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Impacto potencial desta pesquisa

A combinac¢do de tecnologias emergentes, como o nanopriming de sementes a base de
nanoesferas de lignina associados a auxina vegetal, oferece uma nova fronteira para o
aprimoramento do desempenho das sementes na agricultura. A medida que esses estudos
avancam, espera-se que essas tecnologias se transformem em produtos que ajudem a enfrentar
os desafios impostos pelas mudancas climaticas e pela degradagdo ambiental, promovendo uma
agricultura mais sustentavel e eficiente. O uso de materiais biodegradaveis, como a lignina,
também proporciona uma abordagem ecoldgica, contribuindo para que as inovagdes nao

resultem em poluicdo ambiental ou acimulo de residuos toxicos no solo.

Potential impacts of this research

The combination of emerging technologies, such as seed nanopriming based on lignin
nanospheres combined with plant auxin, offers a new frontier for enhancing seed performance
in agriculture. As these studies progress, it is expected that these technologies will evolve into
products that help address the challenges posed by climate change and environmental
degradation, promoting a more sustainable and efficient agriculture. The use of biodegradable
materials, such as lignin, also provides an ecological approach, ensuring that innovations do not

result in environmental pollution or the accumulation of toxic residues in the soil.
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RESUMO

Fatores abioticos e bidticos, atrelados as mudancas climaticas, tém sido uma preocupagao
crescente para a producdo agricola, uma vez que causam estresses no desenvolvimento das
culturas e acabam inibindo o seu crescimento e produtividade. Essas condi¢des adversas, como
secas, temperaturas extremas € a ocorréncia de pragas, estdo se tornando mais frequentes e
severas, tornando necessaria a busca por novas tecnologias que possam mitigar seus impactos.
Nesse contexto, as nanoparticulas tém atraido cada vez mais aten¢@o no setor agricola, devido
ao seu potencial para melhorar a absor¢@o de nutrientes pelas plantas, estimular o crescimento,
aumentar a resisténcia a pragas e doencas, além de atuar na mitigacao dos efeitos negativos das
mudangas climaticas. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver nanoparticulas
organicas de lignina (NPsLig) contendo o sal de potéassio de s6dio do acido indol-3-butirico
(KAIB), para sua aplicacdo como nanopriming em sementes de alface (Lactuca sativa L. cv.
Stella - Asteraceae). A lignina, sendo um polimero natural, oferece vantagens ambientais, como
biodegradabilidade e disponibilidade, tornando esse tipo de nanoparticulas uma solugdo
sustentdvel. As nanoparticulas foram preparadas pela metodologia de nanoprecipitagdo, e
apresentaram distribui¢do de tamanho médio de 123 nm, sendo aplicadas em sementes de alface
nas concentragdes de 10, 20 e 40 pg/mL antes da germinacgdo. Os resultados do experimento
mostraram um aumento significativo na taxa de crescimento das sementes tratadas com as
nanoparticulas em comparagdo com o grupo controle. Em particular, as concentragdes menores
(10 e 20 pg/mL) apresentaram um crescimento radicular até 50 % superior ao controle, com
diferencas estatisticamente significativas. Além disso, as plantas tratadas com NPsLig com e
sem a auxina vegetal exibiram um aumento de 10 % nos indices de clorofilas totais em todas
as concentracdes testadas, indicando uma maior eficiéncia fotossintética. Outro aspecto
relevante observado foi o0 aumento da resisténcia das culturas a estresses bidticos, especialmente
em relacdo a incidéncia de fungos. As sementes tratadas com NPsLig, tanto com quanto sem o
KAIB, apresentaram menor incidéncia de fungos em comparag@o ao controle. Esses resultados
indicam que o uso das LigNPs ndo s6 promove o crescimento das plantas, mas também melhora
sua defesa natural contra patdgenos, reduzindo potencialmente a necessidade de outras
aplicagdes quimicas, como a de fungicidas. Portanto, este estudo sugere que as nanoparticulas
de lignina contendo KAIB podem ser uma ferramenta eficaz para promover uma agricultura
mais sustentavel, mesmo aplicando baixas doses deste produto. Essas nanoparticulas, ao

proporcionarem uma liberagao gradual de ativos, t€ém o potencial de reduzir a dependéncia de



insumos agricolas convencionais, oferecendo uma abordagem ecoldgica para mitigar os
desafios que o setor agricola enfrenta devido as mudangas climaticas e a crescente demanda por

produtividade.

Palavras-chave: nanotecnologia, agricultura sustentavel, lignina, auxina vegetal.



ABSTRACT

Abiotic and biotic factors, linked to climate change, have become an increasing concern
for agricultural production, as they cause stress during crop development and ultimately inhibit
growth and productivity. These adverse conditions, such as droughts, extreme temperatures,
and pest outbreaks, are becoming more frequent and severe, making it necessary to seek new
technologies to mitigate their impacts. In this context, nanoparticles have been gaining
increasing attention in the agricultural sector due to their potential to enhance nutrient uptake
by plants, stimulate growth, increase resistance to pests and diseases, and mitigate the negative
effects of climate change. This study aimed to develop organic lignin nanoparticles (LigNPs)
containing the potassium-sodium salt of indole-3-butyric acid (KAIB) for their application as
nanopriming in lettuce seeds (Lactuca sativa L. cv. Stella - Asteraceae). Lignin, being a natural
polymer, offers environmental advantages such as biodegradability and availability, making
these nanoparticles a sustainable solution. The nanoparticles were prepared using the
nanoprecipitation method and showed an average size distribution of 123 nm. They were
applied to lettuce seeds at concentrations of 10, 20, and 40 pg/mL before germination.
Experimental results demonstrated a significant increase in the growth rate of seeds treated with
the nanoparticles compared to the control group. Specifically, lower concentrations (10 and 20
pg/mL) showed root growth up to 50% higher than the control, with statistically significant
differences. Additionally, plants treated with LigNPs, with and without the plant auxin,
exhibited a 10% increase in total chlorophyll indices at all tested concentrations, indicating
greater photosynthetic efficiency Another noteworthy aspect observed was the increased
resistance of the crops to biotic stress, particularly fungal incidence. Seeds treated with LigNPs,
both with and without KAIB, showed lower fungal incidence compared to the control. These
results indicate that the use of LigNPs not only promotes plant growth but also enhances their
natural defense against pathogens, potentially reducing the need for other chemical
applications, such as fungicides. Therefore, this study suggests that lignin nanoparticles
containing KAIB can be an effective tool for promoting more sustainable agriculture, even at
low doses of the product. By providing a gradual release of active compounds, these
nanoparticles have the potential to reduce dependency on conventional agricultural inputs,
offering an ecological approach to mitigating the challenges faced by the agricultural sector due

to climate change and the growing demand for productivity.



Keywords: Nanotechnology, sustainable agriculture, lignin, plant auxin.
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1. INTRODUCAO

1.1 NANOTECNOLOGIA PARA SEMENTES NA AGRICULTURA

O aumento do estresse no desenvolvimento de sementes causado por fatores bidticos e
abidticos, atrelado as mudangas no padrao climatico e as perdas da produgdo devido a pragas,
tem prejudicado o desenvolvimento de sementes no setor agricola. Isso ocorre, porque tais
fatores implicam em alteragdes fisiologicas, morfolégicas, moleculares e bioquimicas no
vegetal, impactando negativamente toda a produgdo agricola, diminuindo a qualidade e
quantidade do plantio'. Além disso, com o aumento populacional e a expansdo demografica,
sugeridos por proje¢des da ONU (2012)* de que até 2050 a populagdo mundial deva chegar a
9,6 bilhdes, implica a necessidade do aumento na produgdo de alimentos em 70% para garantir
a seguranca alimentar de toda a sociedade. Assim, estudos com intuito de melhorar o
rendimento das colheitas, em especial os focados na eficiéncia da acdo de sementes, vém
crescendo exponencialmente para reparar as consequéncias dos efeitos negativos que acometem
a agricultura®*. Com isso, uma das solugdes para melhorar a resiliéncia das plantas e otimizar
a producao ¢ o desenvolvimento de sementes mais robustas e de alta qualidade, sendo capazes
de germinarem de maneira uniforme, desenvolverem raizes saudédveis e lidarem com estresses
abioticos (como seca, salinidade e temperaturas extremas), além de resistir a pragas e
patogenos. As sementes s3o componentes essenciais da cadeia de produgdo agricola, pois seu
desempenho inicial ¢ determinante para a produtividade final das culturas.

Em resposta aos problemas globais enfrentados pela agricultura, hd um crescente
numero de pesquisadores que buscam entender melhor o desenvolvimento de sementes e
aplicar tecnologias emergentes para melhorar seu desempenho. Entre essas tecnologias, o uso
de priming de sementes se destaca.

O priming de sementes ¢ uma técnica que envolve o pré-tratamento das sementes com
solucdes de dgua ou outros agentes quimicos, induzindo uma preparagao fisiologica que acelera
e uniformiza o processo de germinacao. Isso melhora o crescimento das plantas, especialmente
sob condi¢des adversas®®. No entanto, os primings tradicionais apresentam limitagdes em
termos de durabilidade e controle da liberagdo de compostos ativos, o que tem estimulado o
desenvolvimento de métodos mais eficientes, como o nanopriming’®. A nanotecnologia é um
dos campos da ciéncia em expansdo devido as suas diversas aplicacdes € vem demonstrando

um avango significativo para o setor agricola’.



Pesquisas baseadas em nanoparticulas como sistemas de entrega para tratamento de
sementes revelam melhoras expressivas na germinagdo de sementes”™!'?. Isso se da gragas a
capacidade das nanoparticulas protegerem moléculas organicas de sua degradacdo fisico-
quimica, bem como, favorecerem a internalizacdo de nutrientes nas sementes, além de

liberarem o insumo internalizado de forma lenta e gradativa'l-!?

. Assim, o nanopriming refere-
se ao uso de nanoparticulas no tratamento de sementes.

Nanoparticulas s3o materiais de escala nanométrica (1-100 nm) com propriedades
fisicas e quimicas distintas'?, incluindo uma alta area superficial e capacidade de penetrar nas
membranas celulares. O nanopriming envolve a utilizagdo de nanoparticulas para
entregar compostos bioativos diretamente nas sementes, promovendo melhor germinagdo e
crescimento inicial. Um dos principais beneficios do nanoprimer ¢ a capacidade de
encapsular substancias  bioativas (como hormoénios vegetais, nutrientes e agentes
antimicrobianos) nas nanoparticulas, o que permite a liberacdo controlada e gradativa desses
compostos ao longo do tempo. Essa liberacdo lenta melhora a eficiéncia do tratamento e oferece
uma prote¢do mais duradoura contra condigdes adversas'?.

Diversos estudos tém demonstrado que nanoparticulas de materiais como 6xido de zinco,
prata, silica e polimeros orgéanicos, quando aplicadas em sementes, podem aumentar as taxas
de germinagdo, crescimento radicular e resisténcia a estresses ambientais’. No entanto, o uso
de materiais biodegradaveis como veiculos de entrega de nanoparticulas tem atraido mais
atengdo devido as preocupagdes ambientais® %15,

Com isso, nanoparticulas (NPs) a base de polimeros naturais e associadas a nutrientes e
hormdnios vém sendo utilizadas como primer de sementes, promovendo prote¢ao e melhora da
germinagdo das mesmas'® 6. Além disso, com o uso do nanopriming de sementes é possivel
reduzir a quantidade de defensivos agricolas aplicados na cultura, uma vez que ird aumentar a

resisténcia da cultura a estresses bidticos e abidticos, agregando um fator sustentdvel para esse

sistema!!.

1.2 ESTRATEGIA TECNOLOGICA: NANOPARTICULAS DE LIGNINA
CONTENDO HORMONIO VEGETAL

A lignina ¢ um biopolimero complexo que esta presente nas paredes celulares de plantas
vasculares e ¢ responsavel pela rigidez e impermeabilidade das plantas. Quimicamente, a
lignina ¢ um polimero altamente ramificado composto de unidades fenolicas que lhe conferem

grande estabilidade fisico-quimica. Esse composto ¢ um subproduto abundante das industrias



de celulose e papel, sendo biodegradavel e ecologicamente correto, o que o torna ideal para o
desenvolvimento de nanocarreadores sustentaveis -3,

As nanoesferas de lignina podem ser usadas como sistemas de liberagdo controlada para
compostos bioativos, como horménios de crescimento vegetal e nutrientes!”!®. Sua natureza
biocompativel e biodegradavel permite o uso seguro na agricultura sem os efeitos colaterais de
nanoparticulas metélicas, que podem acumular-se no ambiente e apresentar toxicidade. As
nanoesferas de lignina tém sido estudadas pela sua capacidade de encapsular compostos
bioativos e libera-los de forma controlada, aumentando a eficiéncia dos tratamentos de priming
de sementes. No entanto, ainda ha necessidade de mais pesquisas na area, j& que, em uma
pesquisa no site Web of Science, foram encontrados somente 121 artigos relacionados a palavra
“nanopriming” aplicados em sementes (Figura 1), assim, destaca-se a necessidade urgente de
mais investigacgdes cientificas para explorar os efeitos dessa abordagem. Além disso, ¢ crucial
entender como as nanoparticulas, mesmo quando usadas de forma controlada, podem
induzir estresse enzimatico nas sementes. Esse estresse, embora possa parecer prejudicial, na
verdade pode estimular as sementes a ativarem mecanismos de defesa e adaptagdo que resultam

em promover a resiliéncia e crescimento mais vigoroso em ambientes adversos!®-22.
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Figura 1. Representacdo grafica do niimero de artigos encontrados no site Web of Science

relacionados ao assunto “nanopriming” ao longo dos anos.

No contexto do nanopriming, a lignina pode atuar como um nanocarreador para substancias
como hormdnios vegetais, nutrientes e agentes antimicrobianos, proporcionando uma liberagao
gradual e sustentada dos compostos durante as fases iniciais do desenvolvimento da planta. Isso
oferece beneficios significativos em termos de germinagdo precoce, crescimento radicular e

maior resisténcia a estresses ambientais!'®: 11¢16,



O 4cido indol-3-butirico (AIB) ¢ uma auxina sintética estruturalmente semelhante ao acido
indol-3-acético (AIA), o principal regulador de crescimento natural das plantas, amplamente
utilizado em pesquisas e aplicagdes praticas na fisiologia vegetal devido a sua eficacia em
promover o enraizamento de estacas e regeneragdo de tecidos?®. As auxinas sdo horménios
vegetais que desempenham papéis cruciais no crescimento celular, diferenciagdo, formacao de
raizes, dominancia apical e respostas tropisticas (fototropismo e gravitropismo). Quando em
forma salina, o AIB tem maior solubilidade em agua, facilitando sua aplicacdo em solugdes de
tratamento para sementes ¢ mudas. O AIB ¢ amplamente utilizado no enraizamento de estacas
e no priming de sementes, no qual promove a formacdo de raizes adventicias, otimizando o
crescimento inicial da planta®*%>.

Recentemente, o uso de AIB em sua forma de sal de potassio (KAIB) associado a
nanoesferas de lignina tem sido explorado em nosso grupo de pesquisa como uma forma eficaz
de otimizar o priming de sementes (Figura 2). Nesse sistema, o KAIB ¢ encapsulado nas
nanoesferas de lignina, que permitem uma liberagdo gradual do hormdnio durante o processo
de germinagdo. Isso garante que o KAIB seja entregue a planta de maneira lenta, evitando picos
de concentragdo que poderiam ser prejudiciais ao crescimento.

A lignina, como nanocarreador, protege o KAIB da degradagdo prematura e oferece uma
liberagdo sustentada, promovendo o desenvolvimento de raizes de forma eficiente. Esse sistema
tem o potencial de aumentar a taxa de germinagao, melhorar o crescimento radicular e aumentar

a resisténcia ao estresse durante as fases iniciais de crescimento da planta.
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Figura 2. Ilustragdo de nanoparticula de lignina encapsulando o Indol-3-butirato de potassio
(NPsLig + KAIB).

Fonte: Autoria Propria



Os estudos sobre o nanopriming utilizando insumos agricolas encapsulado em
nanoesferas de lignina sdo promissores. Resultados preliminares indicam que esse tratamento
pode aumentar substancialmente a viabilidade das sementes, melhorar o estabelecimento das
plantulas e permitir um crescimento mais rapido e vigoroso das raizes?® (Figura 3). Além disso,
essa abordagem pode ser particularmente util em condi¢des adversas, como em solos com
deficiéncia de nutrientes ou sob condi¢des de seca, no qual o priming convencional seria menos

17, 18

eficaz. . Portanto, atecnologia de nanopriming representa um avango importante no

desenvolvimento de sementes mais resilientes a estresses ambientais, contribuindo para

10,11 e 16

um aumento sustentdvel da produtividade agricola

Figura 3. Ilustragdo da aplicacao de NPsLig + KAIB em sementes de alface (Lactuca sativa L.
cv. Stella), resultando em plantas mais resistes a estresses bidticos e abidticos e em
sustentabilidade. ambiental.

Fonte: Autoria Propria

1.3 APLICANDO NANOPRIMING EM SEMENTES DE ALFACE

A alface (Lactuca sativa L. cv. Stella - Asteraceae) ¢ uma das hortalicas folhosas mais
cultivadas e consumidas no mundo. Sua ampla aceitacdo em diversas regides e mercados, tanto
para o consumo fresco quanto em industrias de alimentos, a torna uma cultura de grande
importancia comercial. Melhorar o desempenho das sementes de alface pode ter impactos
significativos na produgdo agricola global, especialmente em termos de qualidade do produto e

da eficiéncia no uso de insumos, como agua e fertilizantes>’-?%.



A alface ¢ amplamente utilizada como planta modelo em pesquisas cientificas devido ao
seu ciclo de vida curto, o que facilita a observagdo rapida dos efeitos de tratamentos inovadores,
como o nanopriming. Sementes de alface apresentam rapida resposta fisiologica, permitindo
que os resultados do tratamento sejam visiveis em um curto periodo. Além disso, por ser uma
cultura de germinagdo rapida, os estudos envolvendo nanoparticulas para tratamento em
sementes podem fornecer dados relevantes em fases iniciais do desenvolvimento, facilitando a
analise de variaveis como taxa de germinagdo, vigor da plantula e desenvolvimento radicular?’.

O uso da alface (Lactuca sativa L. cv. Stella - Asteraceae) em estudos de nanopriming se
justifica por sua importancia econdmica, sensibilidade a estresses ambientais, curto ciclo de
vida e necessidade de aprimorar a qualidade das sementes. Essas caracteristicas fazem as
sementes de alface se tornarem adequadas para estudos sobre a eficiéncia de novos tratamentos
tecnoldgicos, como o uso de KAIB encapsulado em nanoesferas de lignina, que pode melhorar
o desempenho de germinacdo e crescimento inicial. Esses estudos tém o potencial de gerar
avangos significativos tanto para a ciéncia agricola quanto para a pratica de cultivo, oferecendo
solugdes para enfrentar os desafios climaticos e melhorar a produtividade’® 3!,

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formula¢do de nanoesfera de
lignina contendo moléculas organicas como o AIB, de tal forma que a liberag¢do do ativo na
semente seja facilmente controlada via de uma liberacgdo lenta e gradativa do sistema por meio
de estimulos presentes no meio, e testa-la por meio de sua aplicagdo em sementes de alface

(Lactuca sativa L. cv. Stella - Asteraceae).

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

O presente trabalho prevé ampliar os conhecimentos acerca do nanopriming em
sementes de alface (Lactuca sativa L. cv. Stella - Asteraceae) de modo a contribuir com 0s

avancos da nanotecnologia na agricultura.

2.2 Objetivos especificos

o Otimizou e sintetizar as nanoesferas de lignina contendo KAIB;

o Realizou a caracterizagdo fisico-quimica e morfoldgica das nanoesferas;

o Avaliou a eficiéncia de encapsulamento das nanoesferas com horménio KAIB;

o Avaliou a germinagdo de sementes de alface (Lactuca sativa L. cv. Stella - Asteraceae)

quando expostas ao nanopriming;



o Avaliou caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas das plantas de alface (Lactuca sativa

L. cv. Stella - Asteraceae) apds a germinagdo das sementes expostas aos nanoprimings.

3. MATERIAIS E METODOS
Lignina Kraft, polivinilpirrolidona (PVP) e poliacetato de vinila (PVA) foram

adquiridos da Sigma-Aldrich®. O KAIB foi adquirido da TerraFarm. Agar-dgar e Azul de
nitrotretazélio (NBT) foi adquirido da Exodo Cientifica. Agua utilizada foi obtida de um

sistema de ultrafiltragdo Milli-Q com condutividade elétrica de 18,2 Q.m™,

3.1 Padroniza¢io da metodologia analitica para a auxina KAIB

As curvas de calibragdo foram construidas utilizando um espectrofotometro UV-Vis (UV-
1800 Shimadzu). Para a andlise quantitativa da auxina KAIB foram preparadas solugdes de
concentragdes de 2, 5, 10, 15, 25 e 30 mg/L e analisadas em triplicata, no comprimento de onda
de maxima absor¢ao do composto (280 nm), obtido através de uma varredura desde a regido do
visivel ao ultravioleta (UV) (Figura 4). Todas as concentragdes utilizadas para determinagao
da curva de calibracdo foram ajustadas de modo a apresentarem absorbancia menor que 1, a
fim de que se mantivessem na regido das absorbancias onde a Lei de Lambert-Beer se aplica
sem desvios. Apds a determinacdo das absorbancias nas diversas concentracdes, foi construido
um grafico de absorbancia em fun¢do de concentragdo do hormonio vegetal, e em seguida
realizou-se a analise do comportamento matematico da curva (regressao linear), utilizando o

programa Prisma 9.0.

30mg/L  25mg/L  15mg/L 10mg/L Smg/L 2mg/L
@ (1)

Figura 4. I[lustracdo da metodologia de padronizagdo analitica utilizada para a auxina KAIB.

Fonte: Autoria Propria



3.2 Sintese das nanoparticulas de lignina contendo KAIB

As nanoesferas de lignina com e sem o hormodnio de crescimento KAIB foram
sintetizadas a partir da metodologia de precipitagio descrita por Dai (2017)*, com
modificacdes. Inicialmente foi preparada uma solucao contendo 27,5 mg de lignina e 10 mg
de KAIB em 5 mL de metanol, a qual foi mantida, durante duas horas, sob agitacdo magnética.
Apos este periodo foi adicionado 50 mL de agua deionizada gota-a-gota, deixando em agitacao
por mais 10 minutos e posteriormente foram levadas ao rotaevaporador (Marconi) para a

evaporacdo do solvente organico até reduzir para 10 mL de formulagdo final (Figura 5).
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Sintese de nanoesferas de lignina Rotaevaporagao do solvente Formulagio final
com e sem a auxina KAIB organico
Figura 5. Ilustracdo da sintese de nanoparticulas de lignina com e sem a auxina KAIB.

Fonte: Autoria Propria

3.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

3.3.IMicroscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A Microscopia Eletronica de Varredura (EVO-LS-15, Carls Zeiss) foi utilizada para

caracterizar a morfologia das nanoparticulas de lignina com e sem a auxina KAIB. Nesta técnica
de caracterizagdo, um feixe de elétrons foi projetado sobre a amostra previamente fixada em
grid de silicio previamente limpo e recoberto por uma fina camada de ouro, gerando imagens
de alta resolugdo da superficie. Esse método permitiu observar detalhes da forma, estrutura e

tamanho das nanoparticulas, proporcionando uma andlise visual de suas caracteristicas fisicas.

3.3.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (modelo Nicolet SDXB FT-
IR) foi empregada para identificar a presenca de grupos funcionais nas nanoparticulas de lignina

com e sem a auxina KAIB e suas interagdes com o potéssio de s6dio do acido indol-3-butirico



e a lignina pura. O espectrofotometro FTIR foi utilizado em uma faixa de 400 a 4000 cm™!, com
128 varreduras por amostra € uma resolugdo de 8 cm™!. Esse procedimento permitiu identificar

as ligacdes quimicas presentes nas amostras por meio da absorc¢ao de radiacao infravermelha.

3.3.3 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Indice de Polidispersidade (PDI)
O Espalhamento Dinamico de Luz (DLS, Malvern) foi utilizado para medir a distribui¢cdo

de tamanho das nanoparticulas de lignina com e sem a auxina KAIB, além disso, foi repetido o
teste para analisar a estabilidade das amostras em fun¢do do tempo (0, 15 e 35 dias). Nesse
método, um feixe de luz ¢ direcionado a amostra, e as flutuacdes de intensidade da luz dispersa
pelas particulas em suspensdo sdo analisadas. Com o DLS foi possivel determinar o didmetro
hidrodinamico das nanoparticulas e obter informacdes sobre sua estabilidade coloidal. Além da
distribuigdo de tamanho, o DLS também forneceu o Indice de Polidispersidade (PDI), que ¢
uma medida da uniformidade da amostra, em adi¢do, foram analisados a distribui¢ao de

tamanho e o PDI das formulag¢des ao longo de 35 dias.

3.3.4 Potencial Zeta (PZ)

A andlise do potencial zeta (Malvern) foi realizada para avaliar o comportamento e a
estabilidade coloidal das nanoparticulas de lignina com e sem a auxina KAIB. Assim, as
amostras de NPsLig e NPsLig+KAIB foram dispersas em meio aquoso e adicionadas em uma
célula de medic¢ao, com isso foi possivel medir a carga superficial das particulas em suspensao,
fornecendo dados sobre a repulsdo eletrostatica entre elas, o que ¢ um indicador importante da
estabilidade de dispersdes coloidais. Essa analise foi repetida ao longo de 35 dias para averiguar

a estabilidade coloidal da formulagao,

3.3.5 Termogravimetria (TG)
A termogravimetria (SDT Q600 — TA Instruments) foi realizada a fim de determinar a

transi¢do de fase das nanoparticulas de lignina com e sem a auxina vegetal entre um estado
vitreo e um estado mais fluido. Para esta anélise as amostras, de aproximadamente 10 mg foram
aquecidas até 1000°C de forma controlada e a medicdo das mudangas em suas propriedades
térmicas e mecanicas foram identificadas, assim, foi possivel obter informagdes sobre a

estabilidade térmica e a rigidez das nanoparticulas.



3.3.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise de DSC foi realizada a fim de identificar as temperaturas de transicdo (como o
ponto de fusdo e a temperatura de cristalizacdo) e as entalpias associadas aos eventos térmicos
das nanoparticulas de lignina com e sem a auxina KAIB. Assim, aproximadamente 10 mg das
amostras secas foram pesadas e colocadas em um cadinho de aluminio. O equipamento de DSC
(SDT Q600 — TA Instruments) foi calibrado e a faixa de temperatura foi definida de 0 a 100 °C.

Ap0s a analise, foram registrados os picos endotérmicos e exotérmicos das amostras.

3.4 Eficiéncia de encapsulacio (EE) de KAIB

Para determinar a eficiéncia de incorporacdo do KAIB nas NPsLig, foi utilizado o
método de ultrafiltragdo/centrifugacdo, que consiste em adicionar a nanoformulagdo em um
dispositivo de ultrafiltragdo constituido de celulose regenerada de 30 KDa (Microcon-
Millipore, Amicon) (Figura 6-1)*3. Apos, a solu¢do filtrada (Figura 6-II) foi analisada por
espectrofotometro UV-Vis (UV-1800 Shimadzu) (Figura 6-11I). Pela membrana, s atravessa
a auxina livre, sendo assim, a quantidade de ativo quantificada representa o que ndo estd
associado aos nanocarreadores. Assim, por diferenca entre o 100 % tedérico do KAIB e o ndo
associado ¢ possivel quantificar a eficiéncia de encapsulacdo do KAIB. Diversos trabalhos

empregam essa técnica para determinar a taxa de encapsulagdo de compostos bioativos em

nanoparticulas*4-36.
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Figura 6. [lustracao da metodologia utilizada para a analise de EE da auxina KAIB.

Fonte: Autoria Propria
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3.5 Cinética de liberacao in vitro da auxina

Para verificar a cinética de liberacdo da KAIB livre e associada aos nanocarreadores foi
utilizado um modelo de dois compartimentos (um compartimento doador e outro aceptor),
assim como descrito por Grillo et al. (2014)*’, no qualestes estdo unidos por uma membrana de
celulose (Spectrapore®, com poro para exclusdo molecular de 1 KDa.), a qual permite
atravessar por seus poros apenas a auxina livre para o compartimento receptor, enquanto a
auxina que estd associada as nanoparticulas fica retida no compartimento doador (Figura 7-I).
Assim, foi adicionado 1 mL das formulagdes de NPsLig + KAIB ou KAIB livre no doador, e
49 mL de 4gua mili-Q (solvente) no receptor.

Aliquotas de 3 mL foram retiradas em intervalos de tempo durante cinco dias e a auxina
foi quantificada por espectroscopia no UV-visivel no comprimento de onda de 280 nm (Figura
7-11), os dados resultantes foram plotados em porcentagem de liberacdo em fungdo do tempo

(min) através do software Prisma 9.0 e todo experimento foi realizado em triplicata.

______________________

Doador
. (formulagéo)

" B
@ (1D)

Figura 7. Ilustracdo da metodologia de cinética de liberagdo in vitro da auxina KAIB pelo

modelo de dois compartimentos.

Fonte: Autoria Propria

3.5.1 Modelagem matematica
Os perfis de liberacdo dos ions de KAIB foram estudados por meio de modelagem

matematica, a fim de identificar os mecanismos responsaveis pela liberacao desta auxina ligada
as NPsLig. Isso também foi realizado para a liberacdo do KAIB livre para comparar com a
liberacdo da auxina associada as nanoparticulas. As curvas de liberagdo obtidas foram
analisadas utilizando o software KinetDS 3.0, permitindo a simulagdo de diversos modelos
matematicos de dissolucdo (Tabela 1), com o intuito de elucidar o perfil dos mecanismos de

liberagdo desses tratamentos.
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Tabela 1. Equagdes matematicas utilizadas para cada um dos modelos cinéticos para perfil de

liberagao.
MODELO CINETICO EQUACOES MATEMATICAS

ORDEM ZERO O = kt

PRIMEIRA - ORDEM Q= et

SEGUNDA - ORDEM 1/Q: = kt

HIXSON - CROWELL 0, =100 [1-(1-kt)3]

KORSMEYER - PEPPAS 0/0 = kt"

ELOVICH Q: = kint

*No qual O ¢ a quatidade de auxina liberada em um determinado tempo ¢, Q ¢ quantidade de
auxina liberada em um tempo infinito, k£ ¢ a constante de cinética de liberacdo e n ¢ o expoente

de liberagao.

3.6 Metodologia de tratamento das sementes e ensaios de eficiéncia de desenvolvimento

Sementes de alface (Lactuca sativa L. cv. Stella - Asteraceae) foram esterilizadas por
hipoclorito de sdédio (1,25 %) e expostas a diferentes concentracdes de KAIB (10, 20 e 40
pg/mL) contendo como tratamento 1) nanoparticulas com KAIB, ii) nanoparticulas sem KAIB,
ii1) KAIB em solucdo e iv) 4gua como controle por trés horas. Posteriormente, as sementes
foram lavadas com 4gua deionizada e secas em temperatura ambiente e em seguida, colocadas
em tubos de ensaios contendo o substrato a base de agar (2 %) e PVA (1 %), utilizando uma
estufa de germinacdo da marca SolidSteel com temperatura de 23°C e fotoperiodo controlado
durante 7 dias, sendo 15 horas no escuro e 9 horas no claro (Figura 8). Os experimentos foram
realizados em triplicatas, utilizando dez sementes para cada tratamento.

Durante o ensaio de exposicao, foi analisado o entumecimento final das sementes com
intuito de identificar o aumento do volume e ganho de massa das amostras, que pode estar
associado a absor¢ao de agua e dos nanoprimings. Além disso, durante o periodo de incubacao,
foi observado a germinagao das sementes diariamente a fim de analisar o indice de germinagao
(%) e o indice de velocidade de germinacao (IGV) de cada tratamento ao longo dos dias de
acordo com Antunes et al. (2024)3%,

Apoés a germinacdo das sementes e crescimento das plantulas, pardmetros morfologicos
(comprimento em centimetro, e massa imida da raiz e da parte aérea), bem como analise do
indice de crescimento de fungos e atividade fotossintética a partir do indice de pigmentos com

uso do clorofilometro (Falker) foram avaliados com o objetivo de compreender o efeito das
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nanoparticulas no crescimento das sementes/plantulas. Os dados foram plotados utilizando o

software Graphpad Prisma 9.0.

-

:
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A~ 23°C15h-9h
[
D = —>
Controle KAIB “L

L C

-
%J
[ £ Teste de Germinagao em substrato
de Agar-Agar (2%) e PVA (1%) Armazenamento em ambiente
) controlado por Estufa
Germinadora (BOD) com
NPs Lig NPs Lig + KAIB fotoperiodo durante 7 dias

Exposigio e teste de entumecimento
das sementes de alface em diferentes
tratamentos

Figura 8. Ilustracdo da metodologia de exposicdo das sementes nos diferentes tratamentos
(Controle, solucao de KAIB, NPs Lig e NPsLig + KAIB), e teste de germinagdo em ambiente

controlado.

Fonte: Autoria Propria

3.7 Testes Enzimaticos

Com intuito de medir o nivel de estresse oxidativo e a capacidade de defesa antioxidante
das sementes em resposta aos diferentes tratamentos de nanopriming com e sem a auxina, foram
realizados testes enzimaticos em sementes de alface. Para isso, foi utilizado 1 g de sementes de
alface apos a exposicao a quatro tratamentos distintos: (1) nanopriming de lignina com auxina
KAIB, (2) nanopriming de lignina sem auxina, (3) apenas auxina KAIB e (4) controle com
agua por trés horas. Apos a exposicao aos tratamentos, as sementes foram trituradas em tampao
de extracdo de fosfato (pH 7,0), PVP (4%) e nitrogénio liquido, e centrifugadas a 4°C durante
20 minutos para a obten¢do do extrato enzimatico. A atividade das enzimas antioxidantes foi
medida com base na metodologia descrita por Silva Santos (2020)*° com adaptag¢des, assim:
a atividade de superoxido dismutase (SOD) foi avaliada pela inibi¢ao da auto-oxida¢ao do NBT
a 560 nm*, e aatividade de peroxidase (POD) foi quantificada pelo uso de H>O> como

substrato e monitorada a 470 nm*!.
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3.8 Cultura de fungo em placa de Petri

Com intuito de avaliar qualitativamente a interagdo das formulacdes utilizadas como
nanopriming no desenvolvimento de fungos, foram realizados experimentos de crescimento de
fungos em placa de petri. Assim, placas de petri esterilizadas receberam solugio de Agar-agar
e ap6s sua gelificacdo receberam diferentes tratamentos, na concentracdo de 20 pg/mL,
utilizados no ensaio de exposi¢do em sementes, sendo eles: grupo controle apenas com agua
deionizada, solugdo de KAIB, NPsLig ¢ NPsLig + KAIB, o experimento foi realizado em
triplicata, e deixado nas mesmas condi¢des do ensaio de exposi¢do em sementes, ou seja, em
estufa de germinagdo com temperatura de 23°C e fotoperiodo controlado durante 7 dias, sendo

15 horas no escuro e 9 horas no claro.

3.9 Analises estatisticas

A andlise estatistica dos resultados foi realizada usando analise de variancia (Two-way

ANOVA) quando possivel, considerando diferencas significantes como p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologico e fisico-quimico das nanoparticulas

Por meio da andlise de MEV (Figura 9 — A e B) foi possivel identificar que as
nanoparticulas de lignina com e sem KAIB exibiram formato esférico, com um tamanho médio
de 123 e 145 nm (Figura 9 — C e D), respectivamente, sugerindo que elas possuem um tamanho
reduzido como desejado para aplicacdes em nanotecnologia. O indice de polidispersidade (PDI)
das nanoparticulas esta abaixo de 0,4, o que indica uma distribuicao de tamanho relativamente
estreita, destacando a uniformidade das nanoparticulas. O potencial zeta (PZ) das
nanoparticulas de lignina com e sem KAIB foide -31 mV e -35 mV, respectivamente, indicando
boa estabilidade coloidal, pois valores de PZ acima de -30 mV sugerem a presenca de particulas
carregadas que se repelem mutuamente, evitando a agregagdo!’. Ao longo dos dias as NPsLig
se mantiveram estaveis (Tabela 2), ja as NPsLig + KAIB apresentaram uma pequena variagao
apos 35 dias na distribui¢ao do tamanho e PZ (Tabela 3), o que pode estar relacionado com as

interagdes fisico-quimicas entre o0 KAIB livre e os nanocarreadores*?.
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Essas propriedades sugerem coletivamente que as nanoparticulas de lignina com e sem
KAIB possuem tamanho e uniformidade adequados, além de boa estabilidade coloidal para
serem utilizadas como priming de sementes. Dessa forma, acreditamos que o tamanho pequeno
e o elevado potencial zeta negativo das formulagdes possam favorecer a captacao e translocagao
das substincias nas sementes e plantas, aumentando sua biodisponibilidade no vegetal'”*, ja

visto que estudos mostram que NPs carregadas negativamente interagem bem com sementes'”.

Intensidade

1
0.1 1 10 100 1000 10000100000
Tamanho (d.nm)

30

20

Intensidade

10

T T T T
0.1 1 10 100 1000 10000 100000

Tamanho (d.nm)

Figura 9. A) Imagem de MEV das NPsLig com grafico de distribui¢do de tamanho médio por
DLS e imagem da formulag¢do final; B) Imagem de MEV dos NPsLig + KAIB com grafico de
distribuicdo de tamanho médio por DLS e imagem da formulacdo final; C) Grafico de FTIR
demonstrando bandas de KAIB, Lignina, NPsLig e NPsLig + KAIB; D) Curva de calibragao
do KAIB.

Tabela 2: Analise de DLS e Potencial Zeta das Nanoparticulas de lignina, com o passar do

tempo.
NPs LIG TAMANHO PDI ZETA

(nm) (mV)
0 DIAS 145 0,204  -31
15 DIAS 149 0,135  -43
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35 DIAS 151 0,155 -40

Tabela 3: Anélise de DLS e Potencial Zeta das Nanoparticulas de lignina com auxina KAIB,

com o passar do tempo.

NPs LIG + TAMANHO PDI ZETA

KAIB (nm) (mV)
0 DIAS 123 0,302 -35
15 DIAS 123 0,149 -42
35 DIAS 173 0,388 -28

Utilizando a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) bandas
caracteristicas de grupos funcionais presentes na estrutura das nanoparticulas de lignina Kraft
com e sem o KAIB, da lignina pura, e do KAIB puro foram identificados com base em seus
nimeros de onda (Figura 10). Por exemplo, as bandas de 1450 a 1600 cm™!, que apresentam
multiplos picos que estdo associadas ao estiramento C=C nos anéis aromaticos da lignina, bem
como a banda em 1270 cm™! atribuida ao estiramento C-O no grupo funcional alcoxila, que esta
relacionado a por¢do guaiacila (G) da lignina**. J4 os sais de 4cidos carbolixilicos como o do

KAIB pode ser observado nas bandas de 1406 a 1579 ¢cm™! indicando a banda de C=0%.

1450 - 1600 1270
o=C co

— 100 - _ i
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o
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«Q
-
£
(7]
E [
4 — Lignina
= — NPsLig
— NPsLig+KAB |
0 — T T T
S Q S S S S
) Q Q ) Q W)
» D NS Ny NG S

Comprimento de onda (cm™!)

Figura 10. Grafico de FTIR destacando os grupos funcionais dos elementos utilizados nos

nanopriming de lignina com e sem KAIB, utilizados em sementes de L. sativa cv. Stella.

Com a andlise de TG (Figura 12 — A e C) foi possivel identificar que as nanoparticulas
de lignina com e sem auxina comecaram a perder massa significativamente na faixa de

temperatura entre 200 e 500 °C, com o ponto maximo de perda de massa em cerca de 350 °C.
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Isso sugere que as NPsLIg e NPsLig+KAIB comegaram a decompor-se a partir de temperaturas
acima de 200 °C, e que essas nanoparticulas tém limite de temperatura de uso abaixo de 350°C,
indicando boa estabilidade térmica para este tipo de material organico com potencial aplicacao
na agricultura. O pico da curva DTG em torno de 350°C confirma que a taxa mais alta de
decomposicdo ocorre nesse ponto. Esse comportamento € tipico de materiais organicos, como
a lignina, que possui componentes volateis e se decompde com a liberagdo de gases ou perda
de material volatil*S.

J4 com o0 DSC (Figura 12 — B e D) foi possivel observar que para ambos os tratamentos
(NPsLig com e sem KAIB) as curvas apresentaram uma tendéncia decrescente, o que pode
indicar a presenga de um evento endotérmico (absor¢do de calor)*” a medida que a temperatura
aumenta. Bem como, provavelmente, apds 100°C as curvas podem mudar de dire¢do, e esses
pontos podem corresponder as transigdes de fases especificas desses materiais.

Além disso, ha uma pequena perda de massa antes de 200°C (Figura 11-A e C), o que
pode ser atribuida a evaporacdo de solventes residuais, como agua adsorvida ou componentes

volateis de baixa massa molecular.
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Figura 11. Perfil da andlise termogravimétrica das nanoparticulas de lignina com e sem auxina
KAIB, mostrando a variacdo de massa (TG) e a taxa de decomposicao (DTG) em funcdo da
temperatura, sendo: A e B) TG e DSC, respectivamente, das NPsLig, C e D) TG e DSC das
NPsLig+KAIB.
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4.2 Eficiéncia de encapsulacio (EE) e Teste de liberacgao in vitro do hormonio

Por meio do teste de eficiéncia de encapsulagdo foi possivel identificar uma eficiéncia
de encapsulacao do KAIB nas NPsLig de aproximadamente 33 %. Essa baixa porcentagem de
EE pode estar relacionada a alta solubilidade do KAIB em &gua. Embora as nanoesferas
apresentem estruturas mais hidrofilicas, uma parte do KAIB ainda permanece em solugao.
Entretanto, isto ndo foi um limitante para o estudo, uma vez que se espera uma a¢ao do KAIB
imediata durante as exposicdes das sementes e uma liberacdo mais lenta apds a internalizagao
das NPs nas sementes. Interessantemente, a liberagdo do KAIB na formulagdo de nanoparticulas
de lignina exibiu um perfil de liberagdo mais gradual em comparagao a liberagao do KAIB livre
(Figura 13), demonstrando uma liberacdo mais rapida nos primeiras 300 minutos, seguida por
uma liberacdo estavel até atingir o 100%. Além disso, a metodologia analitica para a
quantifica¢do da auxina KAIB foi obtida por espectrofotometria de UV-Visivel, e a equagdo da

reta para obter o valor de concentragdo do KAIB nas formulagdes pode ser encontrado na

Figura 11.
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Figura 12. Perfil da porcentagem de liberacdo de KAIB em NPsLig e livre em fungdo do tempo

(minutos).
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Curva de calibracao KAIB
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Figura 13. Representacdo da regressao linear utilizada para identificar a curva de calibracdo da

auxina KAIB.

O uso de lignina como material de encapsulamento sustentdvel demonstrou
propriedades superiores de liberacdo gradual, podendo proteger o agente ativo da degradagao e
garantindo uma entrega eficiente ao longo do tempo***°. Além disso, para ambos os tratamentos
foi seguido o modelo matematico de cinética de liberacdo de ordem O por apresentar um

coeficiente de correlagdo r? mais proximo de 1 (Tabela 4). Seguindo a equacdo da Tabela 1.

Tabela 4. Modelos matematicos aplicados ao perfil de cinética de liberagdo da auxina KAIB

com seus respectivos R2.

MODELO CINETICO KAIB NPSLIG + KAIB
ORDEM ZERO 0,9836 0,9869
PRIMEIRA-ORDEM 0,7873 0,8095
SEGUNDA-ORDEM 0,6325 0,5487
HIXSON-CROWELL 0,8692 0,8935
KORSMEYER-PEPPAS 0,9691 0,8198
ELOVICH 0,7437 0,5147

Assim, com os dados de concentracdo em fun¢ao do tempo, a analise revelou um bom

ajuste linear para ambos os conjuntos de dados. A constante de velocidade de liberacao ko foi
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determinada a partir da inclina¢do da linha de ajuste, usando a equagdo de cinética de ordem
Zero:
0=00 — ko.t
No qual Q; ¢ a concentragdo do composto no tempo ¢, Qo ¢ a concentracdo inicial,
e ko representa a constante de liberagdo (mg/L.min).
O modelo de ordem zero ¢ utilizado para descrever a liberacao gradual de ingredientes
ativos®. Com isso, a constante de liberagdo ¢ determinada pela inclinagio do grafico (Figura
14), enquanto o coeficiente de correlagdo indica se a liberacdo do ingrediente ativo segue a

cinética de ordem zero’°.

Ordem zero modelo KAIB
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Figura 14. Modelagem matemadtica de ordem zero para os tratamentos de KAIB (A) e NPsLig
+ KAIB (B)

Tabela 5. Valores obtidos partir das curvas de cinética de liberagdao dos tratamentos de KAIB

livre e associados a NPsLig + KAIB para a constante de liberagdo k e equagdo da reta.
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KAIB NPSLIG + KAIB
Constante de liberagao (k) 0,543 0,294
Equacao da reta Y =0,5426*X + 4,085 Y =0,2939*X + 7,274

Esses resultados sugerem que, em ambos o0s casos, a liberagdo do composto ¢
independente da concentragdo remanescente, ocorrendo a uma taxa constante. No entanto, a
diferenga nas taxas de liberacdo entre os dois sistemas (Tabela 5) pode estar relacionada as

interagdes entre os componentes, que influenciam a velocidade de liberagao.

4.3 NPs como priming de sementes de alface

4.3.1 Avaliagdo do teste de entumecimento e germinagdo de sementes

O entumecimento ¢ um processo importante no inicio da germinac¢ao das sementes. O
aumento de massa estd diretamente relacionado a absor¢ao de agua, que ativa as reagdes
bioquimicas necessarias para a germinacdo. Esse processo hidrata o embrido, desperta as

I°!, e é neste

enzimas, e dissolve reservas nutritivas que serdo usadas para o crescimento inicia
processo que as nanoparticulas adentram o tegumento das sementes. Assim, com o teste de
entumecimento foi possivel identificar o aumento da massa das sementes em mais de 100% em

quase todos os tratamentos e suas respectivas concentragdes (Figura 15).
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Figura 15. Quantificagdo do aumento de massa (g) através do teste de entumecimento de

sementes antes e apos a exposi¢do dos diferentes tratamentos em diferentes concentragdes,

sendo: 10 pg/mL (A), 20 ug/mL (B) e 40 pg/mL (C).

Ademais, com o teste de germinagdo (Figura 16) foi possivel observar que o grupo
controle tem uma germinac¢do mais uniforme e rapida comparada com os demais tratamentos,

atingindo 100% da germinagao mais rapidamente, e o tratamento com KAIB e NPsLig + KAIB,
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em concentra¢do mais alta (40 pg/mL) (Figura 16 — C), tém uma germina¢do mais demorada
e nao atingem 100%.

Esses dados se confirmam com o indice de velocidade de germinagdo (%) (Tabela 6),
o qual ¢ possivel identificar que o grupo controle obteve um maior indice deste pardmetro em
relacdo aos demais tratamento. Além disso, ¢ evidente uma estabilidade desta medida mais
uniforme nos grupos controle e NPsLig, em relagdo aos tratamentos de KAIB e NPsLig +
KAIB, o qual ¢ notorio uma queda acentuada do IGV conforme o aumento da concentragao
devido ao efeito toxico da auxina em concentrag¢des elevadas?®.

No entanto, os grupos tratados com NPsLig e NPsLig + KAIB (Figura 16 — A e B) que
apresentaram uma germinagao mais lenta em relagdo ao grupo controle, mas que resultam em
plantulas que crescem mais em relacdo aos demais grupos, podem indicar um fenémeno
relacionado a modulagdo do ajuste fisiologico das sementes. Ou seja, o atraso na germinagao
pode ser um reflexo de mudangas metabdlicas mais intensas ou de um ajuste as condi¢des
quimicas diferentes. As nanoparticulas de lignina e 0 KAIB podem estar induzindo processos
de reorganizacdo celular, ajuste de metabolismo ou outros mecanismos de defesa que
recondicionam o embrido. Estas alteragdes quando em nivel inferior aos danos permanentes ou
injurias cronicas, podem resultar num crescimento mais vigoroso da plantula>?. Por exemplo,
Li et al. (2022) sugerem que o atraso na germinag¢io devido aos tratamentos pode melhorar o
preparo fisiologico, levando a um melhor crescimento das plantulas por meio de ajustes
metabolicos e mecanismos de defesa apos a germinagdo, uma vez que o atraso na germinagao
1 (DOGI1) desta pesquisa desempenha um papel significativo na integracdo dos sinais
fitohormonais, como o das giberelinas e acido abscisico (ABA), afetando a dorméncia e

potencialmente influenciando as vias metaboélicas que preparam as sementes para a germinacao.
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Figura 16. Quantificacdo da porcentagem de germinacdo de sementes em diferentes

tratamentos e concentragdes, sendo: 10 ug/mL (A), 20 pg/mL (B) e 40 pg/mL (C), ao longo de
7 dias.

Tabela 6. indice de Velocidade de Germinagio (IVG) de sementes submetidas a diferentes
tratamentos (Controle, KAIB, NPsLig e NPsLig + KAIB) em trés concentra¢des (10 ng/mL,
20 pg/mL e 40 pg/mL).

IGV 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml
CONTROLE 77,79 77,79 74,79
KAIB 76,79 69,62 49,45
NPSLIG 72,79 72,29 74,79
NPSLIG + KAIB 73,79 75,29 40,94
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4.3.2 Avaliagcdo do Tamanho e massa umida das plantulas

As sementes, apOs exposicdo as nanoparticulas, foram germinadas por 07 dias,
permitindo observar o desenvolvimento de cada grupo experimental na Figura 17. As analises
de tamanho das plantulas (Figura 18 — A, B e C) revelaram que os tratamentos com
nanoparticulas de lignina combinadas com a auxina KAIB nas concentragdes de 10 e 20 pg/mL
promoveram um crescimento radicular significativo em comparacdo com o grupo controle. Este
maior crescimento pode estar associado a acdo das nanoparticulas de lignina e a auxina, uma
vez que esses resultados sugerem coletivamente que a aplica¢do de nanoparticulas de lignina,
especialmente em combinagdo com hormonio vegetal, pode estimular o crescimento das raizes
em plantas de alface em pequenas concentragdes de formulagdo, oferecendo uma abordagem

promissora para melhorar o desenvolvimento da planta e a absorgdo de nutrientes?®.

25



A)

B) W
SO

Figura 17. Imagem das plantulas de alface apds o ensaio de exposi¢do em sementes nos

tratamentos de 10 pg/mL (A); 20 pug/mL (B) e 40 pg/mL (C) em diferentes tratamentos.

No entanto, na concentracao de 40 pg/mL tanto a NPsLig + KAIB quanto a solugdo de

KAIB livre (Figura 18 — C) obtiveram um menor crescimento de raiz em relacdo ao grupo
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controle, o que pode estar associado a um excesso de hormdnio na planta, prejudicando seu
desenvolvimento, ja que altas concentragdes da auxina pode atuar como herbicidas®®. Ja a
NPsLig demonstrou crescimento significativo de raiz em todas as concentragdes e maior
crescimento de parte aérea na concentragdo de 40 pg/mL, uma vez que a lignina pode promover
um melhor desenvolvimento da semente através de aprimoragdo nas respostas metabdlicas da
planta desde a sua germina¢do'®. No entanto, existem diferencas estatisticas para o tratamento
em relacdo ao NPsLig e NPsLig + KAIB nas medidas de 10 e 20 pg/mL (Figura 18 — A e B),
indicando que baixas concentragdes do nanopriming com auxina vegetal podem ser mais
vantajosas ja que demonstram maior crescimento da plantula, reduzem custos de insumo e

podem beneficiar mais o meio ambiente.
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Figura 18. Quantificacdo das medidas da parte aérea e raiz apds o ensaio de exposi¢do em
sementes em diferentes tratamentos e concentragdes de 10 pg/mL (A), 20 pg/mL (B) e 40
pg/mL (C); D) Quantificagdo da massa umida apds o ensaio de exposi¢do em sementes em
diferentes tratamentos e concentracdes. Letras distintas (a e b) indicam diferengas estatisticas
significativas (p < 0,05) comparando os tratamentos em relacdo ao grupo controle, ¢ e d
comparacao entre os grupos NPsLig e NPsLig +KAIB, ambos para cada concentracdo conforme

analise estatistica.
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A quantificagdo de massa umida (Figura 18 - D) esta relacionada com o crescimento
de plantas, no qual as plantas que obtiveram maior desenvolvimento de parte aérea e raiz,

também obtiveram maior indice de massa umida, principalmente para 40 pg/mL.

4.3.3 Avaliacdo do teste enzimatico

Os testes enzimaticos foram feitos a fim de obter dados sobre o estresse que os
tratamentos utilizados podem causar nas plantas de alface e como isso pode afetar seu
desenvolvimento. A inibicdo da dismutase indica uma menor capacidade de neutralizar os
radicais livres, expondo o vegetal ao estresse oxidativo. O que pode ser prejudicial ao
metabolismo celular, retardando o crescimento e comprometendo a viabilidade das sementes
em niveis muitos elevados, especialmente em condi¢des de estresse ambiental. Em condigdes
ou processos capazes de elevar as espécies reativas de oxigénio (ROS), como durante a
germinagao, a falta de atividade adequada da SOD pode ser fatal para o desenvolvimento inicial
da planta>*,

Assim, os dados referentes a dismutase (Figura 19 — A) sugerem que o tratamento
com KAIB sozinho ndo parece ter um impacto tdo grande na atividade desta enzima em relagao
ao controle. Ja as nanoparticulas com lignina reduzem mais significativamente a atividade
enzimatica, sugerindo uma interferéncia mais forte. Assim como o tratamento de NPsLig +
KAIB parece causar a maior reducao na atividade enzimatica, indicando uma possivel interagao
entre 0 KAIB e as nanoparticulas de lignina que leva a uma inibi¢do ainda maior da dismutase.

A peroxidase ¢ uma enzima que ajuda a decompor o peréxido de hidrogénio em agua,
protegendo as células contra os efeitos prejudiciais das ROS. Quando a atividade da peroxidase
aumenta, isso significa que a planta est4 respondendo ao aumento de ROS e tentando neutraliza-
las para evitar danos maiores®. Os dados referentes a peroxidase (Figura 19 — B) sugerem que
os tratamentos com NPsLig e NPsLig + KAIB induzem estresse oxidativo consideravel nas
sementes, levando a uma maior ativagdo da enzima peroxidase para lidar com o aumento na
producdo de peroxido de hidrogénio. O KAIB sozinho também aumenta a atividade da
peroxidase, mas em um nivel mais modesto. A combina¢do de nanoparticulas e KAIB parece
ndo aumentar mais a atividade antioxidante em relagdo as nanoparticulas sozinhas, indicando
um efeito similar no combate ao estresse oxidativo.

No entanto, com os tratamentos de NPsLig e NPsLig + KAIB foram aqueles nos quais
se verificou um maior crescimento de raiz em relagdo ao grupo controle. Assim, esses dados

sugerem que em baixas concentracdes desses tratamentos, o estresse oxidativo pode servir
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como um sinalizador que ativa as defesas da planta, preparando-a para resistir a estresses
futuros. Sendo o processo de "priming", um processo em que a planta ¢ "preparada" para lidar
melhor com o estresse>®>°, Logo, nesse interim pode ser inferido que este processo ocorreu de
forma eficiente.

Segundo BAI, Bing et al. (2023)°° 0 ROS em sementes sdo moléculas de sinaliza¢do
importantes para quebrar a dorméncia das sementes, enquanto o acumulo excessivo de ROS
pode desencadear processos de envelhecimento que levam a deterioragdo e morte das sementes.
Portanto, sugere-se que este aumento de tamanho nas plantulas pode estar relacionado a um
maior estresse no processo de germinacdo quando em presenca de NPs, o que parece

interessante, visto que, apos a germinacao, a plantula encontrard nutrientes e se desenvolvera.
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Figura 19. Quantificagdo das andlises de dismutase (A) e peroxidase (B) em sementes apds o
ensaio de exposi¢cdo em diferentes tratamentos e concentracao de 20 pg/mL. Letras distintas (a
e b) indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando os tratamentos em

relag@o ao grupo controle, conforme andlise estatistica.

4.3.4 Indice de clorofila das plantulas
Os tratamentos que receberam nanoparticulas de lignina com e sem KAIB obtiveram

um indice de clorofila total significativamente maior em relagdo aos que nao receberam este
tratamento (Figura 20-A). Ter um indice de clorofila mais alto em plantas tratadas com
nanoparticulas de lignina pode indicar maior capacidade fotossintética e satide geral da planta.
Estudos mostraram que nanoparticulas de lignina, como microparticulas de lignina
nanoestruturadas (LNP) e nanoparticulas de carbono carregadas de lignina (L-CNPs),

influenciam positivamente o contetdo de pigmentos nas plantas, levando ao aumento dos niveis
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de carotendides e antocianinas®®. Descobriu-se que estes tipos de nanoparticulas estimulam
respostas bioldgicas benéficas no milho, promovendo o crescimento, o desenvolvimento e a
atividade antioxidante em mudas quando aplicadas em dosagens apropriadas'®%°, Além disso,
a presenc¢a de nanoparticulas a base de lignina tem sido associada a melhoria dos pigmentos de
clorofila (a, b) e carotendides nas plantas, contribuindo para o aumento do crescimento vegetal
e da maquinaria fotossintética®®. Portanto, um indice de clorofila mais alto resultante dos
tratamentos de nanoparticulas de lignina significa uma planta mais saudéavel e robusta com

capacidade fotossintética aprimorada.
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Figura 20. indice de clorofilas totais, a ¢ b apds o ensaio de exposi¢do em sementes em
diferentes tratamentos e concentracdes. Letras distintas (a e b) indicam diferengas estatisticas
significativas (p < 0,05) comparando os tratamentos em relacdo ao grupo controle para cada

concentragdo, conforme andlise estatistica.

4.4 Atividade fungicas
Pesquisas indicam que estruturas relacionadas a lignina contendo unidades de guaiacila

e p-hidroxifenila exibem propriedades antifungicas, com carbonila e ligagdes duplas
conjugadas aumentando a inibi¢do do crescimento fungico®'. Bem como, a lignina demonstra
multifuncionalidade como fotocatalisador, participando de reagdes quimicas redox que geram

H,0, e podem contribuir para inibir o crescimento de fungos em sementes®'. Assim, as
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propriedades quimicas e as interagdes da lignina com fungos e metabolitos microbianos
destacam seu potencial como agente antifingico natural em sementes.

Além dos efeitos na germinacdo das sementes, NPs de lignina inibiram o crescimento
de fungos em sementes, uma vez que foi possivel observar um menor crescimento de fungos
no substrato das plantas de alface que receberam tratamento com a nanoparticulas de lignina
com e sem KAIB (Figura 21-A). Atrelado a isto, ensaio de crescimento de fungos em placa de
Petri evidenciaram a incidéncia no crescimento de fungos (Figura 21-B).

Ademais, estudos associados a nanoparticulas de lignina ainda sdo escassos e serdo
melhor explorados em experimentos futuros pelo grupo (Laboratério de NanoQuimica

Ambiental).
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Figura 21. A) Imagens das placas de Petri com diferentes tratamentos apds ensaio de
crescimento de fungos; B) Grafico da incidéncia de fungos em diferentes tratamentos apos o
ensaio de exposicdo em sementes. Letras distintas (a, b e c¢) indicam diferengas estatisticas
significativas (p < 0,05) comparando os tratamentos em relagdo ao grupo controle, conforme

analise estatistica.

5. CONCLUSAO

Com os estudos realizados foi possivel concluir que o uso de nanoparticulas de lignina

(NPsLig) com e sem a auxina KAIB apresentam potencial para uso como nanopriming de
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sementes. As NPsLig, tanto com quanto sem KAIB, apresentaram estrutura esférica e tamanhos
em nanoescala (123 nm e 145 nm, respectivamente) com uma distribui¢do de tamanho uniforme
e boa estabilidade coloidal, com baixa dispersividade e elevado potencial zeta. Essas
caracteristicas sdo favoraveis para sua aplicagdo em nanotecnologia agricola, pois podem
facilitar a absor¢do e translocacdo de nutrientes e agroquimicos nas plantas, aumentando sua
eficdcia. Embora a eficiéncia de encapsulagdao do KAIB nas NPsLig tenha sido relativamente
baixa (cerca de 33 %), o perfil de liberacdo do KAIB encapsulado foi mais lento em rela¢do ao
KAIB nao associado as NPs. Isso indica que, com melhorias na técnica de encapsulacdo, as
NPsLig podem se tornar veiculos ainda mais eficazes para a liberacdo gradual de hormonios
vegetais, protegendo os compostos ativos de degradacdo prematura e garantindo sua
disponibiliza¢do ao longo do tempo.

Na aplicacdo pratica em sementes de alface, as NPsLig combinadas com KAIB
promoveram um crescimento radicular significativo e aumentaram o indice de clorofila das
plantas, indicando uma melhora na capacidade fotossintética e na satide geral das plantas. Bem
como, a aplicacdo de NPsLig + KAIB demonstrou que mesmo em concentragdes reduzidas (10
e 20 pg/mL) € possivel obter aumentos significativos no crescimento radicular em comparagao
aos outros grupos de tratamentos. Essa eficiéncia em doses baixas pode ser mais benéfica tanto
para os produtores quanto para o meio ambiente. Do ponto de vista do produtor, o uso de
nanoparticulas em doses menores reduz os custos com insumos agricolas, ja4 que a menor
quantidade aplicada pode implicar em resultados otimizados, aumentando a produtividade sem
a necessidade de altas concentragdes de fertilizantes ou hormonios. Isso também pode facilitar
a adocdo dessa tecnologia por pequenos agricultores, que podem obter beneficios econdmicos
e operacionais significativos com a redugdo da dependéncia de insumos convencionais.

Além disso, as NPsLig com e sem a auxina vegetal demonstraram propriedades
antifungicas eficazes, reduzindo o crescimento de fungos nas sementes tratadas. Isso sugere que
as NPsLig podem ndo apenas promover o crescimento das plantas, mas também protegé-las
contra patogenos.

Infere-se, portanto, que as propriedades de liberagdo gradual da NPsLig + KAIB,
estabilidade fisica e quimica, e eficacia pratica em promover o crescimento e proteger as plantas
indicam que, com otimizagdes adicionais, este material pode oferecer uma abordagem

inovadora e sustentavel para a agricultura moderna.
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