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SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO
EXTRATOS VEGETAIS PARA O CONTROLE DE Meloidogyne incognita

(POLEZ,V.L.P'; ROCHA,T.L'; JESUS, K.R*; SOLL,C.B'; PUPE,J'; VIEIRA, R.F."; SILVA,
D.B'; ALVES, R.B. N', COSTA,D.C', ABIORAMA,A.F'; BONATTO,C.C'; SILVA,L.P")

1 r. . . 2 . .
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e “Embrapa Meio Ambiente) vera.polez@embrapa.br
Classificacdo: Novos materiais e processos em nanotecnologia e suas aplica¢des no agronegocio.

Resumo

O fitonematoide Meloidogyne incognita é responsavel pela reducdo na produtividade e na qualidade
dos produtos agricolas em termos mundiais. O controle deste fitoparasita permanece centrado no uso
de nematicidas sintéticos, problematicos a satide humana, animal e ao meio ambiente. Assim, a
nanotecnologia verde estd sendo proposta visando ao controle de M. incognita. A sintese verde de
nanoparticulas (NPs) apresenta custo baixo, biocompatibilidade, auséncia/baixa toxicidade e um
menor impacto ao meio ambiente. Neste caso, foi proposta a sintese de nanoparticulas de prata
(AgNPs) utilizando-se extratos vegetais aquosos de dez espécies pertencentes & Colecdo de
Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Embrapa visando ao controle de M. incognita. A
sintese de AgNPs foi realizada utilizando-se extratos aquosos e nitrato de prata na concentragdo de
ImM. O didmetro hidrodindmico das AgNPs variaram entre 68,5+2,4 a 329,8+44,13nm no periodo de
seca e 39,748,9 a 218,0£3,Inm no periodo chuvoso. Todas as AgNPs apresentaram agdo
nematotdxica. Duas foram selecionadas devido a estabilidade e agdo nematotoxica. A avaliagdo dos
riscos das AgNPs estd sendo realizada pela formulacdo de indicadores especificos dos riscos
ambientais e ecotoxicoldgicos e serdo testados durante a execucdo da pesquisa para garantir o
desenvolvimento de forma sustentavel e segura para o meio ambiente.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Sintese verde; Banco de Germoplasma; Controle; Meloidogyne
incognita,

GREEN SYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES USING PLANT EXTRACTS FOR
THE CONTROL OF Meloidogyne incognita

Abstract

The phytonematode Meloidogyne incognita is responsible for the reduction in productivity and quality
of agricultural products in world terms. The control of this phytoparasite remains centered on the use
of nematicides synthetics, problematic to human health, animal and the environment. Thus, the green
nanotechnology is being proposed for the control of M. incognita. The nanoparticles (NPs) synthesis
show low cost, biocompatibility, absence/low toxicity, as well as a lesser impact on the environment.
In this case it was proposed the silver nanoparticles (AgNPs) synthesis using plant extracts of 10
species belonging to the Germplasm Medicinal and Aromatic Plants Collection from Embrapa aiming
the control of M. incognita. The AgNPs synthesis was performed using aqueous extracts and silver
nitrate at concentration of 1mM. The AgNPs hydrodynamic diameter ranged from 68.5+2.4 to
329.8444,13nm during the dry season and 39.7+8,9 to 218,0£3,Inm in the rainy season. All the
AgNPs presented nematotoxic action. Two were selected due to the stability and nematototoxic action.
The risk assessment of AgNPs is being performed, so specific indicators of environmental and
ecotoxicological risks are being formulated and will be tested during the execution of the research to
ensure the development in a sustainable and safe way for the environment.

Keywords: Nanoparticles; Green synthesis; Germplasm Bank; Control; Meloidogyne incognita.

1 INTRODUCAO
A nanobiotecnologia ¢ uma area promissora que integra diferentes ciéncias como a quimica, a

fisica, a biologia e a ciéncia de materiais. As nanoparticulas metdlicas (NPMs) podem ser geradas por
métodos quimicos, fisicos e biologicos. Os métodos quimicos e fisicos utilizam substancias toxicas,
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logo, suas aplica¢des nas areas de satide e ambiental sdo limitadas (SILVA et al., 2017). Por outro
lado, a sintese biologica de nanomateriais (nanotecnologia verde) visa ao aproveitamento da
biodiversidade, sendo uma importante estratégia devido ao custo-beneficio, a biocompatibilidade, a
auséncia ou toxicidade baixa ¢ ao baixo impacto ambiental. Neste caso, este tipo de sintese de NPMs
pode ser proveniente de organismos procariontes ou eucariontes, ¢ pode constituir organismo inteiro,
parte dele ou apenas compostos (BONATTO & SILVA, 2014; SILVA et al., 2017). Os recursos
biologicos provenientes de plantas sdo fontes significativas de moléculas redutoras e estabilizadoras
para a sintese de NPMs, tais como: metabolitos secundarios (alcaloides, terpenoides, acido cumarico),
proteinas, entre outros (SILVA et al., 2017). Os bancos ativos de germoplasmas sdo fontes importantes
de recursos bioldgicos para a sintese de NPMs pois, congregam algumas das caracteristicas desejaveis
em tais processos como a rastreabilidade dos materiais bioldgicos e o conhecimento de intimeras
caracteristicas das plantas como por exemplo perfis fitoquimicos determinados. As NPMs apresentam
aplicagdes em diversos setores tais como na biotecnologia, na saude e na agropecudria.

O fitonematoide Meloidogyne incognita se destaca por parasitar um numero significativo de
culturas de interesse econdmico tais como a cana-de-agucar, o café, a soja, o feijao, o algoddo, entre
outras (BRASS et al., 2008; LOPES et al., 2011). Atualmente, o método mais explorado para o
controle desse organismo esta centrado na utilizag@o intensa de nematicidas sintéticos, os quais podem
resultar em diversos danos para o meio ambiente e para a saide animal ¢ humana (CABONI, 2014).
Nesse contexto, o uso de estratégias mais sustentaveis e ambientalmente mais seguras vem sendo
apresentadas como alternativas para o controle de pragas/patdgenos.

Assim, o objetivo do trabalho foi sintetizar ¢ iniciar a caracterizago fisico-quimica e bioldgica
das nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando extratos de folhas de plantas medicinais proveniente
da Colecao de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Embrapa visando ao controle de
M. incognita.

Na literatura, at¢ o momento, ndo existem artigos referentes a acdo de AgNPs, via sintese
verde, para o controle de fitonematoides mas existem trabalhos preliminares gerados pela equipe que
demonstram esse potencial (SILVA, 2014; BONATTO, 2016). Outra vertente importante refere-se as
avaliagdes de seguranga das AgNPs que vem sendo desenvolvidas e ja estdo disponiveis para uso e
comercializa¢do sem que reflexdes sobre seu uso seguro. Desta forma, é de extrema importincia a
formulacdo de parametros técnicos que identifiquem esses riscos com a finalidade de auxiliar os
desenvolvedores destas tecnologias de forma segura e sustentavel (JESUS & MASSINI, 2016).

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Desenvolvimento e caracterizacio das AgNPs

Material bioldgico: No presente trabalho foram utilizadas folhas expandidas de 10 espécies de

diferentes familias selecionadas da colecdo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As amostras de folhas frescas foram coletadas,
higienizadas e congeladas (-40°C) para posterior extragdo aquosa. As coletas foram realizadas em dois
periodos do ano (seca e chuva). O voucher de cada espécie foi depositado no herbario da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia sendo fiel depositario para amostras do patrimonio genético.
Todos os procedimentos para coleta e acesso foram realizados de acordo com a legislacdo brasileira
(Lei 131232015) seguindo todas as recomendagdes e as normas da Embrapa.
Sintese das AgNPs: As reacdes de sinteses das AgNPs foram realizadas de acordo com Bonatto e Silva
(2014) onde foram realizadas apenas uma sintese em cada periodo (seca e chuva) e as folhas coletadas
no inverno foram realizadas as sinteses com as folhas congeladas e liofilizadas. Os controles foram os
extratos aquoso das folhas e o nitrato de prata. A reagdo de sintese foi realizada a 70°C durante 2 horas
e 30 minutos e as absorbancias das amostras foram mesuradas a cada 30 minutos em seguida foram
armazenadas a —4°C.

Caracterizagdo das AgNPs: As AgNPs foram analisadas por espalhamento de luz dindmico e
potencial Zeta. As AgNPs foram caracterizadas referente ao didmetro hidrodindmico-DH (nm), ao
indice de polidispersividade - Pdl, Potencial Zeta (mV) e condutividade elétrica (mS/cm). As amostras
foram analisadas apds diluigdo em agua ultrapura (1:10 v/v). As medidas foram realizadas em
triplicata conforme procedimento padronizado.
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2.2. Exposicio dos nematoides as AgNPs

Bioensaios com Meloidogyne incognita: Os nematoides foram mantidos em casa de vegetag@o
em plantas de Nicotiana tabacum infestadas. A extracdo dos ovos de M. incognita foi realizada apos
trés meses de infestagdo. O processo de extragdo dos ovos nas raizes foi realizado de acordo com
adaptacdo de Hussey e Barker (1973). O preparo dos ovos para a eclos@o e ensaios foram realizados
conforme procedimento padronizado. As AgNPs e seus respectivos controles (extrato folha e nitrato
de prata) foram transferidos individualmente para tubos de microcentrifuga contendo cada um 60
nematoides na fase infectiva (J2) em um volume final de 500 pL em quatro diferentes concentracdes
de AgNPs e seus respectivos controles. Os tubos foram mantidos a 25°C e apds 48 horas os
nematoides foram contados com o auxilio de microscopio dptico e ldmina de Peters. Os ensaios foram
realizados em triplicata, e tiveram como controle positivo (agua) e negativo (alcool 70%).

2.3. Formulacéo dos indicadores de riscos para ensaios com nematoides expostos as AgNPs.

Os indicadores de riscos ecotoxicologicos foram formulados por intermédio de uma minuciosa
analise da literatura cientifica referente ao tema sendo elaborados 10 indicadores (JESUS &
MASSINI, 2016) que retrataram os aspectos mais relevantes concernente ao desenvolvimento de uma
NPM, sua efetividade para o organismo alvo ¢ ndo alvo do controle para ensaios preliminares que
possam indicar o potencial de risco da tecnologia. Os indicadores empregados para os testes com
nematoides estdo apresentados na Tabela 2 e permitem embasar a avaliacdo da seguranca das AgNPs
de modo incipiente na pesquisa. Novos indicadores estdo sendo propostos pela equipe e serdo
empregados nos experimentos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O monitoramento por espectroscopia de absor¢do durante o periodo de sintese indicou
diferencas nos perfis de absor¢do indicativos de formagdo das AgNPs, sendo observadas influéncias
interespecificas e intersazonais. Adicionalmente, foram observadas diferengas nos picos referentes a
RPS (Ressondncia de Plasménica de Superficie). A caracterizagdo das AgNPs por DLS indicou
formagdo de particulas de tamanho na faixa nanométrica, PdI variado e estabilidade coloidal incipiente
¢ moderada (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagdo das AgNPs sintetizadas (didmetro hidrodindmico-DH, PdI e potencial zeta).

Coleta DH(nm) PdI Potencial Zeta
Periodo de seca 68,5+2.4 0,275+0,005 -22,149,6
329,8444,13 0,66210,187 -36,5+0,9
Periodo de chuva 39,748.,9 0,236+0,034 -5,1£4,0
218,043,1 0,801+0,174 -37,013,3

Todas as AgNPs apresentaram ag@o nematotoxica. Duas foram selecionadas devido a
estabilidade coloidal (inferida pelo potencial Zeta) e a¢do nematotdxica mais pronunciada onde foi
detectado que as AgNPs podem matar os nematoides (observacdo de formagdo de vacuolos na regido
intestinal sugerindo um mecanismo de ruptura de membrana — dados ndo demonstrados) ou podem
comprometer o0 movimento de forma irreversivel o que podera resultar no impedimento da infestagéo
da planta sendo essa a¢do dose-dependente. Adicionalmente, apesar da solugdo de nitrato de prata
resultar na morte de 100% do J2 de M. incognita (Figura 1) vale enfatizar que o composto esta na sua
forma livre (Ag") enquanto que nas AgNP-4 e AgNp-10 encontram-se na forma nanoestruturada que
podera ser liberada de uma forma gradual e sustentada.

Embrapa Instrumentagdo, Sao Carlos/SP, 21 a 22 de Novembro de 2017
579



IX Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio

100 —
80
60
20 OVivos
® Mortos
20
o || bm m n
™
QP‘ %

& N >
X SR S

% de J2 de M. incognita

Figura 1. Bioensaio in vitro com as AgNP-4 e AgNP-10 contra J2 de M. incognita. Controles: agua (C-); etanol
(C+); nitrato de prata (C-P-4 e C-P-10) e extrato aquoso da folha (C-Ex-4 e C-Ex-10).

Os riscos envolvidos em todos os momentos de exposi¢do as NPs, desde a producido, até a
limpeza, o estoque e o transporte, devem ser estudados e enumerados. Devido ao fato das NPs serem
frequentemente formuladas para apresentarem propriedades muito especificas ¢ possivel que esta nova
estrutura possa apresentar efeitos ecototoxicoldgicos incomuns quando acumulados ou disperso no
meio ambiente. Neste contexto, foram testados pela equipe alguns indicadores de riscos
ecotoxicologicos (JESUS & MASSINI, 2016) propostos por pesquisas anteriores da Rede AgroNano
(Tabela 2) e estdo apresentados abaixo os testes realizados de modo incipiente, mas estdo previstos
ensaios para avaliagdes de riscos mais amplas em pesquisas futuras.

Tabela 2. Lista preliminar de indicadores de riscos ecotoxicoldgicos para testes de seguranga e
efetividade da exposi¢do de nematoides as AgNPs

Area Ecotoxicologia Resultados das avaliacdes com AgNPs

1- Resultado positivo para o teste de toxicidade in | Resultado positivo para o teste in vitro: AgNPs tem

Vitro acdo efetiva.
2- Resultado positivo do Teste de toxicidade in Resultado em andamento
Vivo

3- Avaliagdo da relag@o dose/resposta das AgNPs | Nao foi feita liberagdo no ambiente.
com potencial toxico antes da sua liberagio

Foram empregados nitrato de prata, indicando

necessidade de protocolos especificos para descartes.

Em formulagdo pela equipe.

5- Relato de ocorréncia anterior de algum dano a Nio existe relato de dano associado com outras
saude humana e animal ocasionado pela particulas ou substincia de origem vegetal.
exposi¢do as AgNPs.

4- Presenca de particula toxicas associados a NPs
(6xidos de metais, prata, fulereno, etcs)

4 CONCLUSAO

A Colecdo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas apresenta-se como uma fonte
importante para a obtenc@o de extratos para a sintese de AgNPs. Todas as AgNPs apresentaram agdo
nematotoxica principalmente as AgNP-4 e AgNP-10 indicando potencial para o controle do
fitonematoide M. incognita.
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