn semente foi maior no caso em que apenas se aplicou NPs ZnO, isto é, sem estas
estarem revestidas com a mucilagem das sementes de manjericédo, apesar do tratamento
com NPs ZNO M ter tido um impacto mais positivo numa fase posterior de desenvolvimento
da planta. Toma-se como hipétese que as NPs ZnO melhoraram a absorcao de Zn apés o
"seedpriming". Elhaj Baddar e Unrine mencionam que existem provas que a quimica da
superficie das particulas influencia a absor¢cdo das nanoparticulas pelas plantas (Elhaj
Baddar e Unrine, 2021). A hip6tese considerada para este fendbmeno é que a mucilagem
apesar de aumentar a adesividade a semente, ao mesmo tempo, também reduziu a

absorcéo de Zn para o interior da semente numa fase inicial de germinagéo.
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Por outro lado, na plantula a média da concentracdo de zinco nos tratamentos com as NPs
ZnO e NPs ZnO M é idéntica. Quando se analisa a biomassa da planta da parte aérea
toma-se como hipétese que a mucilagem contribuiu para um melhor desenvolvimento da

planta, dado que o tratamento com NPs ZnO M de 120 mg/L obteve o maior rendimento.

4.3. Efeito do “seedpriming” com NPs ZnO e NPs ZnO M na absorcéo de
Zn pela semente ao longo do tempo e no crescimento da planta

No 35° dia de crescimento das plantas, verificou-se que em média ambos os tratamentos
com NPs ZnO e NPs ZnO M continham a casca da semente na raiz. E possivel que a casca
contivesse alguma concentracéo de zinco que nao foi totalmente absorvida pela planta,
contudo ndo é possivel usar esta caracteristica como hipétese para o maior
desenvolvimento com o tratamento das NPs ZnO M nas plantulas e plantas. Assim, seria

importante determinar a concentragdo de zinco na casca.

O estudo de Khadakovskaya et al sugeriu que as nanoparticulas podem induzir alteracées
morfofisioldgicas no comprimento da raiz, comprimento do caule, folha da biomassa fresca,
bem como biomassa seca, atributos fotossintéticos e parametros bioquimicos dependendo
da composicdo quimica, tamanho, tensdo de contacto, reatividade e mais

significativamente a dose de nanoparticulas (Faizan et al., 2018).

Estudos anteriores indicam que sementes de tremoco pré tratadas com suspensdes de
NPs ZnO com 60 mg Zn/L aumentaram em 39, 60, 40, e 66% o comprimento de raiz e dos
rebentos, a biomassa seca de plantas inteiras e concentracdes de Zn, respetivamente, em
comparagdo com o controlo (Elhaj Baddar e Unrine, 2021). Isto pode ser particularmente
importante em solos acidos e/ou pobres em Zn. Elhaj Baddar e Unrine constatam que o pH
do solo é uma chave determinante da biodisponibilidade Zn no solo. Neste artigo, é referido
gue tomates (Solanum lycopersicum) e o feijdes (Phaseolus vulgaris) cultivados num solo
naturalmente &cido (pH=5,4) tinham cerca de uma ordem de magnitude de Zn mais elevada
no tecido foliar em comparacdo com plantas cultivadas num solo calcario (pH=8,3) (Elhaj
Baddar e Unrine, 2021).

Quando analisado o papel da mucilagem este s6 é not6rio na fase da plantula e da planta.
Coloca-se também a hipo6tese de que que a propria mucilagem pode ter outros fatores que
contribuem para um melhor desenvolvimento e crescimento da planta. E, portanto,
necessario um estudo mais aprofundado para perceber a razdo deste comportamento.

Elhaj Baddar e Unrine fundamentam no seu artigo que nos estudos realizados com
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rebentos de cevada da espécie Hordeum vulgare as concentracbes de zinco foram 2,7
vezes superiores as dos controlos quando as sementes de cevada foram pré embebidas
(“seedpriming”) com NPs ZnO naturais com 80 mg Zn/L. No entanto, concluiram que as

NPs de ZnO néo potenciaram o crescimento das plantas. (Elhaj Baddar e Unrine, 2021).

A mucilagem é um subgrupo de hidrocol6ides contendo monossacarideos ligados com
acidos organicos e estdo proximos uns aos outros devido a componentes hidrofilicos e
hidrocoléides que originam uma solu¢do pegajosa ou um gel na presenca de agua (Tosif
et al.,, 2021). Num estudo apresentado no artigo de Tosif et al foi observado que a
mucilagem de sementes de manjericdo continha xilana (24.29%), glucano (2.31%) e
glucamannan (43%) (Tosif et al., 2021). A composi¢cdo da mucilagem das sementes de
manjericdo no presente estudo aproxima-se a da literatura e estas caracteristicas dispde
de uma influéncia nos resultados apresentados no capitulo 3. Pressupfe-se que 0s
componentes hidrofilicos e hidrocoléides em conjunto com a capacidade de libertagéo
progressiva das NPs retenham durante mais tempo e ainda na fase de semente, o ido Zn,
disponibilizando-o por mais tempo devido a essa capacidade durante o seu periodo de
vida. A mucilagem tem propriedades antibacterianas e antifingicas que também pode
prevenir ou reduzir o risco de doencas transmitidas por alimentos e deterioracdo alimentar
(Tosif et al., 2021). Esta protecdo ainda que, menos sujeita nos testes de laboratorio

realizados, podera explicar a obtencéo de plantas substancialmente mais vigorosas.

O tratamento com NPs ZnO M (120 mg/L) contribuiu para um aumento de 4 vezes no valor
de biomassa seca das raizes e de 5 vezes de hiomassa seca da parte aérea da planta
comparativamente ao controlo com agua. Este tratamento com NPs ZnO M promoveu
ainda um aumento médio do comprimento da parte aérea da plantas em aproximadamente

7.8 cm em comparac&o com o tratamento com agua.

Estes resultados sugerem que o tratamento das sementes com NPs ZnO M é o mais eficaz
para o desenvolvimento da planta, associado a uma maior biomassa das raizes e das

folhas.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho através dos ensaios realizados foi possivel observar que a aplicacdo de Zn
na forma de NPs ZnO promoveu uma maior taxa de germina¢éo e uma maior retencao de
Zn estando disponivel nas fases posteriores do desenvolvimento da planta em comparacao

com as sementes tratadas com ZnSOa.

Por outro lado, o "seedpriming” das sementes com NPs ZnO M (120 mg/L de Zn) conduziu
a maiores valores de biomassa seca das raizes e da parte aérea das plantas comparado
sementes tratadas com NPs ZnO. Este tratamento com NPs ZnO M (120 mg/L de Zn)
promoveu ainda um aumento médio do comprimento da parte aérea das plantas em

aproximadamente, 7.8 cm em comparagdo com o tratamento com agua.

Os resultados aqui obtidos sugerem que os tratamentos com NPs ZnO e NPs ZnO M
permitiram reduzir as perdas de Zn aplicado comparativamente a aplicagdo de Zn na forma
ionia (ZnS04), tratamento convencional. A maior retencdo de Zn nas sementes com estes
tratamentos, em particular para a concentracdo de Zn aplicada de 120 mg/L permitiu uma
maior disponibilidade de Zn na semente para a fase posterior de desenvolvimento da

planta.

O “seedpriming” com NPs reduz potencialmente a necessidade da fertilizagdo do solo com
zinco, diminuindo os efeitos colaterais da poluicdo do solo e da agua, nomeadamente a
contaminacdo das aguas subterrdneas e superficiais. A utilizacdo de nanoparticulas

podera ser vantajosa para o crescimento de colheitas em solos pobres em Zn.

As NPs ZnO M tém potencial para serem utlizadas como um método mais eficiente de
aplicacdo de Zn em tomateiros comparativamente ao tratamento convencional e, em
particular quando aplicado através da metodologia de “seedpriming”. Os resultados
sugerem que a prépria mucilagem podera ter um impacto positivo no crescimento da
planta. De futuro poderédo também ser estudas outras propriedades destes materiais (por
exemplo, o impacto na atividade enzimatica ou capacidade antifingica e antimicrobiana)
que porventura, também contribuirdo para um impacto positivo no crescimento da planta
de tomate cereja. Sera também importante avaliar o efeitos do “seedpriming” com estes

materiais de Zn em plantas de outras espécies.
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5.1.

SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Hé& a necessidade de fortalecer a investigacdo desta teméatica e algumas das abordagens

de investigacao sugeridas para explorar mais a eficiéncia Zn podem incluir o seguinte:

Ampliacdo do estudo até a formacao do fruto (tomate cereja) e analisar a sua
concentracdo de Zn;

Alargar este ensaio a outras culturas que também tenham problemas de deficiéncia
de Zn. Este trabalho s6 incluiu o estudo de uma planta, ou seja, estas conclusdes
aplicam-se ao tomate cereja.

Quantificar a adsor¢céo e a absorcdo do Zn aplicado nas sementes;

Avaliar os mecanismos de resposta da planta em termos de absorcdo de agua e de
nutrientes pela raiz com e sem “seedpriming” para o sulfato de zinco e para as
nanoparticulas de 6xido de zinco;

Analisar o efeito da aplicacéo de Zn na forma de NPs em parametros fotossintéticos
e bioquimicos da planta (Faizan et al.,, 2021), como atividade das enzimas
antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POX) e catalase
(CAT) (Santos Ortolan, 2015), ou o teor de proteinas nas plantas (Santos Ortolan,
2015);

Determinar a massa e a concentracdo de Zn em todos os compartimentos da planta
e na areia, junto a raiz das plantas (rizosfera);

Avaliar a dissolucdo das NPs ZnO em agua e na mucilagem da semente de
manjericao;

Determinar a concentracdo 6tima de NPs ZnO M para aplicacdo na semente com
0 método “seedpriming” realizando um ensaio com uma gama mais alargada de
doses de Zn aplicadas;

Compreender o impacto da propria mucilagem durante a germinacdo das
sementes, das plantulas e no crescimento da planta.
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Anexo A — Calculos para obtencédo das concentracfes de Zn em
estudo

e 7ZnS04.7H.0
o Massa molecular (ZnS0.4.7H,0) = 287.56 g/mol

o Massa molecular (Zn) = 65.39 g/mol

287,56 g/IMOI ---n-nnmmrmrmememenonos 100 %
65,39 g/mol -----------oooeeooooes o
o = 22,74%
1 g Zn ----------------------- 100 %
B - 22,74 %

B =0.2274 g de Zn = 227 mg Zn/g ZnSO4.7H>0

Os célculos foram realizados para o excesso de 120 mg/L em todos os tratamentos.

0,2274 g ZN —------mmmmmmmmmm e 1 g de ZnSO4

0,120 g Zn - o

© =0.529 g= 520 mg

Esta massa esta para 1 L para 0.02 L qual o valor da massa?

520 mg ---------------m - 1L
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e NP ZnO
o Massa da nanoparticula = 946.61+36.5 mg/g de nanoparticulas de ZnO

0,9466 g -------------=mmmmmm o 1 gde NP ZnO

e NPZnOM

o Massa da nanoparticula = 951.86+35.12 mg de Zn/ g de nanoparticulas de
ZnO com mucilagem

O Lo e — 1gde NP ZnO M

0,120(g -----=========s=smeememeannnannn ©

© =0,126 g= 126 mg
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Anexo B — Resultados da espectroscopia de infravermelhos de
reflex&o total atenuada (ATR-FTIR)

O espectro da mucilagem indicou bandas de absorcdo a 3328, 2926, 1635, 1409 e 1383
cm? que foram atribuidas a OH (hidréxido), CH2 (hidrocarbonetos), C-OO alongamento
assimétrico (carboxilato livre), C-OO alongamento simétrico, C-O e elongacdo C-O-C,
respetivamente (Figura 20). Na faixa de absorgdo a 1041 cm™, é atribuido o grupo COO,
gue confirma a presenca de acido uronico presente na mucilagem do manjericdo (Kurd et
al., 2017).

O espectro FTIR de nanoparticulas de ZnO mostra bandas de absor¢ao caracteristicas em
1543, 1398, 865 e 469 cm™ que foram atribuidas a O-H, C=0, dobragem Z-O, alongamento
Z-O (Khan et al., 2015).

Pode ser visto no espectro da NP ZnO M que todas as bandas caracteristicas da NP ZnO
estao presentes com a adi¢cao da banda atribuida ao grupo C-O-C do acido urdnico, o que

prova a presenc¢a de mucilagem nas nanoparticulas.
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Figura 20 - Espectro FTIR de Mucilagem da NP ZnO e NP ZnO M.
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Anexo C- Anadlise de difracéo de raios X (XRD)

Nas analises de raios X da mucilagem mostrou uma estrutura amorfa com muito baixa
cristalinidade geral. As regides cristalinas foram vistas num angulo (26) de 30-31° (Kurd et
al., 2017).

Na analise da NP ZnO e da NP ZnO M (Figura 21) foi possivel observar os picos de difracao
localizados em 31.84°, 34.52°, 36.33°, 34.40°, 36.27°, 47.36°, 56.72°, 62.81°, 67.13° e
69.2° que ja foram indexados como picos caracteristicos da fase wurtzite hexagonal ZnO
(numero de cartdo JPCDS: 36 -1451) (Raoufi e Raoufi, 2009), e também confirma que o
processo de cobertura das nanoparticulas ndo provocou contaminagdo com outros
materiais que apresentam cristalinidade, uma vez que ndo contém outros picos

caracteristicos XRD para além dos picos ZnO.
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Figura 21 — Difractogramas de: A) NP ZnO M; B) NP ZnO; C) Mucilagem de sementes de manjericdo.
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