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EFEITO DA NANOPRATA NO CRESCIMENTO E TEOR DE CLOROFILA DA MACROFITA
AQUATICA Lemna minor

Rafaela Mendes Santos Pereiral; Fernanda Sana Pertrini?; Rodrigo Fernandes Castanha?; Vera
Lucia S. S. De Castro*; Claudio Martin Jonsson®

N° 21415

RESUMO - As nanoparticulas de prata (AgNP) vém despertando grande interesse no meio cientifico
por possuirem propriedades importantes, tais como, condutividade elétrica e térmica, atividade
catalitica, flexibiliade, estabilidade quimica, maleabilidade e o baixo custo de producdo. Apesar do
desempenho em diferentes fungéo, estudos tém alertados sobre os possiveis efeitos que a AQNP
pode causar ao meio ambiente decorrente do aumento de sua produgéo e utilizagdo. A Lemna minor
(Lentilha-de-a4gua) € uma macrdfita encontrada em agua doce e normalmente utlizada em testes de
ecotoxicidade de poluentes ambientais. Este estudo teve como obijetivo avaliar os efeitos da AgNP
estabilizada em polivinil &lcool (PVA) sobre o crescimento, teor de clorofila e massa da matéria iUmida
da macrdfita. As mudas foram expostas em 5 mL de solugéo teste, com 24 repeticBes para cada
concentragédo-teste: 0,0; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 mg L™* de AgNP-PVA. Foi contabilizado diariamente o
namero de frondes, e ao final do periodo de exposi¢do de 7 dias foi determinada a concentragdo
efetiva média a 168 horas (CE50-168h) para cada indicador avaliado. A concentracdo de efeito ndo
observado (CENO) associada a taxa de crescimento, teor de clorofila e peso umido é
respectivamente de 0,326; 0,370 e 0,261 mg L. Os resultados deste estudo em conjunto com o de
outros organismos servem como parametros de ecotoxicidade para estabelecimento de

concentracdo maximas de protecdo das comunidades.
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ABSTRACT - Silver nanoparticles (AgNP) have attracted great interest in the scientific community
because they have important properties, such as eletrical and thermal conductivity, catalytic activity,
fIxibility, chemical stability, malleabillity and low production cost. Despite the performace in different
functions, studies have warned about the possible effects that AQNP can cause to the environment
due to its increased production and use. Lemna minor (Duckweed) is a macrophyte found in fresh
water and commonly used in ecotoxicity tests for environmental pollutants. This study aimed to
evaluate the effects of AgQNP stabilized in polynivyl alcohol (PVA) on macrophyte growth, chlorophyll
content and wet matter mass. The seedlings were exposed to 5 mL of test solution, with 24 repetitions
for each test concentration: 0.0; 0.01; 0.1; 1; 10 and 100 mg L™ AgNP-PVA. The number of fronds
was counted daily and the mean effective concentration at 168 hours (EC50-168 h) was evaluated
for each end point at the end of the 7-day exposure period. The no observed effect concentration
(CENO) related with the growth rate, chlorophyll content and wet weight is respectively of 0.326;
0.370 and 0.261 mg L™. The results of this study serve as ecotoxicity parameters in conjunction with
the parameters of other organisms in order to establish maximum concentrations for protection of the

communities.
Keywords: Macrophyte, ecotoxicology, hanotoxicology, nanosilver, toxicity, nanomaterial.

1. INTRODUCAO

As nanoparticulas (NPs) séo utilizadas em diferentes areas de producgéo: téxtil, alimenticia,
tecnoldgica, biomédica e agricola. Especificamente, as nanoparticulas de Ag (AgNP) vém
despertando grande enfoque nas pesquisas por possuirem propriedades importantes, tais como,
condutividade elétrica e térmica, atividade catalitica, flexibilidade, estabilidade quimica,
maleabilidade e o baixo custo de producdo (DURAN, 2018; RAZA et al., 2021).

Quanto a sua aplicacdo no setor agricola, o crescimento de fungos fitopatogénicos como
Podosphaera pannosa (em aboboras), Pythium ultimim e Colletotrichum gloeosporioides (em outros
vegetais), foi inibido pela aplicacdo de AgNP. Essas nanoparticulas também podem ser usadas na
desinfeccéo de sementes e bulbos (PARK et al., 2006; CASTRO-RESTREPO, 2017).
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Apesar do desempenho em diferentes funcbes, estudos tém alertados sobre os possiveis
efeitos que a AgNP pode causar ao meio ambiente decorrentes do aumento de sua producéo e
utilizacdo. Sendo os ions metélicos agentes promotores de estresses oxidativos e a AgNP uma
espécie coloidal, pode ser gerado esse efeito adverso que causa danos as células das plantas,
consequentemente, de liberacéo de ions de Ag?*. Assim, a germinacéo, crescimento e até mesmo a
absor¢cdo de alguns nutrientes podem ser alterados (NOGUEIRA; PAINO; ZUCOLOTTO, 2013;
DUARTE et al., 2014; GALAZZI, 2017).

A Lemna minor (lentilha-de-agua) é uma macrofita encontrada em agua doce e normalmente
utilizada em testes de ecotoxidade de poluentes ambientes. A rapida reproducao, facilidade de
cultura e tamanho reduzido tem facilitado seu uso em testes toxicolégicos (BRAIN; SOLOMON, 2007;
GUBBINS; BATTY; LEAD, 2011).

No presente trabalho avaliou-se os efeitos da AgNP estabilizada em polivinil alcool sobre o

crescimento, teor de clorofila e biomassa (massa da matéria Umida) da macréfita Lemna minor.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material-teste:

Foram utilizados nanoparticulas de prata estabilizadas em polivil alcool (AgNP-PVA),
fornecidas pelo Laboratério Nacional de Nanotecnologia para o Agronegécio da Embrapa
Instrumentacdo. Estas nanoparticulas foram sintetizadas solubilizando-se polivinil &lcool (PVA) em
agua deionizada, sob aquecimento, sendo adicionado, em seguida, o nitrato de prata em banho de
gelo sob agitacao, e posteriormente, adicionado borohidreto de sddio por gotejamento até a obtencéo
de uma solucéo com coloragdo amarela (BERNI NETO; RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008).

2.2. Organismos-teste e delineamento experimental:

As culturas de Lemna minor usadas no experimento foram obtidas por cultivo em meio NPK
(CH4N20, P,0s, K20) (SIPAUBA-TAVARES; PEREIRA, 2008) e os ensaios foram realizados por 168

h a 24 + 2 °C, sob constante iluminacéo de aproximadacdo ~700 lux.

As mudas foram expostas em placas de poliestireno de 12 pogos, com delineamento
inteiramente casualizado. Foram colocados 2 frondes em 5 mL de solugéo teste por pogco, com 24
repeticdes para cada concentracdo-teste: 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 mg L de AgNP-PVA, além da

auséncia de AgNP-PVA (0,0 mg L1). Para avaliar o crescimento das Lemnas foram feitas contagens
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diarias do numero de frondes. Ao final do periodo de exposi¢céo, cada fronde foi pesada e assim foi

determinado o efeito sobre a altera¢do na biomassa (massa da matéria imida).

Apos a pesagem, as amostras foram colocadas em tubos de Eppendorf com 1 mL de etanol
por 24 h a 4 °C para extracdo da clorofila (ZHANG et al., 2018). Os extratos obtidos foram lidos em
espectrofotdbmetro, em comprimentos de ondas de 649 a 665 nm, permitindo a quantificacdo das

clorofilas “a” e “b” por equagdes descritas por Brain e Solomon (2007). O teor de clorofila foi calculado

a partir da soma dos dois parametros.

Apo6s o periodo de exposi¢ao foram determinados os valores de CE50 — 168h (concentracao
efetiva média que causa efeito inibitério em 50% referente ao crescimento, massa da matéria Umida
ou teor de clorofila), assim como os intervalos de confianca a nivel de 95% de certeza. Para isto,
utilizou-se o modulo de “Regressédo Simples” do programa estatistico Statgraphics Centurion XVII,
versdo 1. 17. 04 (StatPoint Technologies). Os valores de concentracdo do material-teste foram
transformados em “Log ( concentracao + 1)”. Esta transformagao € usada para um conjunto de dados
de dose-resposta em que a dose estd em escala exponencial com uma concentracdo de dose no
controle equivalente a zero (ON BIOSTATISTICS AND CLINICAL TRIALS, 2012).

A concentracdo de efeito ndo observado (CENO) foi estimada através do calculo do efeito
inibitério em 10% referente ao crescimento, massa da matéria imida ou teor de clorofila (CE10-
168h). Assim, o limite superior do intervalo de confianga 95% da CE10-168h foi considerado como
CENO.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito nataxa de crescimento

O efeito da AgNP-PVA, sob a taxa de crescimento da planta L. Minor, foi avaliado ao longo
de 7 dias, contando o numero de frondes. Observou-se que em altas concentracdes menos frondes
foram produzidos em funcéao do tempo (Figura 1). Este efeito também foi constatado por Lalau (2020)
sugerindo que a reducdo de frondes em concentracfes mais altas pode ter limitado elementos
necessarios para o metabolismo e desenvolvimento da planta (metabolismo fotossintético e uso de
reservas energéticas). Foi estabelecido uma relacao de dose-reposta que permitiu calcular o valor
de CE50-168h (Figura 2), equivalente a 11,445 mg L?, com intervalo de confianca 95% de 4,712 a
32,884 mg L. O valor de CENO calculado foi de 0,326 mg L.
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Figura 1. Influéncia da nanoprata estabilizada em polivinil &lcool (AgNP-PVA) no crescimento de frondes da
macrofita Lemna minor. Duas frondes foram expostas em placas de 12 pogos nas correspondentes situagées:
auséncia de AgNP-PVA (0,0 mg L) (a) e na concentracdo-teste de 100 mg L* (b). Foi avaliado diariamente o
ndmero de frondes e apds 7 dias foram contabilizadas o nimero total de frondes nas exposi¢des de 0,0 mg L-
1(c) e 100 mg L (d).
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Figura 2. Inibicdo da taxa de crescimento de Lemna minor em funcdo da concentacdo de nanoprata
estabilizada em polivinil alcool (AgNP-PVA) decorrente da exposi¢cdo por 168 h.

3.2. Efeito namassa de matéria Umida

Conforme os dados mostram na Figura 3, a biomassa sofreu um forte efeito do nanomaterial,
apresentando um decréscimo da massa da matéria Umida apds o periodo de exposicdo. A macrofita
mostrou um potencial absortivo incorporando o nanometal que produziu efeitos fitotéxicos que
inibiram a producéo de biomassa (RAI, 2009). O valor de CE50-168h calculado foi 4,011 mg L%, com
o intervalo de 2,505 a 9,046 mg L. Foi calculado um CENO equivalente a 0,261 mg L.
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Figura 3. Decréscimo do peso Umido relativo ao controle em funcéo da exposi¢cao de Lemna minor a nanoprata
estabilizada em polivinil alcool (AgNP-PVA) ap6s 168 h.

3.3. Efeito no teor de clorofila

Foi observado um decréscimo do teor de clorofila indicado na Figura 4. A clorose pode sugerir
que a AgNP-PVA interferiu na replicacdo de cloroplastos e na divisdo celular, além do estresse
oxidativo provindo do aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs). A perda da coloragéo
representa a perda da principal fonte de energia da planta, comprovando entdo as condi¢bes de
estresse oxidativo citados anteriormente. Este efeito pode ser associado as afirmacdes de Lalau et
al (2014).
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A CE50-168h calculada para o decréscimo do teor de clorofila foi 53,576 mg L, com intervalo
de confianca 95% de 19,188 a 254,270 mg L*. A CENO estimada foi de 0,370 mg L.
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Figura 3. Decréscimo no teor de clorofila total em funcdo da exposi¢do de Lemna minor a nanoprata

estabilizada em polivinil alcool (AgNP-PVA) ap6s 168 h.

De acordo com os valores de CE50 - 168h calculados, a alteracdo da massa da matéria imida
foi o parémetro mais sensivel aos efeitos do nanomaterial, o que o classificaria como

“moderadamente téxico” para macrdfitas aquaticas.

Comparativamente aos nossos resultados, Lalau et al. (2020) descreveram o valor de CE50-
168h para AgNP (estabilizada em PVA) equivalente a 6,84 mg L?, quanto a reducéo do nimero de
frondes. Este valor esta associado a efeitos fitotoxicos para a macroéfita aguatica Landoltia punctata,
sendo de semelhante ordem de grandeza dos nossos achados. Entretanto, os efeitos fitotoxicos
desse mesmo nanomaterial (AgNP-PVA) vém apresentando maior intensidade nas microalgas
aquaticas. Assim, valores de CE50 de 0,09 e 0,1 mg L* foram descritos para as microalgas

Scenedesmus sp. e Thalassiosira sp. (PHAM, 2019a).

Conforme os valores de CENO determinados no presente trabalho, a concentracdo de 0,3
mg Lt AgNP em corpos de &gua nédo promoveria risco para macréfitas aquéticas. Este valor é bem
superior ao CENO estimado para o invertebrado aquatico Daphnia magna (CENO = 0,0002 mg L?)
(PEREIRA et al., 2020) e ao determinado para Daphnia lumholtzi (CENO = 0,0001 mg L) (PHAM,

2019b). Também, é superior a concentracdo maxima permissivel para a prata total em corpos de
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agua destinados a protecdo das comunidades aquaticas (0,01 mg L), segundo a resolucdo vigente
do Conama (CONAMA, 2005).

Os resultados deste estudo em conjunto com o0 de outros organismos servem como
parametros de ecotoxidade para estabelecimento de concentracdes maximas de protecdo das
comunidades, visto que a AgNP pode ser considerada um risco para a biota dos compartimentos

ambientais.

4. CONCLUSAO

As nanoparticulas de prata estabilizadas em polivinil alcool (AgNP-PVA) manifestaram efeitos
adversos no crescimento de Lemna minor e na producao de biomassa, bem como no decréscimo do

teor de clorofila, sendo mais evidentes a medida que se aumenta a concentragao.

Considerando que o efeito fitotoxico exercido no organismo-teste estudado foi de menor
intensidade comparativamente ao demonstrado pela alta sensibilidade de organismos
fitoplanctdnicos e zooplancténicos, a realizacdo de ensaios com varias espécies indicadoras é

relevante para uma avaliacdo de risco mais eficiente das AgNPs.

Os resultados do presente estudo ampliam a base dados ecotoxicoldgicos relacionados aos
efeitos de nanoparticulas de metais em macroéfitas aquaticas, permitindo fazer consideracdes sobre
os padrdes de sensibilidade das diferentes espécies potencialmente expostas aos efeitos adversos

de nanocompostos.
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