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GODOQY, Ana. Interacao entre Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas
e nanoparticulas: Efeito de diferentes concentracfes de nanoparticulas no
crescimento bacteriano. 2025. 38 fls. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacéao
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RESUMO

A busca por tecnologias inovadoras para o reflorestamento tem impulsionado o0 uso
de biotecnologias associadas a nanotecnologia para potencializar o desenvolvimento
vegetal. Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (BPCPs) desempenham
papéis cruciais na absorcdo de nutrientes e resisténcia a estresses abibticos.
Paralelamente, as nanoparticulas (NPs) vem ganhando destaque por suas
propriedades uUnicas, como alta reatividade e liberacdo controlada de compostos
bioativos. No entanto, a interacdo entre BPCPs e NPs ainda é pouco compreendida
especialmente seus efeitos no crescimento bacteriano. Este estudo avaliou a
interacéo entre BPCPs e NPs de Zinco (Sigma Aldrich, PVA e Myrcia oblongata),
selénio e Oxido nitrico, analisando seu efeito sobre seis isolados bacterianos
cultivados em DYGs, F4 e Mueller-Hinton. O crescimento bacteriano foi avaliado pelo
método de microdiluicdo em caldo. Os resultados indicaram que as NPs de zinco e
selénio ndo afetaram significativamente o crescimento bacteriano. No entanto, as NPs
doadora de 6xido nitrico (NO) tiveram efeito inibitério. No meio DYGs, as bactérias ZK
e 9CL nao cresceram nas concentracdes de 6,4 mM e 3,2 mM de NO. No meio F4,
ACT e 114JLB foram inibidas em 6,4 mM, enquanto a 98CT nao cresceu em 6,4 mM
e 3,2 mM, e 112R1CT néao cresceu em concentracées acima de 0,8 mM. No meio
Mueller-Hinton, ZK e 9CL nao cresceram em 6,4 mM, 114JLB foi inibida em 6,4 mM e
3,2 mM, e 112R1CT né&o cresceu em 6,4 mM, 3,2 mM e 1,6 mM. Com isso, as NPs de
zinco e selénio ndo impactaram as BPCPs, mas as NPs de NO apresentaram efeito
antimicrobiano dependente da concentracdo da nanoparticula, do isolado e do meio
de cultura utilizado, sugerindo a necessidade de estudos especificos para definir
concentracOes adequadas e eficazes para a interacdo de NPs e BPCPs, em meios de
culturas especificos.

Palavras-chave: desenvolvimento vegetal. zinco. selénio. 6xido nitrico.

biotecnologia.



GODOY, Ana. Interaction Between Plant Growth-Promoting Bacteria and
Nanoparticles: Effect of Different Nanoparticle Concentrations on Bacterial
Growth. 2025. 38 pgs. Final Dissertation (Biological Sciences Undergraduation) —
Londrina State University. Londrina. 2025.

ABSTRACT

The search for innovative technologies for reforestation has driven the use of
biotechnologies associated with nanotechnology to enhance plant development. Plant
Growth-Promoting Bacteria (PGPB) play crucial roles in nutrient absorption and
resistance to abiotic stresses. Simultaneously, nanoparticles (NPs) have gained
prominence due to their unique properties, such as high reactivity and controlled
release of bioactive compounds. However, the interaction between PGPB and NPs is
still poorly understood, particularly regarding their effects on bacterial growth.This
study evaluated the interaction between PGPB and zinc NPs (Sigma Aldrich, PVA, and
Myrcia oblongata), selenium, and nitric oxide-releasing nanoparticles (NO-NPs),
analyzing their effects on six bacterial isolates cultivated in DYGs, F4, and Mueller-
Hinton media. Bacterial growth was assessed using the broth microdilution
method.The results indicated that zinc and selenium NPs did not significantly affect
bacterial growth. However, NO-NPs exhibited inhibitory effects. In DYGs medium, ZK
and 9CL bacteria did not grow at NO concentrations of 6.4 mM and 3.2 mM. In F4
medium, 4CT and 114JLB were inhibited at 6.4 mM, while 98CT did not grow at 6.4
mM and 3.2 mM, and 112R1CT failed to grow at concentrations above 0.8 mM. In
Mueller-Hinton medium, ZK and 9CL did not grow at 6.4 mM, 114JLB was inhibited at
6.4 mM and 3.2 mM, and 112R1CT failed to grow at 6.4 mM, 3.2 mM, and 1.6
mM.Thus, while zinc and selenium NPs did not impact PGPB, NO-NPs exhibited
antimicrobial effects dependent on nanoparticle concentration, bacterial isolate, and
culture medium, highlighting the need for specific studies to determine appropriate and
effective concentrations for PGPB-NP interactions in distinct culture media.

Keywords: plant development. zinc. selenium. nitric oxide. biotechnology.
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1. INTRODUCAO

A busca por tecnologias inovadoras e sustentaveis tanto na agricultura como
em técnicas de reflorestamento tem aumentado devido a degradagdo ambiental e
mudancas climaticas, que geram a necessidade de recuperar areas degradas. Nesse
contexto, biotecnologias associadas a nanotecnologias surgem como alternativas
promissoras para melhorar o desenvolvimento vegetal e acelerar o reflorestamento

(Santos et al., 2023).

As bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (BPCPs) sao
consideradas uma biotecnologia promissora devido a sua capacidade de promover 0
crescimento vegetal de maneira direta ou indireta. Através de mecanismos como a
producéo de fito-hormdénios, enzimas, biofilmes e sideroforos, essas bactérias ndo so
favorecem o crescimento das plantas, mas também aumentam a disponibilidade de
nutrientes essenciais. Santos et al. (2021) destacam que a utilizacdo dessas bactérias
pode ser uma ferramenta importante para o aumento da eficiéncia nutricional das

plantas.

Dentre os géneros de BPCPs mais promissores estdo Azospirillum, Bacillus e
Pseudomonas. Estes microrganismos tém mostrado resultados positivos no aumento
da absorcdo de nutrientes, além de contribuirem para a resisténcia a estresses
abidticos, como a seca. De acordo com Santos et al. (2021), essas bactérias
desempenham um papel fundamental na mitigacdo dos efeitos adversos do déficit

hidrico, otimizando o seu desenvolvimento.
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Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem se destacado na agricultura, trazendo
inovacbes para 0 manejo sustentavel de culturas. As nanoparticulas (NPs), com
dimensdes entre 1 e 100 nanémetros, possuem propriedades fisico-quimicas unicas,
como alta area superficial e elevada reatividade, que as diferenciam de seus
equivalentes em escala macroscopica (Kah et al., 2018). Essas caracteristicas
permitem que as NPs sejam aplicadas em diversas funcbes agricolas, como
nanofertilizantes, controle de pragas e doencas, e regulagcéo do crescimento vegetal

(Khot et al., 2012).

Entre as NPs mais promissoras estdo a de zinco (ZnNPs), 6xido nitrico (NO-
NPs) e Selénio (SeNPs). As ZnNPs sdo amplamente utilizadas como
nanoenriquecedores, onde promovem a absor¢cdo de micronutrientes essenciais,
atuam como agente antimicrobiano e ajudam no combate de estresses bidticos e
abioticos (Rajput et al., 2018). As NO-NPs séo capazes de liberar éxido nitrico (NO),
gue atua como um sinalizador molecular, onde regula varios processos fisiol6gicos,
como a sintese de fitohorménios e a resposta aos estresses, melhorando a tolerancia
das plantas a condi¢des adversas do ambiente (Feng et al., 2016; Zhao et al., 2019).
Ja as SeNPs estdo relacionadas a efeitos antioxidantes, melhorando a protecéo
contra estresses e promovendo o crescimento vegetal ao neutralizar radicais livres e

reduzir os danos oxidativos (Rastogi et al., 2019).

A utilizacdo de tecnologias inovadoras, como as NPs, pode trazer diversos
beneficios as plantas, associado a interacdo com as BPCPs. No entanto, essa
interacdo pode ser tanto benéfica quando prejudicial, dependendo da dosagem da
nanoparticula. Em concentragfes previamente definidas, as NPs podem estimular o
crescimento bacteriano, promovendo uma relacdo benéfica entre bactérias e as

plantas (Rajput et. Al., 2028; Feng et al., 2016; Zhao et al.; 2019). Por outro lado,
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concentracfes elevadas, que variam conforme a nanoparticula utilizada, podem ser
toxicas as BPCPs, induzindo ao estresse oxidativo e comprometendo funcbes
metabolicas esséncias, como a fixacdo de nitrogénio e producao de fitohormdnios

(Dimkpa & Bindraban, 2018; Rastogi et al., 2019).

Diante disso, este trabalho tem como objetivo analisar a interacdo entre
Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (BPCPs) e nanopatrticulas de zinco,
selénio e doadoras de oxido nitrico em diferentes concentragdes, avaliando o efeito
sobre o crescimento bacteriano. Tendo como hipétese que as nanoparticulas
utilizadas, em concentragcfes definidas, e nem os meios de cultura utilizados, néo

interfiram no crescimento das BPCPs.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas

As bactérias promotoras de crescimento em Plantas (BPCPs) constituem um
grupo diverso de microrganismos que desempenham papeis importantes no
desenvolvimento das plantas. Esses microrganismos sao encontrados principalmente
no microbioma do solo, onde colonizam regiées como a rizosfera, rizoplano, filoplano
e até tecidos internos das plantas (OLENSKA et al., 2020). Suas capacidades de
colonizar diferentes ambientes dos vegetais € atribuida a rizocompeténcia,
envolvendo a competicdo por nutrientes e espaco, permitindo manter populacdes

viaveis e benéficas para as plantas (RAAIJMAKERS et al., 2009).

Os beneficios que as BPCPs proporcionam incluem efeitos diretos, como o
fornecimento de nutrientes essenciais, e indiretos, como a protecao contra estresses

abidticos e bioticos. Essas bactérias promovem o crescimento vegetal por meio de
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processos como fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfatos,
producao de sideréforos e fitohorménios, além do controle biolégico contra patégenos

(AMBROSINI et al., 2015; dos PASSOS et al., 2014).

2.1.1 Fixacgdo Biologica de Nitrogénio

O nitrogénio € um macronutriente essencial para todos os seres vivos. Ele
compde moléculas-chave como acidos nucleicos, proteinas e ATP, e apesar de estar
amplamente disponivel na atmosfera na forma de N,, ndo pode ser assimilado
diretamente pelas plantas. Desta maneira, algumas bactérias realizam a fixacao
biolégica do nitrogénio (FBN), onde o N, é convertido em amdnia (NH3) através de
uma enzima especializada chamada nitrogenase (DAVIES-BERNARD;

FRIEDLINGSTEIN, 2020).

Além de fornecer nitrogénio, essas bactérias também séo capazes de produzir
fitohormbnios que estimulam o crescimento radicular, favorecendo a absorgcédo de
nutrientes e agua (RODRIGUES et al., 2017). Em sistemas agricolas, a aplicacéo de
inoculantes contendo gendétipos bacterianos tem sido adotada, especialmente em

culturas de milho, trigo, feijdo e soja (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013).

2.1.2 Solubilizacdo de Fosfatos

O Fosforo € essencial para o metabolismo energético e estrutural das plantas
sendo frequentemente um fator limitante devido a sua baixa disponibilidade em formas
soliveis no solo. Diversos microrganismos, incluindo as BPCPs, possuem a
capacidade de solubilizar o elemento fésforo que se encontra imobilizado em minerais
ou na matéria organica, por meio da producao de acidos organicos ou exoenzimas

fosfatases, respectivamente (RAYMOND et al., 2020; TIAN et al., 2021).
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A utilizacdo dessas bactérias torna o fosforo mais acessivel as plantas podendo
promover o crescimento vegetal em solos com baixa disponibilidade deste nutriente.
Existem casos em que a inoculacédo desses microrganismos tem sido proposta como
alternativa sustentavel para a reducao do uso de fertilizantes fosfatados em sistemas

agricolas de alta produtividade. (ROCA et al., 2013).
2.1.3 Producéao de Siderdéforos

O ferro € essencial para muitos processos metabdlicos, como a fotossintese e
a respiracdo, porém apresenta uma baixa disponibilidade no solo na forma solavel
(Fe®"). Contudo, algumas BPCPs sintetizam sideréforos, compostos que quelam o
ferro e o tornam disponivel para absorcéo pelas plantas. Esses sideréforos facilitam
tanto a nutricdo vegetal como também podem reduzir a disponibilidade de ferro a
fitopatdgenos, reduzindo sua sobrevivéncia na rizosfera. (DIMKPA, 2016; AL SHAER

et al., 2020).

Os complexos sideroforo-ferro, produzidos pelas bactérias, sdo absorvidos
pelas raizes, aumentando a disponibilidade desse micronutriente para a planta. Além
disso, algumas estirpes bacterianas apresentam propriedades bactericidas
associadas aos sideroforos, que contribuem para o controle biolégico (GHOSH,;

BERA; CHAKRABARTY, 2020).

2.1.4 Produgéao de Auxinas

As auxinas séo fitohormonios essenciais para a regulagdo do crescimento
vegetal, especialmente controlando a arquitetura radicular e diferenciacéo vascular.
Diversas BPCPs, incluindo os géneros Azospirillum, Pseudomonas e Enterobacter,

sintetizam acido indol-3-acético (AlA), a principal auxina envolvida em promover o
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crescimento radicular e a formacdo de raizes secundarias (KHAN et al., 2020;

TSUKANOVA et al., 2017).

Sendo assim, as auxinas bacterianas desempenham um papel importante na
sinalizacdo entre raizes e parte aérea, que influenciam processos como tropismo e

dominéncia apical (MADHAIYAN et al., 2004).

2.1.5 Controle Bioldgico

Algumas BPCPs podem atuar de forma indireta na promog¢é&o do crescimento
ao proteger as plantas contra patdgenos. O controle biolégico pode ocorrer por meio
de competicdo por nutrientes e sitios de colonizacdo na raiz, producédo de enzimas
liticas ou antibidticos, e pela secrecéo de sideréforos que limitam a disponibilidade de

ferro para os patégenos (RAAIJMAKERS et al., 2010; BENEDUZI et al., 2012).

Estudos realizados com estirpes de Bacillus e Pseudomonas demonstraram a
eficacia dessas bactérias em controlar doencas, onde reduziram perdas de
produtividade e melhoraram a salde das plantas (NEPOMOCENO; PIETROBON;

CASTANHEIRA, 2021).

2.2 Nanoparticulas e suas Aplicacdes

2.2.1 Nanotecnologia e introducdo a nanoparticulas

A nanotecnologia refere-se a manipulacédo de materiais em escala nanométrica,
onde permite a criacdo de produtos quimicos, fisicos e biolégicos inovadores. Este
ramo envolve areas como quimica, ciéncias dos materiais, medicina, fisica,

engenharia e biotecnologia (Abbasi et al., 2017; Vega-Vasquez et al., 2020).

As NPs possuem tamanhos que variam entre 1 e 100 nm (Asha et al., 2016) e

possuem uma elevada area de superficie especifica, conferindo propriedades Unicas,
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como alta reatividade quimica, capacidades cataliticas e propriedades Opticas
especificas (Krishnaraj et al., 2012). Essas caracteristicas estao relacionadas ao seu
tamanho reduzido e a sua estrutura superficial, podendo especialmente entrar em

plantas e translocar entre raizes e partes aéreas com facilidade (Li et al., 2017).

Na agricultura, nanoparticulas sdo estudadas para enfrentar desafios como
mudancas climaticas, doencas e escassez hidrica (Fincheira et al., 2021). As NPs
podem servir como fertilizantes e pesticidas, corrigindo praticas inadequadas do uso
excessivo de fertilizantes quimicos (Achari & Kowshik, 2018). Estudos relatam que as
NPs metélicas, como as de zinco, podem aumentar a tolerdncia ao estresse em
plantas, melhorar a fotossintese e contribuir para a nutricho mineral, enquanto
compostos encapsulados como o Oxido nitrico, podem influenciar a germinacéo,
amadurecimento de frutos e na tolerancia a estresses. (Achari & Kowshik, 2018;

Corpas et al., 2019).

2.3 Nanoparticulas metalicas

2.3.1 Nanoparticula de Zinco

As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) tem sido estudada em diversos
setores devido as suas propriedades. Essas nanoparticulas sédo utilizadas em
produtos como protetores solares devido a sua capacidade de refletir a radiacdo, em
tintas de pintura devido a suas propriedades antimicrobianas e fotocataliticas, e na
industria de borracha como catalisadores (El-Feky et al., 2014; LU et al., 2015; Vance

etal., 2015).

No contexto agricola, o zinco € considerado um micronutriente essencial para

as plantas, tendo um papel importante na atividade de diversas enzimas, incluindo
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RNA polimerases e superdxido dismutase (Lindsay, 1972). A deficiéncia deste
nutriente pode resultar em um crescimento reduzido nas plantas e diminuicdo de lidar

com condicdes de estresse (Sharma et al., 2013).

Sendo assim, as nanoparticulas de ZnO oferecem beneficios significativos,
mas a sua eficacia pode ser influenciada por propriedades do solo e métodos de
aplicacdo. Assim, € necessério considerar essas variaveis para maximizar 0s
beneficios e evitar os possiveis efeitos adversos do uso destas nanoparticulas (Josko

& Oleszczuk, 2013).

2.3.2 Nanoparticula de Selénio

As nanoparticulas de selénio (SeNPs) tém atraido grande interesse devido aos
seus potenciais beneficios agronémicos. O selénio € um micronutriente que
desempenha um papel crucial na agricultura, estando envolvido na tolerancia das
plantas contra estresses oxidativos, além de ser um componente vital para o

metabolismo vegetal (Baskaran et al., 2019).

O selénio, embora seja necessario em pequenas quantidades para o
crescimento vegetal, tem sido identificado como um elemento de alto potencial
antioxidante, auxiliando na protecdo contra os danos causados por radicais livres
gerados durante os processos de estresse (Sohail et al., 2017). As NPs de selénio
sdo uma forma inovadora para a entrega deste micronutriente, que oferecem
vantagens em relacdo as fontes convencionais, como os sais soluveis, devido a sua
alta biodisponibilidade e capacidade de liberacdo controlada, o que permite que as

plantas absorvam o selénio de maneira mais eficiente (Zhang et al., 2019).

Estudos mostraram que a aplicagdo das SeNPs pode ajudar na resisténcia das



17
plantas contra estresses abidticos, como a seca, toxicidade de metais pesados e
salinidade. Isso pode estar relacionado com o fato destas nanoparticulas ter efeito na
atividade das enzimas antioxidantes, como a catalase, peroxidase e superoxido
dismutase, que desempenham um papel importante na neutralizacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Fung et al.,, 2020). Além do mais, 0 selénio, quando
fornecido na forma de NPs, pode estimular a biossintese de compostos fendlicos e
proteinas, o que pode contribuir para a melhoria da resisténcia das plantas (Rao et al.,

2019).

Sendo assim, estudos demonstraram que a eficiéncia da absorcéo de selénio
pelas plantas é aprimorada com o uso das SeNPs, devido a maior area superficial
dessas particulas, facilitando a sua interacdo com as células das plantas (Sohail et al.,

2017).

Em plantas de arroz e trigo, foi observado que as NPs de selénio aumentaram
o rendimento das culturas, além de promoverem maior resisténcia a seca e ao
estresse salino (Zhang et al.,, 2019; Ravikumar et al., 2019). Com isso, essas
nanoparticulas apresentam uma ferramenta inovadora e promissora para as plantas,

onde possuem o potencial de desempenhar um papel importante na agricultura.

2.3.3 Nanoparticula doadora de Oxido Nitrico

As nanoparticulas doadoras de 6xido nitrico (NPsNO) tém ganhado destaque
por sua capacidade de fornecer esse composto de forma controlada as plantas,
promovendo beneficios significativos ao desenvolvimento vegetal. O éxido nitrico
(NO) & uma molécula sinalizadora que desempenha um papel no importante no
metabolismo e na fisiologia das plantas, estando envolvido em processos como a

germinacao de sementes, crescimento radicular, senescéncia e resposta a estresses
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ambientais (Corpas et al., 2019).

A liberacédo controlada de NO nas plantas € um desafio j& que possui uma
natureza volatil e meia-vida curta. Sendo assim, as nanoparticulas doadoras de NO
tém sido desenvolvidas para superar essas limitagdes, o que permite uma liberagéo

gradual e eficiente do composto nas plantas (Wang et al., 2020).

No contexto da liberacédo de 6xido nitrico (NO), um dos compostos precursores
mais estudados é a S-nitrosoglutationa (GSNO), uma molécula envolvida na
regulacéo dos niveis de NO em sistemas bioldgicos (Corpas et al., 2013). A GSNO
atua como uma reserva intracelular de NO, desempenhando um papel crucial na
sinalizacdo a resposta ao estresse oxidativo em plantas e microrganismos (Begara-
Morales et al., 2018). A estabilizacdo e liberacdo controlada de GSNO podem ser
aprimoradas pelo uso de nanoparticulas a base de quitosana, como a promogao do
crescimento vegetal e a modulacdo da interacdo entre BPCPs e plantas (Seabra et
al., 2014). Dessa forma, o uso combinou de quitosana e GSNO pode representar uma
abordagem, inovadora para potencializar os efeitos benéficos das nanoparticulas

doadoras de NO>

Estudos demonstram que NPsNO podem melhorar o crescimento e
produtividade das plantas, como por exemplo, um experimento com nanoparticulas
de GSNO indicaram melhorias no crescimento de plantas de milho que foram
submetidas a estresse salino, sendo associada ao aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (Sun et al., 2019). Em plantas de arroz, foi observado que a aplicagéo
de NPs contendo NO aumentou a absorcao de nitrogénio e fosforo e melhorou a

eficiéncia no uso da 4gua (Chen et al., 2021).

Um outro componente utilizado para a sintese das nanoparticulas doadoras de
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oxido nitrico € a quitosana, um biopolimero derivado da quitina que atua como matriz
estabilizadora, permitindo a liberacdo controlada desse composto bioativo (Singh et
al., 2019). A quitosana € um subproduto amplamente reaproveitado pela indastria e
apresenta propriedades notaveis, como biodegradabilidade e biocompatibilidade,
tornando-se um material promissor para aplicacdes agricolas e biomédicas (Kumur et

al., 2004).

Sendo assim, as nanoparticulas doadoras de NO representam uma ferramenta
promissora para aumentar a produtividade, especialmente em cenarios de mudancas
climaticas e estresses ambientais crescentes, podendo ser uma solucao eficaz e

sustentavel.

2.4 Estudos sobre o efeito de Nanoparticulas e Bactérias

As BPCPs desempenham um papel crucial na sustentabilidade agricola,
promovendo o crescimento das plantas por meio de mecanismos como fixacdo de
nitrogénio, producdo de fitohorménios, solubilizacdo de nutrientes e inducédo de
resisténcia a estresses bidticos e abioticos (Lugtenberg & Kamilova, 2009).
Recentemente, o uso de nanoparticulas (NPs) na agricultura emergiu como uma
estratégia promissora para melhorar a eficiéncia no uso de insumos, devido a sua alta
reatividade e capacidade de liberagéo controlada de compostos bioativos. No entanto,
a interacdo entre BPCPs e NPs ainda € um campo de estudo emergente,

apresentando lacunas significativas no conhecimento.

As nanoparticulas tém demonstrado efeitos variados sobre as bactérias que
podem positivos ou negativos, dependendo de suas propriedades quimicas e fisicas,
como sua composicao e concentracdo. Estudos demonstram que NPs de 6xido de

zinco (ZnO) possuem propriedades antimicrobianas, podendo inibir o crescimento de
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microrganismos, incluindo as BPCPs (Rai et al., 2012). Sendo assim, a interagao entre
BPCPs e NPs pode trazer beneficios significativos para a agricultura, onde as
nanoparticulas podem fornecer nutrientes diretamente para as plantas, enquanto

melhoram a colonizac¢ao das raizes pelas bactérias (Nair et al., 2010).

No entanto, a toxicidade das nanoparticulas para as bactérias promotoras de
crescimento vegetal € uma preocupacdo que deve ser relevada, devido a possiveis
efeitos negativos observados em parametros como a viabilidade celular. Por exemplo,
estudos demonstram que altas concentracbes de NPs de prata podem inibir o
crescimento de Azospirillum brasilense, uma BPCP amplamente utilizada na

agricultura (Choudhary et al., 2020).

2.5 Lacunas no Conhecimento e Relevancia da Pesquisa

Embora tenham sido realizados avangos importantes na compreensao da
interacdo entre as NPs e as BPCPs, algumas combinacfes de interacdo podem ser
danosas, dependendo da nanoparticula, das suas propriedades fisico-quimicas e da
estirpe bacteriana utilizada, podendo ter uma resposta variada dependente destes

fatores.

NPs de metais sdo frequentemente associadas a efeitos toxicos em
microrganismos devido a sua capacidade de induzir o estresse oxidativo. Foi relatado
em estudos que a toxicidade pode ser mediada pela geracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que causam danos as membranas celulares, proteinas e DNA

bacteriano (Rai et al., 2012; Choudhary et al., 2020).

Estudos demonstraram um mecanismo em que as NPs de ZnO podem penetrar

na parede bacteriana, desestabilizar a membrana plasmatica e interferir no
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metabolismo celular, reduzindo a viabilidade de bactérias como Azospirillum
brasilense e Pseudomonas fluorescens (Khan et al., 2017). De forma semelhante, NPs
de prata podem se ligar a proteinas bacterianas e ao DNA, inativando processos

essenciais, levando a morte celular (Choudhary et al., 2020).

Dada a variabilidade nos efeitos das NPs sobre as BPCPs, € necessario
desenvolver estudos detalhados que avaliem a resposta da interacao entre diferentes
tipos de nanoparticulas e bactérias. Estas informac¢des sdo importantes para tracar
diretrizes claras e baseadas em evidéncias para o uso de NPs para a minimizar 0s

riscos, levando em consideragéo as implicagbes a longo prazo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias Promotoras do Crescimento em Plantas

Foram utilizados seis isolados bacterianos: Bacillus velezensis (ZK), 14-JLB-
Herbaspirillum sp, 4 CT Bacillus, 9 CL Streptomyces, 98 CT Mesorhizobium e 112 R1
CT Bacillus. O isolado ZK foi descrito por Ruiz- Garcia et al., 2005; Dunlap et al., 2016
e foi caracterizada como BPCP por Goes et al. (2012), isolado de solo agricola. Os
outros foram descritos por Serqueira (2023) provenientes de solo florestal,
especificadamente da rizosfera de espécies nativas da mata atlantica, Embauba

(Cecropia pachystachya) e Jequitiba (Cariniana estrellensis).

Colbnias isoladas das seis estirpes bacterianas foram cultivadas
separadamente em meio liquido DYGs, descrito por Dobereniner et al. (1995). Elas
foram cultivadas em agitadores orbitais a 180 rpm e 30 + 2° C por 24 horas.
Posteriormente, antes de ser utilizada, foi adicionado 1mL da suspenséo cultivada em

eppendorf e centrifugada a 12.000 rpm por 2 minutos para obter um precipitado de
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células. As suspensdes celulares foram utilizadas como inéculo apos o ajuste da
concentragdo de células em solucao salina para 0,5 da escala McFarland, com o uso

do densimetro para a realizacdo do experimento.

3.2 Nanoparticulas

As suspensfes de nanoparticulas de zinco, selénio e de quitosana foram
disponibilizadas pela Profa. Dra. Amedea Barozzi Seabra da Universidade Federal do
ABC, Sao Paulo. As nanoparticulas de oxido nitrico foram sintetizadas a partir de
nanoparticulas de quitosana que foram preparadas a partir do método de gelificacao
ionotrépica. A quitosana foi dissolvida em acido acético (1%) e em seguida foi
adicionado glutationa (GSH) na solugéo deixando em agitacdo por 90 minutos, apos
uma solucdo de tripolifosfato de sédio foi adicionada gota a gota, obtendo uma
suspensao de NPs contendo 20 mM de GSH como concentragédo final (SILVEIRA et
al., 2019). Pouco antes dessa nanoparticula ser utilizada foi adicionado nitrito de sodio
(NaNO2) a suspensédo de NPs ocorrendo a nitrosacdo levando a formacao de S-
nitrosoglutationa (GSNO), que foi mantida em geladeira a 10°C por uma hora no
escuro. ApOs esse tempo, a suspensdo foi diluida em &gua destilada para a

concentracéo de 25,6 mM.

As nanoparticulas de Zinco foram: ZnO Sigma Aldrich (comercial), ZnO Myrcia
oblongata (biogénica) e ZnO PVA ((poli(alcool vinilico) (quimica)) que para serem
utilizadas foram sonicadas em 5 mL de Solucdo Salina Tamponada com Fosfato

(PBS).

As nanoparticulas de Selénio foram sintetizadas na UFABC pelos alunos
da Profa. Dr. Amedea Barozzi Seabra por meio da reducao quimica de Na2SeOsz com

acido ascorbico, utilizando PVA como estabilizador (Boroumand et al. 2019 e Freire et
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al. 2022 com modifica¢des). Resumidamente, 10 ml de Na2Se0O312,5 mM e 10 mL de
PVA 0,025% foram misturados e em seguida 30 mL de acido ascorbico 12,5 mM foi
adicionado gota a gota a mistura (1 mL min -, Minipuls 3, Gilson, Middleton WI) sob
agitacdo magnética. Apés a adicdo de 4cido ascorbico ocorre a mudanca de coloracao

de incolor para laranja, indicando a formacéo de SeNPs.
3.3 Meios de cultura

Para o cultivo das bactérias, foram utilizados trés meios de cultura distintos:
DYGs, F4 e Mueller-Hinton. O meio DYGs é composto por glicose, peptona, extrato
de levedura, K;HPO, e MgSO,x7H,0. O meio F4 contém sacarose, extrato de
levedura, FEEDTA, MgSO,x7H,0, NaCl, KH,PO,, K;HPO,, NH,NO; e uma solucdo
de micronutrientes, além de agentes estruturantes como glicerina, goma xantana e
polivinilpirrolidona. J& o meio Mueller-Hinton, amplamente utilizado para teste de
susceptibilidade antimicrobiana, € composto por agar, cloreto de sédio e amido,
proporcionando um ambiente padronizado para o crescimento bacteriano. Esses
diferentes meios foram selecionados para garantir condicbes adequadas de
crescimento e avaliar possiveis diferenciacdes de crescimento das bactérias utilizadas

no experimento.

3.4. Teste de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015)

Foram utilizadas placas de poliestireno de fundo U com 96 pocos. Foi
adicionado 100 pL de meio de cultura em todos 0s po¢os exceto nos controles, onde
foi adicionado 200 pL. Posteriormente, foi adicionado a nanoparticula nos pogos
iniciais (1-12) e realizado a diluicdo seriada, transferindo 100uL de cada diluicdo
testada e homogeneizando adequadamente, deixando as duas Ultimas colunas como

controle positivo e negativo, sem adi¢cdo de NPs. Apos, foi adicionado 100 pyL do
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in6culo em todos 0s pogos (exceto o controle negativo) e as placas foram incubadas
por 20 horas a 28 °C. Os resultados foram obtidos apdés ter realizado duas placas para
cada estirpe bacteriana. A Figura 1 exemplifica do desenho experimental utilizado no

teste de microdiluicéo.

Figura 1 — Croqui das placas de 96 pocos utilizadas no experimento.
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Fonte: o préprio autor.

Para a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) considera-se a menor
concentragéo do tratamento que inibiu completamente o crescimento, definido por
inspecédo visual das placas de cultivo apés 20 h de incubacao, tendo em conta o
crescimento no tratamento controle e a auséncia de contaminacao. A diluicdo seriada
foi realizada com reducdo na concentracao inicial de cada NP pela metade, tendo
como concentracao inicial para ZnO Sigma Aldrich, ZnO Myrcia Oblongata, ZnO PVA,

selénio e nanoparticula doadora de o6xido nitrico (NO): 330 mg/L; 400 mg/L; 440 mg/L;
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200,9 mg/ml e 6,4 mM, respectivamente. O Quadro 1 exemplifica as concentracdes

de NPs avaliadas no teste de microdilui¢éo:

Quadro 1 — Concentrac¢des das nanoparticulas ZnO Sigma Aldrich, ZnO Myrcia
oblongata, ZnO PVA, Selénio (Se) e nanoparticula doadora de 6xido nitrico (NO) apos

a realizacao da diluicao seriada.

ZnO Sigma Aldrich  |ZnO Myrcia oblongata ZnO PVA Se NO
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/ml) (mM)

330 400 440 200,9 6,4

165 200 220 100,45 3,2

82,5 100 110 50,23 1,6

41,25 50 55 25,11 0,8

20,63 25 27,5 12,56 0,4

10,31 12,5 13,75 6,28 0,2

5,16 6,25 6,875 3,14 0,1

2,58 3,125 3,44 1,57 0,05

Fonte: o proprio autor

3.5 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Placas de petri contendo meio DYGs sélido foram utilizadas para a assercao
do crescimento bacteriano no teste de microdiluicdo, por meio do plagueamento de
cada diluicdo seriada avaliada para os diferentes tipos de NPs. As placas de Petri
foram divididas em quadrantes que representavam 0s pocos das placas do teste de
microdiluicdo, como exemplificado na Figura 2. Em cada quadrante foi transferido 10
ML da cultura coletada das placas do teste de microdiluicdo, e as placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas.

Apbés o periodo de incubacdo, foi observado em quais quadrantes o

crescimento bacteriano ocorreu ou nao para definir o CBM.
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Figura 2 — Modelo da placa de petri utilizada no experimento. A abreviagao “Conc”

significa “Concentracao” que foi pingada na placa.

placa X

Conc. A Conc. B Conc. C

Conc. D Conc. E Conc. F

Conc. G Conc. H

Fonte: o proprio autor.

3.6 Analise Estatistica

Para avaliar a interacdo entre as bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCPs) e as nanoparticulas, foram utilizadas placas de cultura como unidade
amostral. O experimento foi conduzido com seis placas para cada bactéria em trés
diferentes meios de cultura, totalizando 18 placas por ensaio. Esse procedimento foi
repetido duas vezes, resultando um total de 36 unidades amostrais analisadas. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando o teste Qui-quadrado
para verificar associagdes ou diferencas significativas entre as variaveis analisadas.

A andlise foi realizada no software RStudio, adotando um nivel de significancia de 5%

(p< 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram avaliadas as respostas de multiplicacdo celular (crescimento) de seis
Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (BPCPs) submetidas a cinco
diferentes tipos de nanoparticulas em diferentes concentra¢des: ZnO Sigma Aldrich,
ZnO PVA, ZnO Myrcia Oblongata, selénio e nanoparticula doadora de éxido nitrico
(NO).
Tabela 2 — Efeitos de diferentes concentracfes de nanoparticulas de zinco
(ZnO Sigma Aldrich, ZnO PVA e ZnO Myrcia oblongata), Selénio (Se) e éxido nitrico
(NO) sobre o crescimento de bactérias (Bacillus velezensis ZK, Streptomyces sp. 9CL,
Mesorhizobium sp. 98CT, Bacillus sp. 112R1CT, Herbaspirillum sp. 114JLB, Bacillus
sp. 4CT) em meio DYGs. O simbolo “+” indica o crescimento bacteriano na
concentragdo corresponde, enquanto o simbolo "-” representa a auséncia do

crescimento.
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Meio DYGs
Zn0 Sigma Aldrich Zn0 PVA Zn0 Myrcia oblongata Selénio NO
[ bactéria | _efelto 1 bactéria | _efelto 1 bactérla_| _efefto 11 bactéria | efeito 11 bactéria | efelto
ZK + ZK + K + K + K -
4cT + 4cT + 4act - 4ct + 4cCT
9 + 9 + 9 + 9 + 9
330 mg/L o8 " 400 mg/L m " 440 mg/L %% " 200,9 mg/ml o8 " 6,4 mM 98
112 + 112 + 112 + 112 + 112
114 + 114 + 114 + 114 + 114
K + 7« + e + K + [
acT + acT + acT - act + act
165 mg/L 8 u 200 mg/L 5 u 220 mg/L 5 * 100,45 mg/mil—2 s 32mM B
98 + 98 + o8 - 98 + 98
112 + 112 + 112 + 112 + 112
114 + 114 - 114 - 114 + 114
ZK + ZK + ZK + K + K +
4cT + acT + acT + act + act
9 + 9 + 9 + 9 + 9 +
82,5 mgiL = - 100 mg/L = - 110 mg/L m - 50,23 mg/ml(——= - 16 mM m
112 + 112 + 112 + 112 + 112
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
ZK + ZK + ZK + ZK + ZK +
act + acrt + act + act + act
9 + 9 + 9 + 9 + 9 +
4125 g/l [— - 50 mg/L - - 55 mg/L = . 25,1 1mg/ml [—= - 0.8mM -
112 + 112 + 112 + 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
X + 7 + X - X + [ +
acT + acT + act + act + act
9 + 9 + 9 + 9 + 9 +
20,63 mg/L 25 mg/L 27,5 mgiL 12,56 mg/ml 0.4mM
98 + 98 + 98 + 98 + 98 -
112 + 112 + 112 + 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
ZK + ZK + 7K + ZK + K +
4cT + acrt + act + act + act +
9 + 9 + 9 + 9 + 9 +
10,31 mg/L 12,5 mgL 13,75 mg/L 6,28 mg/ml 02mM
98 + 98 + o8 + 98 + 98 .
112 + 112 + 112 + 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
X + X + X - X + K +
4cT + 4cT + 4cT + 4cT + 4CT +
5,16 mg/L g z 6,25 mg/L S 2 6,88 mg/L g ks 3,14 mg/ml 3 z 0,1 mM El w
98 + 98 + 98 + 98 + [ +
112 + 112 + 112 - 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
7K + 7 + 7K - 7K + 7K +
4cT + act + act + act + acT N
g + 9 + 9 + a + 9 +
2,58 mgiL 3,125 mg/L 3,44 mgiL 1,57 mg/ml 0,05 mM
98 + 98 + o8 + 98 + 98 +
112 + 112 - 112 - 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +

Fonte: o proprio autor.

Tabela 3 — Efeitos de diferentes concentracbes de nanoparticulas de zinco
(ZnO Sigma Aldrich, ZnO PVA e ZnO Myrcia oblongata), Selénio (Se) e 6xido nitrico
(NO) sobre o crescimento de bactérias (Bacillus velezensis ZK, Streptomyces sp. 9CL,
Mesorhizobium sp. 98CT, Bacillus sp. 112R1CT, Herbaspirillum sp. 114JLB, Bacillus
sp. 4CT) no meio F4. O simbolo “+” indica o crescimento bacteriano na concentracao

corresponde, enquanto o simbolo "-” representa a auséncia do crescimento.
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Meio F4
Zn0O Sigma Aldrich Zn0 PVA Zn0O Myrcia oblongata Selénio NO
[1 bactéria efelto L1 bactéria efelto [1] bactéria efelto [1 bactéria efelto [1 bactéria efelto

7K + ZK + ZK - ZK - K -

4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT
) . 9 . ) + 1, | + 9 +

330 mg/L o - 400 mg/L - - 440 mg/L o - 00,8 mg/ - - 6,4 mM %

112 + 112 + 112 + 112 + 112

114 + 114 + 114 + 114 + 114
K + X + K + K + K +
4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT +
165 mg/L 9 : 200 mg/L 9 * 220 mg/L 9 * looas 9 ad 32mM 9 *
mg/ 98 + e/ 98 + me/ 98 + 45 el o8 + 2 m 98 -
112 + 112 - 112 + 112 + 112 -
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
7K + X + 7K + K + 7K +
4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT +
9 + 9 + 9 + _ 9 + 9 +
82,5 mg/L o - 100 mgiL m = 110 mg/L o - 0,23 me/mi——= = 1,6 mM o -
112 + 112 + 112 + 112 + 112 -
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
7K + ZK + ZK + ZK + ZK +
4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT +
9 + 9 + 9 + ! 9 + 9 +
41,25 mg/L %8 " 50 mg/L m " 55 mg/L 28 " 25,11mg/mi| m " 0,8 mM 8 "
112 + 112 + 112 + 112 + 112 .
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
7 - 7 - 7K + K + K +
act + act - 4cT + act + 4ct +
9 + 9 + 9 + 9 + 9 +
20,63 mgl —-- - 25 mg/L 6 ~ 27,5 mgiL m - 12,56 mg/mi—— " 0,4 mM m -~
112 + 112 + 112 + 112 + 112 +
114 - 114 - 114 + 114 + 114 +
ZK + ZK + ZK + ZK + ZK +
4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT +
10,31 mg/L 9 : 12,5 mg/L 9 : 13,75 mg/L ] * 6,28 mg/ml 9 * 02mM 9 ’
98 + 98 + 98 + 98 + 98 +
112 + 112 + 112 + 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
7K + T + 2K + K + K +
4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT +
s - 9 - s + 5 + 9 +
5,16 mg/L vy < 6,25 mg/L a0 T 6,88 mg/L Y T 3,14 mg/ml Py " 0,1 mM a8 "
112 + 112 + 112 + 112 + 112 +
114 - 114 - 114 + 114 + 114 +
K + ZK + ZK + ZK + K +
act + act - acT + act + acT +
2,58 mg/L E * 3,125 mg/L 2 u 3,44 mg/L E * 1,57 mg/ml 2 * 0,05 mM 2 *
98 + 98 + 98 + 98 + 98 +
112 + 112 - 112 + 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +

Fonte: o proprio autor.

Tabela 4 — Efeitos de diferentes concentracbes de nanoparticulas de zinco
(ZnO Sigma Aldrich, ZnO PVA e ZnO Myrcia oblongata), Selénio (Se) e 6xido nitrico
(NO) sobre o crescimento de bactérias (Bacillus velezensis ZK, Streptomyces sp. 9CL,
Mesorhizobium sp. 98CT, Bacillus sp. 112R1CT, Herbaspirillum sp. 114JLB, Bacillus
sp. 4CT) no meio Mueller-Hinton. O simbolo “+” indica o crescimento bacteriano na

concentracdo corresponde, enquanto o simbolo representa a auséncia do

crescimento.
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Meio Mueller-Hinton
Zn0 Sigma Aldrich Zn0 PVA Zn0 Myrcia oblongata Selénio NO
11 bactérla | _efelto [ bactéria_| _efelto 11 bactéria_| _ efelto 1] bactéria | _efelto 1] bactéria_| _efefto
K . K . X . P03 v K B
act v act T act T acT T act v
330 mg/L 8 i 400 mg/L g b 440 mg/L 9 i 200,8 mg/m 9 hd 6,4 mM 9 -
98 v 98 + 98 - 98 v 98 v
112 : 112 + 112 - 112 + 112 g
114 + 114 + 114 - 114 v 114 -
K + 7K + 7K + 7K s K y
acT + 4cT - acT - acT v acT Y
165 mg/L g : 200 mg/L 9 e 220 mg/L = 100,45 me/m— * 32mM 3 hd
98 + 98 + 98 + 98 + 98 +
112 + 112 + 112 - 112 A 112 -
114 + 114 + 114 + 114 + 114 -
K + 7K + 7K . T3 v 7K v
4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT +
82,5 mgL L hd 100 mglL S hd 110 mgiL 3 150,23 mg/mil—2 * 1,6 mM S hd
98 - 98 - 98 - 98 v 98 -
112 ¥ 112 B 112 T 112 + 112 -
114 - 114 + 114 + 114 v 114 v
7K ¥ 7K T 7K T ) + 7K +
act - acr - act - acr v acr .
41,25 mglL S : 50 mg/L 9 h 55 mg/L 3 * 25, 11mg/mij—0 * 0,8 mM 9 *
98 : 98 : 98 - 98 + 98 v
112 . 112 . 112 + 112 v 112 v
114 + 114 v 114 + 114 T 114 ¥
K B p . P73 . P03 [ K v
act v act T acT T acT v act v
20,63 mgL 8 hd 25 mg/L 9 ha 27,5 mg/L 9 ha 12,56 mg/mi 9 hd 0,4 mM 9 hd
98 + 98 + 98 + 98 + 98 +
112 B 112 + 112 - 112 + 112 +
114 + 114 + 114 + 114 v 114 v
K - 7K + 7K - 73 S K v
acT + acT + acT + acT v acT ¥
10,31 mg/t f—2 d 12,5 mg/L 9 u 13,75 mg/L |——> * {628 mg/mi f—2 * 02mM 2 :
98 + 98 + 98 + 98 + 98 +
112 + 112 + 112 - 112 v 112 v
114 + 114 + 114 + 114 + 114 +
7K + 7K - K . 7 ¥ 7K ¥
4CT + 4CT + 4CT + 4CT + 4CT +
5,16 mg/L e hd 6,26 mglL 9 hd 6,88 mglL 9 * {314 mgm —2 hd 01mM 9 *
16 g/ 98 + 26 e 98 + 88 mg 98 + 14 mym 98 + A 98 +
112 ¥ 112 B 112 T 112 + 112 ¥
114 - 114 - 114 - 114 . 114 v
7K + 7K T 7K + ) + 7K +
act . act + act - act v acT v
2,58 mg/L 9 * 3,125 mg/L 9 * 3,44 mg/L 9 * 1,57 mgml 9 hd 0,05 mM 9 *
96 : 96 : 98 - 98 + 98 v
112 . 112 . 112 + 112 v 112 v
114 v 114 ¥ 114 T 114 T 114 v

Fonte: o préprio autor.

No meio DYGs, todas as bactérias avaliadas (Bacillus velezensis ZK,
Streptomyces sp. 9CL, Mesorhizobium sp. 98CT, Bacillus sp. 112RI1CT,
Herbaspirillum sp. 114JLB, Bacillus sp. 4CT) ndo apresentaram diferencas
significativas no crescimento em todas as concentracdes de ZnO Sigma Aldrich, ZnO

Myrcia oblongata, ZnO PVA e selénio.

Entretanto, o crescimento das BPCPs com a nanoparticula doadora de 6xido
nitrico (NPsNO) mostrou um comportamento distintos. Em concentracdes de 6,4 mM
e 3,2 mM, as estirpes ZK e 9CL nao cresceram. Esses resultados corroboram a
literatura, que sugere que compostos liberadores de NO, dependendo da dose, podem

atuar como agentes antimicrobianos devido a geracdo de espécies reativas de
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nitrogénio (ERNs), que danificam as estruturas essenciais das células, como DNA,
proteinas e lipidios (FANG, 2004). A auséncia de crescimento no meio DYGs pode
estar relacionada ao meio ser mais nutritivo e permitir um metabolismo mais ativo de
bactérias, que, por sua vez, poderia facilitar a interacdo com as ERNs, levando a um

efeito mais intenso de NO.

Em relacdo ao meio F4, as nanoparticulas de ZnO Sigma Aldrich, ZnO Myrcia
oblongata, ZnO PVA e selénio também ndo demonstraram impacto significativo no
crescimento das bactérias (p-valor = 1). Embora no meio F4 essas nanoparticulas néo
tenham afetado significativamente o crescimento bacteriano, é importante notar que
estudos realizados demonstraram que SeNPs podem possuir atividade
antimicrobiana. Uma revisdo de Ao et al. (2023) destaca que as nanopatrticulas de
selénio podem atuar como agentes antibacterianos, causando danos na membrana

celular e estresse oxidativo (Prasathkumar et al., 2022).

Além disso, Salah et al. (2024) relatou que amostras contendo SeNPs
exibiram influéncia antibacteriana contra varias cepas bacterianas. Portanto, embora
no presente estudo as nanoparticulas de selénio ndo tenham demonstrado impacto
significativo no crescimento das bactérias analisadas, a literatura sugere que, sob
diferentes condic¢des e concentragdes, elas podem exercer efeito antimicrobiano sobre

as bactérias.

Por outro lado, a exposicdo a nanoparticulas doadoras de 6xido nitrico (NO)
no meio F4 revelou diferencgas estatisticamente significativas. Na concentragéo de 6,4
mM, nenhuma das estirpes bacterianas obtiveram crescimento. Este resultado sugere
gue a composi¢cdo do meio F4, que contém uma mistura de nutrientes e agentes

estruturantes, pode ter influenciado a tolerancia das bactérias das bactérias ao NO. O
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F4 possui componentes como goma Santana e polivinilpirrolidona, que podem ter
impactado a viscosidade do meio e consequentemente, a interacdo entre as bactérias
e nanoparticulas, modulando a resposta bacteriana e induzindo ao estresse
nitrosativo, a desaminacao do DNA, a nitrosa¢cao de enzimas e prejudicando fungdes

celular e causando a apoptose celular (SILVA FILHO, 2022).

No meio Mueller-Hinton (MH), os resultados foram semelhantes aos ja
observados em relacdo as nanoparticulas de ZnO e selénio, que ndo apresentaram

efeitos significativos sobre o crescimento bacteriano.

No entanto, a NPsNO demonstrou um padrdo distinto de inibicdo. Na
concentracédo de 6,4 mM, a estirpe ZK, 9CL, 112R1CT e 114JLB né&o cresceram. Na
concentragdo mais baixa de 3,2 mM as estirpes 114JLB e 112R1CT foram inibidas e
somente a 112R1CT néo cresceu na concentracéo de 1,6 mM. Esses dados podem
reforcar a ideia de que o NO podem ser toxicos em niveis mais elevados para as
bactérias, o que esta de acordo com os estudos que demonstram o efeito inibitorio de
ERNs em processos metabdlicos essenciais de microrganismos (LU et al., 2019). Em
relagdo ao do meio Mueller-Hinton, ele possui uma composi¢cdo mais simples e
padronizada, que pode ter permitido uma avaliacdo mais clara dos efeitos das NPNOs,
sem a interferéncia de outros componente estruturantes, como apresentado no meio

F4.

Ademais, de forma geral, o peroxinitrito (ONOQO"), composto reativo derivado
do NO, pode causar danos oxidativos a maquinaria celular dos patdgenos e promover
reacoes de peroxidacdo lipidica. As bactérias, em resposta a esse estresse
nitrosativo, podem gerar um produto da reag¢do do NO e glutationa intracelular, em

presenca do oxigénio, chamado S-nitrosoglutationa (GSNO). Esse produto atua como
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um doador de NO, facilitando a trans S-nitrosilacdo que quando ocorre o grupo NO é
transferido para outras proteinas dentro da célula, mas isso pode afetar processos
fisioloégicos essenciais para a sobrevivéncia da bactéria, dependendo de como as

proteinas e processos celulares sdo modificados (FRIEDMAN et al., 2011).

Portanto, os resultados deste estudo sugerem que a interacdo entre
nanoparticulas doadoras de 6xido nitrico (NPsNO) e as BPCPs ¢ influenciada pela
composicdo dos meios de cultura e pelas concentracbes das nanoparticulas,
destacando a importancia de considerar as condi¢des de cultivo ao avaliar a interacao

entre as bactérias e as nanoparticulas.

Tabela 5 — Valores de p obtidos a partir do teste Qui-quadrado para avaliacao
da significancia estatistica do efeito das nanoparticulas de zinco (ZnO Sigma Aldrich,
ZnO PVA e ZnO Myrcia oblongata), selénio (Se) e 6xido nitrico (NO) sobre o
crescimento de bactérias (ZK, 9, 8, 112, 114 e 4CT) em trés meios de cultivo (DYGs,
F4 e Mueller-Hinton). Os valores destacados com “*” indicam significancia estatistica

(p <0,05).



34

Meio DYGs Meio F4 Meio Mueller-Hinton
Nanoparticula Bactéria | p-valor Nanoparticula Bactéria | p-valor Nanoparticula Bactéria | p-valor
ZK 1 ZK 1 ZK 1
4CT 1 4CT 1 4CT 1
Zn0 Sigma Aldrich 9 ! Zn0O Sigma Aldrich 9 1 Zn0 Sigma Aldrich 9 !
98 1 98 1 98 1
112 1 112 1 112 1
114 1 114 1 114 1
ZK 1 ZK 1 ZK 1
4CT 1 4CT 1 4ACT 1
9 1 9 1 9 1
Zn0O PVA 98 1 ZnO PVA 98 1 ZnO PVA 98 1
112 1 112 1 112 1
114 1 114 1 114 1
ZK 1 ZK 0,33 ZK 1
4CT 1 4CT 1 4CT 1
, 9 1 . 9 1 ; 9 1
Zn0O Myrcia oblongata 98 1 Zn0O Myrcia oblongata 98 1 Zn0Q Myrcia oblongata 98 1
112 1 112 1 112 1
114 1 114 1 114 1
ZK 1 ZK 0,38 ZK 1
4CT 1 4CT 1 4CT 1
- 9 1 . 9 1 - 9 1
Selénio 98 1 Selénio o8 1 Selénio %8 1
112 1 112 1 112 1
114 1 114 1 114 1
ZK 0,03* ZK 0,08 ZK 0,03*
4CT 0,19 4CT 0,03* 4CT 1
9 0,03* 9 1 9 0,03*
NO 98 0,06 NO 98 0,03* NO 98 1
112 0,15 112 0,03* 112 0,03
114 0,06 114 0,03* 114 0,03*
Fonte: o préprlo autor.
Contudo, os resultados sugerem que as nanoparticulas avaliadas, com

excecdo do NO, ndo afetam o crescimento bacteriano nas condi¢des testadas. No

entanto, a toxicidade da nanoparticula doadora de éxido nitrico em concentracdes

mais altas sugere sua capacidade de afetar o crescimento bacteriano de maneira

dependente da espécie, por conterem diferencas genéticas ou fisioldgicas.

Além disso, sugere-se que os efeitos observados variam conforme o meio de

cultura utilizado, indicando que a composicdo do meio pode modular a resposta

bacteriana a presenca das nanoparticulas. NO meio DYGs, o impacto do NO foi mais

evidente para algumas estirpes, enquanto no meio F4 e Mueller-Hinton, certas

espécies apresentaram maior resisténcia, possivelmente devido a disponibilidade

diferenciada de nutrientes e interagdes quimica especificas.
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Dessa forma, o presente estudo sugere que a capacidade antimicrobiana das
nanoparticulas doadoras de o6xido nitrico pode ser influenciada nédo apenas pela
espécie bacteriana, mas também pelo meio de cultivo, reforcando a importancia de
avaliar diferentes condi¢des experimentais. Sendo necessario mais estudos na area
para identificar a melhor concentracdo e condicdo para o crescimento de cada
microrganismo junto a nanoparticula a ser utilizada.
5. CONCLUSAO

A pesquisa demonstrou que as nanoparticulas de ZnO Sigma Aldrich, ZnO
PVA, ZnO Myrcia oblongata e selénio ndo afetaram significativamente o crescimento
das Bactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (BPCPs) nos meios e
concentragfes que foram testados. No entanto, as nanoparticulas doadoras de 6xido
nitrico (NPsNO) apresentaram um efeito inibitério dependente da espécie e da
concentracgdo, sugerindo um potencial antimicrobiano em niveis mais elevados. Além
disso, que os resultados do crescimento bacteriano podem ser influenciados pelo meio
de cultura, visto que os resultados variaram conforme a composi¢cao nutricional e 0s
componentes estruturantes de cada meio.

Sendo assim, esses resultados reforcam a necessidade de estudos futuros
para definir concentragbes seguras e eficazes para cada tipo de microrganismo,
considerando a estirpe bacteriana e o meio de cultivo, a fim de otimizar a aplicacao

de nanoparticulas sem comprometer o crescimento microbiano benéfico.
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