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RESUMO 

 

BRITO, Fernando Antônio Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2022. Impactos das nanopartículas de níquel em Pistia stratiotes: absorção, 
toxicidade e mecanismos de tolerância. Orientador: Juraci Alves de Oliveira. 
Coorientadoras: Cristiane Jovelina da Silva e Renata Pereira Lopes Moreira. 
 
Devido à falta de legislação e investimento para o descarte correto de resíduos 

gerados nos processos produtivos da indústria, agricultura e mineração, a deposição 

irregular de metais pesados como o níquel (Ni) tem causado a degradação e 

contaminação de áreas e águas subterrâneas, além de representar riscos à saúde 

pública. Apesar dos estudos avançados que investigam os efeitos dos metais pesados 

às respostas fisiológicas e os mecanismos de tolerância, existe ainda uma falta de 

conhecimento sobre as respostas das plantas desencadeadas pelas nanopartículas 

de níquel. Portanto, objetiva-se neste projeto utilizar plantas de Pistia stratiotes para 

elucidar a dinâmica fisiológica celular em resposta ao estresse por Ni na forma de 

nanopartículas. Para melhor compreender este fenômeno, plantas de P. stratiotes, 

foram aclimatadas por 3 dias em solução nutritiva de Clark ½ força iônica, pH 6,5, em 

salas de crescimento com temperatura e intensidade luminosa controlados, antes de 

serem submetidas aos tratamentos com nanopartículas de níquel (NiNP) e sulfato de 

níquel (NiSO4) separadamente em concentrações de 0,3, 1,5 e 7,5 mg L-1 cada. Foram 

analisados a absorção do metal pela planta, taxa de crescimento, pigmentos, 

fluorescência da clorofila, parâmetros fotossintéticos, metabolismo antioxidante 

enzimático, integridade de membrana, concentrações de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e peroxidação lipídica (MDA). As plantas expostas ao NiSO4 tiveram menores 

taxas de crescimento, maiores concentrações de H2O2 e MDA, enquanto as plantas 

expostas às NiNPs tiveram maior acúmulo de níquel nas folhas, as trocas gasosas 

foliares mais afetadas e maior fluorescência da clorofila a. Conclui-se que a P. 

stratiotes é capaz de absorver e remover NiNP do meio, e que mesmo em maiores 

concentrações nos tecidos da planta, as nanopartículas apresentaram efeitos 

diferentes do sal do mesmo elemento sobre o seu metabolismo, sendo ambas 

prejudiciais à planta.  

 

Palavras-chave: Metal pesado. Antioxidante. Estresse abiótico. Planta aquática. 

 



 
 

 

ABSTRACT 
 

BRITO, Fernando Antônio Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March 
2022. Impacts of nickel nanoparticles on Pistia stratiotes: uptake, toxicity and 
tolerance mechanisms. Advisor: Juraci Alves de Oliveira. Co-Supervisors: Cristiane 
Jovelina da Silva e Renata Pereira Lopes Moreira. 
 

Due to the lack of legislation and investment for the correct disposal of waste generated 

in the productive processes of industry, agriculture and mining, the irregular disposal 

of heavy metals such as nickel (Ni) has caused the degradation and contamination of 

areas and groundwater, besides posing risks to public health. Despite advanced 

studies investigating the effects of heavy metals on physiological responses and 

tolerance mechanisms, there is still a lack of knowledge about plant responses 

triggered by nickel nanoparticles. Therefore, it is aimed in this project to use Pistia 

stratiotes plants to elucidate the cellular physiological dynamics in response to Ni 

stress in the form of nanoparticles. To better understand this phenomenon, plants of 

P. stratiotes were acclimated for 3 days in Clark's nutrient solution ½ ionic strength, pH 

6.5, in growth rooms with controlled temperature and light intensity, before being 

subjected to treatments with nickel nanoparticles (NiNP) and nickel sulfate (NiSO4) 

separately at concentrations of 0.3, 1.5 and 7.5 mg L-1 each. Plant metal uptake, 

growth rate, pigments, chlorophyll fluorescence, photosynthetic parameters, 

enzymatic antioxidant metabolism, membrane integrity, hydrogen peroxide (H2O2) and 

lipid peroxidation (MDA) concentrations were analyzed. Plants exposed to NiSO4 

showed lower growth rates, higher H2O2 and MDA concentrations, while plants 

exposed to NiNPs had higher nickel accumulation in leaves, the most affected leaf gas 

exchanges, and higher chlorophyll a fluorescence. It is concluded that P. stratiotes is 

able to absorb and remove NiNP from the medium, and that even at higher 

concentrations in plant tissues, nanoparticles showed different effects than salt of the 

same element on its metabolism, both being harmful to the plant. 

 

Keywords: Heavy metal. Antioxidant. Abiotic stress. Aquatic plant. 

 

 

 

 



 
 

 

 SUMÁRIO  

 

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................ 8 

2. MATERIAIS E MÉTODOS..................................................................................... 11 

2.1. Obtenção do material vegetal ........................................................................ 11 

2.2. Aplicação dos tratamentos ............................................................................. 11 

2.3. Preparação das nanopartículas de Nil ........................................................... 11 

2.4. Determinação de Ni absorvido ....................................................................... 13 

2.5. Taxa de crescimento relativo ......................................................................... 14 

2.6. Pigmentos Fotossintéticos ............................................................................. 14 

2.7. Parâmetros fotossintéticos ............................................................................. 15 

2.8. Quantificação de peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica ................... 15 

2.9. Extravasamento de eletrólitos ........................................................................ 16 

2.10. Metabolismo antioxidante enzimático .......................................................... 16 

2.11. Desenho experimental e estatística ............................................................. 17 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................................. 19 

3.1. Microscopia eletrônica de Varredura (MEV) ................................................... 19 

3.2. Difratometria de Raios-X (DRX) ..................................................................... 20 

3.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformação de Fourier (FTIR) ..... 20 

3.4. Concentração de Ni absorvido ....................................................................... 21 

3.5. Taxa de crescimento relativo ......................................................................... 22 

3.6. Pigmentos fotossintéticos............................................................................... 23 

3.7. Parâmetros fotossintéticos ............................................................................. 25 

3.8. Peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica ............................................... 27 

3.9. Extravasamento de eletrólitos ........................................................................ 29 

3.10. Metabolismo antioxidante enzimático .......................................................... 30 

5. DISCUSSÃO ......................................................................................................... 34 

6. CONCLUSÃO ........................................................................................................ 40 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 41 

 

 



8 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

Com a crescente urbanização e industrialização no mundo, a poluição por 

metais pesados já corresponde a mais de 50% das áreas contaminadas, os quais são 

provenientes de diversas fontes, como materiais residuais industriais, esgoto, 

resíduos da agricultura e mineração. Em parte, isso se dá pela falta de legislação e 

investimento para o descarte correto, mesmo sendo a maioria destas áreas situadas 

em países desenvolvidos (Khalid et al., 2017). Um dos metais pesados contaminantes 

é o níquel (Ni), bastante utilizado na indústria de manufatura de diferentes 

equipamentos e utensílios, como ligas metálicas resistentes à corrosão e aço 

inoxidável (Cempel e Nikel, 2006), baterias, acessórios metálicos em geral, cabos, 

dispositivos de ignição, talheres e têxteis (Kumar et al., 2021). O aumento da 

concentração de Ni no meio ambiente, também se dá, de forma natural, por meio da 

erosão, intemperismo de rochas e erupção vulcânica (Khan et al. 2019).  

O Ni é um micronutriente essencial para as plantas e atua no funcionamento de 

enzimas como a urease formando um sítio ativo com a lisina carbamilada e é auxiliado 

pelas proteínas acessórias UreD, UreE, UreF and UreG (Nim e Wong, 2019), atua 

também como cofatora da superóxido dismutase (SOD), tendo papel importante na 

eliminação de espécies reativas de oxigênio (ROS), regeneração da glutationa e 

defesa celular (Vaculík et al., 2021). Para a detoxificação das ROS, as plantas 

desenvolveram eficiente sistema de defesa antioxidante a fim de proteger moléculas, 

membranas, organelas e consequentemente processos metabólicos essenciais para 

o crescimento vegetal. Existem os mecanismos de defesa enzimáticos e não 

enzimáticos. O sistema enzimático inclui, dentro outras, a enzima SOD, que é a 

primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo, transformando O2·- em oxigênio 

molecular e H2O2. Esse último produto, é tóxico em altas concentrações e, assim 

sendo, as enzimas CAT e POX o utilizam como substrato e promovem a 

destoxificação (Gupta et al., 2018). 

Por ser requerido em concentrações muito baixas (0,05–10 µg g-1 massa seca), 

alguns sintomas de toxidez podem ser facilmente observados quando as plantas 

absorvem concentrações mais elevadas deste elemento (Chen, et al., 2009). O 

excesso de Ni causa inibição da germinação de sementes, diminuição no crescimento 

de plântulas (Aqeel et al., 2021), inibição da divisão celular (Banerjee e Roychoudhury, 

2020), clorose, necrose e redução do crescimento radicular, implicando em menor 
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desenvolvimento da planta (Merlot, 2020). Em nível molecular, a toxicidade por Ni 

causa perturbação nos fotossistemas e no ciclo de Calvin-Benson, inibindo a cadeia 

de transporte de elétrons e, em consequência, o acúmulo de ATP e NADPH pela 

ineficácia das reações bioquímicas da fotossíntese (Prado, 2021).  

Este metal pode, também, ser encontrado na forma de nanopartículas, isto é, 

materiais que possuem, em pelo menos uma de suas dimensões, tamanho entre 1 a 

100 nm, com grande superfície de contato, conferindo propriedades biológicas, 

químicas e físicas diferentes do mesmo material na forma salina, atômica ou molecular 

(Albrecht et al., 2006). Esse material, em tamanho nanométrico, possui importância 

devido às propriedades que possibilitam seu uso na mecânica, ótica, eletrônica, 

biotecnologia, microbiologia, remediação ambiental, medicina e agricultura (Imran e 

Rani, 2016; Gebre e Sendeku, 2019).  

No campo da biologia vegetal, nanopartículas metálicas têm apresentado 

efeitos benéficos em plantas, com a ativação dos mecanismos de defesa e de 

absorção de micronutrientes (Cartwright et al., 2020). Na agricultura, nanopartículas 

de níquel (NiNP) foram usadas com sucesso como bactericida contra patógenos 

Gram-positivos e Gram-negativos e, também, contra doenças fúngicas que causam 

grandes prejuízos econômicos, como Colletotricum e Fusarium em culturas de 

pimenta, alface e tomate (Fatima et al., 2021). Shah et al. (2021) mostraram que a 

aplicação de pequenas doses (5 mg kg-1 solo) de NiNP aumenta a absorção de 

nitrogênio e micronutrientes, porém, com doses maiores (50 e 100 mg kg-1 solo) há 

uma menor disponibilidade de nitrogênio e massa microbiana no solo, além de diminuir 

a absorção de nutrientes. Atividades antioxidantes e produtos de metabolismo 

secundário diminuíram em plantas de Nigella arvenses com doses de 100 mg kg-1 solo 

(Chahardoli et al., 2020).  

Por todos esses aspectos, NiNP em altas concentrações podem danificar o 

ecossistema do solo, reduzir a diversidade da microbiota, causar efeitos tóxicos nas 

plantas e, em consequência, diminuir a produtividade agrícola. Adicionalmente, ao 

entrar na cadeia trófica ou acumular nos corpos hídricos, esse elemento, em elevadas 

concentrações, pode causar sérios danos à fauna e à saúde humana (Zhai et al., 

2018).  

Diante do potencial de poluição por Ni, faz-se necessário o uso de estratégias 

para a remoção deste contaminante do meio ambiente. Uma alternativa para a sua 

remoção é a fitorremediação, isto é, utilizar plantas para a remoção ou redução das 
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concentrações desse elemento no meio (Yan et al., 2020). A espécie Pistia stratiotes 

possui potencial fitorremediador por ser uma espécie hiperacumuladora, capaz de 

absorver e concentrar metais pesados de 100 a 1000 vezes mais que uma espécie 

não-acumuladora (Rezania et al., 2016). Ademais, plantas de P. stratiotes são 

eficientes para a bioacumulação e biorremediação de alguns metais pesados, 

inclusive Ni, podendo remover mais de 50% desse elemento do meio aquático (Lu et 

al., 2011), utilizando as raízes como principal método de fitorremediação (rizofiltração), 

com capacidade para acumular altas concentrações (Gebre e Sendeku, 2019) e com 

grande capacidade de propagação (Eid et al., 2021).  

Neste contexto, o desenvolvimento do presente estudo possui relevância 

científica, acadêmica e social, uma vez que objetiva entender a dinâmica fisiológica 

celular em resposta ao estresse por Ni na forma de nanopartículas em plantas de 

Pistia stratiotes. Nossas hipóteses foram que a Pistia é capaz de remover as NiNP do 

meio, absorvendo diferentemente do sal de Ni e que a forma salina é mais tóxico para 

as plantas que as NiNP. Esse conhecimento possibilita o melhor entendimento sobre 

o funcionamento das estratégias de fitorremediação, para que haja maior difusão 

deste conhecimento científico de importância acadêmica e social e, quiçá, dialogar 

com outras experiências de instituições de ensino superior brasileiras. Salienta-se que 

é escasso um estudo sobre esta temática e ainda não se conhece bem o 

funcionamento de nanopartículas em plantas, tendo poucos estudos nesta área e, em 

sua maioria, recentes, o que justifica seu desenvolvimento, além da possibilidade de 

identificar avanços, limitações e estratégias para que no futuro, seja possível utilizar 

estas plantas na recuperação de corpos d’água contaminados com esse componente 

metálico. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Obtenção do material vegetal 

Espécimes de Pistia stratiotes L. (Araceae), coletadas no Horto Botânico da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), no município de Viçosa/MG, Brasil, foram 

lavadas em água destilada por 30 segundos, transferidas para solução nutritiva de 

Clark (Clark, 1975), ½ força iônica, pH 6,5, e mantidas em sala de crescimento com 

intensidade luminosa, temperatura e fotoperíodo controlados (230 μmol m-2 s-1, 25 ± 2 

ºC, 12/12 h claro/escuro), por 3 dias, para aclimatação às condições experimentais. 

 

2.2. Aplicação dos tratamentos 

As plantas foram mantidas em solução nutritiva de Clark contendo diferentes 

concentrações de NiNP e NiSO4, permanecendo nestas condições por sete dias, 

acompanhando o seguinte desenho: 1) Controle: plantas mantidas apenas em solução 

nutritiva de Clark; 2) +0,3 NiSO4: solução nutritiva + Sulfato de Níquel (NiSO4 0,3 mg 

L-1); 3) +1,5 NiSO4: solução nutritiva + Sulfato de Níquel (NiSO4 1,5 mg L-1); 4) +7,5 

NiSO4: solução nutritiva + Sulfato de Níquel (NiSO4 7,5 mg L-1). 5) +0,3 NiNP: solução 

nutritiva + Nanoparticulas de Níquel (NiNP 0,3 mg L-1); 6) +1,5 NiNP: solução nutritiva 

+ Nanoparticulas de Níquel (NiNP 1,5 mg L-1); 7) +7,5 NiNP: solução nutritiva + 

Nanoparticulas de Níquel (NiNP 7,5 mg L-1). Após retirar todas as amostras 

necessárias para as analises, as plantas foram descartadas e separadas do lixo 

comum. 

 

2.3. Preparação das nanopartículas de Nil 

 

2.3.1. Nanopartículas de Ni valência zero “verdes” 

 

 Coleta dos resíduos vegetais 

Os materiais vegetais utilizados, folhas e frutos, foram coletados de exemplares 

de Eucalyptus grandis cultivados em uma propriedade rural familiar, situada no 

município de Viçosa, Minas Gerais. 
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 Obtenção dos extratos redutores a partir dos resíduos vegetais  

 A obtenção dos extratos redutores, a partir dos materiais vegetais, foi realizada 

conforme a metodologia proposta por Wang et al. (2014), com algumas modificações. 

Os materiais vegetais coletados foram lavados com água deionizada e submetidos à 

secagem em estufa com renovação/circulação de ar (MARCONI MA 035), a 60 °C, 

por 3 dias . Em seguida, os materiais secos foram ser moídos em um moinho tipo 

Wiley (Tecnal TE-680), coletando-se a fração passante pela peneira (malha mesh 30) 

acoplada ao equipamento e armazenada em dessecador. A amostras desse material 

foi adicionada água deionizada, para obtenção de concentração equivalente a 60 g L-

1, e o sistema mantido em aquecimento a 80 °C, por 1 h, com agitação constante. Em 

seguida, a suspensão resultante foi peneirada (malha com abertura de 1 mm) e a 

fração passante submetida à centrifugação (2500 xg), por 5 min. O sobrenadante foi 

coletado e filtrado à vácuo, utilizando-se papel de filtro qualitativo de celulose, com 

gramatura de 80 g m-2, para obtenção do extrato redutor (o filtrado), o qual foi utilizado 

na reação de síntese das NiNP. 

 

Síntese das NiNP “verdes” utilizando-se extratos redutores obtidos a 
partir dos materiais vegetais 

 A síntese das NiNP foi realizada conforme a metodologia proposta por Wang 

et al. (2014), com algumas adaptações. A produção das NiNP ocorreu pela adição do 

extrato redutor, por gotejamento, a uma solução de NiSO4 0,1 mol L-1, na razão 

volumétrica de 2:1. Durante o procedimento, o sistema reacional esteve sob 

temperatura ambiente e agitação constante, por meio de um agitador magnético, até 

esgotar a solução de extrato redutor. A solução resultante, contendo as NiNP em 

suspensão (concentração teórica de Ni 0,03 mol L-1), foi armazenada sob refrigeração 

(em torno de 4 °C) até a sua caracterização ou utilização nos experimentos. 

 
 Caracterização das nanopartículas 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) com Espectorscopia de 

Energia Dispersiva de Raio X (EDS). 
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 Para a obtenção das imagens das NiNP utilizou-se Microscópio Eletrônico de 

Varredura Hitachi TM3000. As amostras foram previamente secas em estufa à 85°C 

por 45 minutos e fixadas em stubs recobertos com uma camada de ouro (20-30 nm) 

utilizando-se o metalizador Quorum Q150R S. A tensão de aceleração de elétrons do 

equipamento foi selecionada de modo automático. Para verificação da composição 

elementar das NiNP foi utilizado EDS (Espectroscopia de Energia dispersiva de raio 

X). 

 

 Difratometria de Raios-X (DRX)  

 As análises de Difratometria de Raios-X (DRX) foram realizadas para 

determinar a estrutura cristalina das NiNPs, utilizando-se um equipamento D8-

Discover – BRUKER, equipado com um tubo de cobre (1,5418 Å), varrendo-se a faixa 

de 10° a 80° 2θ com passo de 0,05°. Os picos característicos das amostras foram 

identificados utilizando-se o software Search Match. 

 

 Espectroscopia no Infravermelho com Transformação de Fourier (FTIR) 

 Os espectros de infravermelho de transformação de Fourier (FTIR) para 

analisar a presença de grupos funcionais presentes na estrutura do extrato redutor 

foram adquiridos usando a técnica de reflexão total atenuada (ATR) em um 

equipamento Varian 660-IR, com acessório de cristal de diamante GladiATR, em 

modo de transmissão com varreduras de 400 a 4000 cm-1. 

 

2.4. Determinação de Ni absorvido 

 A fim de determinar a concentração de Ni absorvido por P. stratiotes, raízes e 

folhas foram coletadas, lavadas em água desionizada e mantidas em estufa, a 80 ºC, 

até obtenção de massa seca constante. Aproximadamente 0,1 g de material seco foi 

mineralizado em mistura de ácido nítrico e perclórico (razão 3:1), à temperatura de 

180 ºC até a completa oxidação da matéria orgânica (Marin et al., 1993). As amostras 

mineralizadas foram filtradas e diluídas para 25 mL com água desionizada e, então, a 

concentração de Ni estimada com base em curva de calibração previamente 

preparada, por meio de espectrofotometria de absorção atômica (Modelo AA-6701F, 

Shimadzu Corporation), sendo os resultados expressos em µg g-1 MS. 



14 
 

 

 

2.5. Taxa de crescimento relativo 

 O cálculo de taxa de crescimento relativo (TCR) foi realizado segundo Hunt 

(1978) usando a massa seca de raízes e folhas, conforme a equação a seguir: 

TCR = (lnMS1 – lnMS0) x 1000/ (t1 – t0); 

TCR: taxa de crescimento relativo; 

lnMS1: logaritmo da massa seca do final do experimento; 

lnMS0: logaritmo da massa seca do começo do experimento;  

t1-t0: duração do experimento, em dias. 
 

 A massa seca do começo do experimento foi obtida através da coleta de 20 

plantas, pesadas inicialmente para se obter a massa fresca, prosseguindo para a 

secagem destas plantas e pesando novamente, e fazendo a média dos valores para 

se obter a relação de massa seca/massa fresca para se obter os valores de massa 

seca inicial. 

 

2.6. Pigmentos Fotossintéticos 

 Os teores de clorofila a, b, total e de carotenoides foram determinados de 

acordo com o método descrito por Wellburn (1994). A extração da clorofila e dos 

carotenoides foi feita a partir de três discos de 1 cm de diâmetro, obtidos da primeira 

folha completamente expandida. Os discos foram incubados em 5 mL de solução de 

dimetilsulfóxido (DMSO - saturado por carbonato de cálcio), em tubos de ensaio 

revestidos com papel alumínio e devidamente tampados, onde permaneceram por 24 h, 

seguido de incubação em banho-maria a 65 °C, por 45 min. Após esse período, 

procedeu-se às leituras da absorbância nos comprimentos de onda 665, 649 e 480 

nm. Os resultados foram expressos em mg g-1 MF. 

Clorofila a = 12,47 A665 – 3,62A649  

Clorofila b = 25,06 A649 -6,5A665 

Carotenoides = (1000A480-1,29Ca - 53,78Cb)/220 
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2.7. Parâmetros fotossintéticos 

 A fluorescência da clorofila foi mensurada aos 7 dias após a submissão dos 

tratamentos, no período noturno, utilizando-se de um fluorômetro portátil, em folhas 

totalmente expandidas, após 30 minutos no escuro, para se analisar as variáveis: taxa 

de transporte de eletróns (ETR), eficiência quântica do FSII (Fv/Fm) e a eficiência 

efetiva do FSII (ΦPSII) (Van Kooten e Snel, 1990). 

 A avaliação das trocas gasosas foi realizada aos 7 dias após submissão dos 

tratamentos, às 8 horas da manhã, em folha totalmente expandida. Para tanto, foi 

utilizado o analisador de gás infravermelho (IRGA), com fluxo de ar de 350 mL min-1 e 

fonte de luz acoplada de 1000 µmol m-2 s-1, por meio do qual foram determinados a 

concentração interna de carbono (Ci) (µmol m-2 s-1), condutância estomática (gs) (mol 

de H2O m-2 s-1), transpiração (E) (mmol de H2O m-2 s-1), taxa de fotossíntese líquida 

(A) (µmol de CO2 m-2 s-1) e respiração (µmol de CO2 m-2 s-1). 

 

2.8. Quantificação de peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica 

 Amostras de 0,2 g de folhas e raízes foram maceradas em nitrogênio líquido, 

homogeneizadas em 2 mL de um meio de extração contendo tampão fosfato de 

potássio 50 mM e hidroxilamina 1 mM, pH 6,5 e centrifugadas, a 10.000 g por 15 min, 

a 4 ºC (Kuo e Kao, 2003). Alíquotas de 50 uL de sobrenadante foram adicionadas ao 

meio de reação contendo 100 μM de sulfato ferroso amoniacal ((FeNH4 (SO4)), ácido 

sulfúrico 25 mM, laranja de xilenol 125 μM e sorbitol 100 mM, em um volume final de 

2 mL (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos e 

a absorbância determinada a 560 nm. Brancos para os reagentes extratos vegetais 

foram preparados e subtraídos das amostras. As concentrações de H2O2 foram 

estimadas com base em curva de calibração, que foi previamente preparada com 

padrões de H2O2, sendo os resultados expressos em nmol de H2O2 g-1 MF.  

 A peroxidação lipídica foi determinada por meio da quantificação de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico, conforme descrito por Buege e Aust (1978). Amostras 

de 0,2 g de folhas e raízes foram maceradas em nitrogênio líquido acrescido de 20% 

de PVPP (m/v) e homogeneizadas em 1,5 mL TCA 0,1% (m/v). O homogeneizado foi 

centrifugado a 10.000 g, por 10 min. Alíquotas (250 μL) do sobrenadante foram 

adicionadas ao meio de reação contendo ácido tiobarbitúrico (TBA) (0,5% (m/v) e TCA 
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10% (m/v), incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30 min. A reação foi paralisada 

por resfriamento rápido em gelo e as leituras realizadas em espectrofotômetro a 535 

nm e 600 nm, sendo os resultados expressos em nmol de MDA g-1 MF. 

 

2.9. Extravasamento de eletrólitos 

 Para a determinação do extravasamento de eletrólitos, 12 discos foliares e de 

raízes de 1 cm de diâmetro foram colocados em uma peneira, lavados com água 

deionizada por 5 segundos e acondicionados em frascos pesa-filtro contendo 20 mL 

de água deionizada. Após fechados, os frascos foram acondicionados à temperatura 

de 25 °C, por 12 h. Em seguida, aferiu-se a condutividade inicial do meio (Xi) usando 

condutivímetro de bancada (Lutron CD-4301, Lutron Electronic Enterprise Co., Taipei, 

Taiwan). Posteriormente, os frascos foram submetidas à temperatura de 90 °C, por 2 

h, em estufa de secagem e, após resfriamento do conteúdo dos mesmos, aferiu-se 

a condutividade final (Xf). O extravasamento de eletrólitos foi expresso como a 

porcentagem de condutividade em relação à condutividade total (Xf): [(Xi/Xf) x 100] 

(Campos e Thi, 1997). 

 

2.10. Metabolismo antioxidante enzimático 

 Amostras frescas foram acondicionadas em envelopes de papel alumínio e 

congeladas em nitrogênio líquido. O extrato enzimático foi obtido pela maceração de 

0,3 g de folhas e raízes de P. stratiotes em 1,5 mL do tampão de extração contendo 

1,47 mL de tampão fosfato de potássio 0,1 M (pH 7,0), 15 μL de EDTA 0,1 M (pH 7,0), 

6 μL de ditiotreitol (DDT) 0,5 M, 12 μL de fluoreto de fenilmetilsulfônico (PMSF) 0,1 M, 

ácido ascórbico 0,001 M e 22 mg de polivinilpirrolidona (PVPP). O extrato foi 

centrifugado a 12.000 g por 30 min, a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado nas 

análises enzimáticas da dismutase do superóxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase 

(POX) (Biemelt et al., 1998). Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade de inibição da fotorredução 

do azul de nitrotetrazólio cloreto (NBT). A 100 μL do extrato enzimático foram 

adicionados 1,9 mL do meio de incubação: tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,8), 

metionina 14 mM, EDTA 0,1 μM, NBT 75 μM e riboflavina 2 μM. Para determinação 

da atividade da SOD, as amostras foram iluminadas à intensidade de 20,7 μmol m-² 
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s-¹ por 5 min e a absorbância determinada a 560 nm. Os resultados foram expressos 

como unidades de SOD mg proteína-1 min-1, em que uma unidade de SOD 

corresponde à quantidade de enzima necessária para reduzir em 50% a fotorredução 

do NBT (Giannopolitis e Ries, 1977). 

 A atividade da enzima CAT foi avaliada utilizando uma alíquota de 50 μL do 

extrato enzimático na qual foram adicionados 950 μL de meio de incubação contendo 

500 μL de fosfato de potássio 200 mM (pH 7,0) e 50 μL de peróxido de hidrogênio 12,5 

mM, mantendo-se em temperatura de 28 °C, por 5 minutos. A determinação da 

absorbância foi feita a 240 nm, à temperatura de 25 ºC, medindo durante o primeiro 

minuto de reação de acordo com Havir e McHale (1989), expressados em μmol H2O2 

min-1 mg proteina-1. 

 A atividade da enzima POX foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 2,9 mL do meio de reação constituído de tampão fosfato de 

potássio 0,1 M, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H2O2 20 mM (Jucoski et al., 2013). A 

produção de purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvância durante o 

primeiro minuto de reação a 420 nm, a 30 °C. A atividade enzimática foi calculada 

utilizando o coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Maehly e Chance, 1954) 

e expressa em µmol de H2O2 min-1 mg-1 proteína. 

 Para quantificação da concentração de proteínas, usadas para base da 

atividade enzimática, utilizou-se o método proposto por Bradford (1976). Em 0,1 mL 

do extrato enzimático bruto, adicionou-se 1 mL do reagente de Bradford. Após 15 min 

de reação no escuro, foi lida a absorbância a 595 nm e os teores de proteínas foram 

estimados com base em curva de calibração preparada com padrões de albumina 

bovina (BSA), expressos em mg proteína g MF-1. 

 

2.11. Desenho experimental e estatística 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente 

casualizado (DIC), num fatorial de sete tratamentos com cinco repetições, sendo cada 

unidade experimental constituída de uma planta/repetição. As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando-se o programa estatístico R, sendo os dados 

experimentais de cada variável foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk (p > 

0,05) e de Bartlett (p > 0,05) para verificação básica da normalidade e 

homocedasticidade residuais, seguido de transformações pelo modelo da família Box-
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Cox caso fossem necessárias. Dados não paramétricos foram análisados por Kruskal-

Wallis (p > 0,05) com complemento para comparação múltipla de médias do teste de 

Fisher-Bonferroni (p > 0,05). As variáveis de natureza paramétrica foram analisadas 

estatisticamente por meio da ANOVA - análise de variância e teste de Fisher (p > 0,05) 

com teste de comparação de média de Tukey (p > 0,05). Para as análises de dados, 

foi utilizada a linguagem e ambiente R (R. Core Team, 2016), com extensões na 

utilização dos pacotes MASS (Venables & Eripley, 2002), AGRICOLAE (De 

Mendiburu, 2009) e EXPDES (Ferreira et al., 2010). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Microscopia eletrônica de Varredura (MEV) 
 

 Observou-se agregados de nanopartículas com tamanho médio de 90 nm, 

medidas usando o software ImageJ, que em solução ficam dispersas (Figura 1 A). O 

EDS indica que a amostra é uma matriz orgânica no qual o metal está inserido, 

complexado em uma camada orgânica (Figura 1 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Imagem da Microscopia Eletrônica de Varredura contendo nanopartículas de 

níquel (A) e composição química elementar (C, O, Ni) presentes na amostra (B).  

 
A 

B 
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3.2. Difratometria de Raios-X (DRX) 
 

 O DRX identificou picos bem definidos próximos de 33º, 36º, 44º, que 

correspondem às nanopartículas de níquel de material cristalino (Sudhasree et al., 

2014; Ahghari et al., 2020. As nanopartículas de metal de valência zero geralmente 

são cristalinas.  

 

  

Figura 2. Caracterização de nanopartículas de níquel por difratometria de raios-x. A 

difratometria de raios-x avaliou as nanopartículas produzidas por síntese verde e 

mostra diferentes picos em ângulos 2θ de 33º, 36º, 44º.  

 

3.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformação de Fourier 
(FTIR) 

Os resultados de FTIR (Figura 3) indicam a presença de hidrocarbonetos (3228 

cm-1), acidos alifáticos (1730 cm-1, 1026 cm-1), polifenóis (1615 cm-1, 1401 cm-1), 

aminas aromáticas (1363 cm-1), éteres, álcoois, fenóis, ácidos graxos, ésteres e 
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anidridos (1099 cm-1) nas folhas de eucalipto, no extrato e nas NiNP formadas. A 

banda de 1490,01 cm-1 indica estiramento da ligação C-N nas nanopartículas. 

 

 

Figura 3. Espectro de FTIR de nanopartículas de níquel (preto), folha utilizada na 

preparação do extrato (verde) e extrato redutor (vermelho) avaliadas em número de 

onda de 0 a 4000 cm-1, mostrando picos em 3228, 1730, 1641, 1490, 1401 e 1026 cm-

1.  

 

3.4. Concentração de Ni absorvido  

 As plantas demonstraram capacidade de absorção e acúmulo de níquel com o 

aumento da concentração na solução nutritiva, sendo retido, preferencialmente, nas 

raízes. Houve diferenças de acúmulo nas folhas entre as duas formas de Ni utilizadas, 

sendo 31% mais acumulado na forma de nanopartículas. Nas raízes não houve 

diferenças estatísticas de acúmulo quando comparadas as formas salina e do 

elemento na forma de nanopartículas (Figuras 4A e C). Como esperado, a medida que 
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a concentração de níquel na solução aumentou, o acúmulo nas plantas também 

resultou em acréscimo do metal nos tecidos (Figuras 4B e D). 

 

 

 
Figura 4. Acúmulo de níquel (Ni) em diferentes concentrações nas formas de sal 

(NiSO4) e nanopartículas (NiNP) em folhas (A e B) e raízes (C e D) de Pistia stratiotes. 

Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela mesma letra não diferem 

entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos gráficos representam o 

erro padrão. 

 

3.5. Taxa de crescimento relativo 

 As plantas expostas ao Ni em forma salina tiveram quedas mais drásticas no 

crescimento vegetal comparadas às plantas expostas ao Ni em forma de 

nanopartículas. Os tratamentos 1,5 e 7,5 mg L-1 promoveram redução na taxa de 

crescimento relativo de 37% e 58% respectivamente, quando somadas todas as 

médias da mesma concentração comparadas ao controle, indicando que as 

nanopartículas apresentaram efeitos menos tóxicos no crescimento do que o sal 

(Figura 5). 

A
1 

B 

D C 
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Figura 5. Taxa de crescimento relativo de plantas de Pistia stratiotes expostas ao 

níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) e nanopartículas (NiNP). Médias, e seus 

respectivos erros padrões, seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste 

Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos gráficos representam o erro padrão. 

 

3.6. Pigmentos fotossintéticos 
 

 Clorofila a e b 

As plantas de Pistia stratiotes não apresentaram diferenças estatísticas entre 

as diferentes fontes de Ni nas concentrações de clorofila a e clorofila b, como mostram 

as figuras 6A e C respetivamente. Nas concentrações de 0,3 e 1,5 mg L-1, as plantas 

não apresentaram diferenças em relação ao controle em ambos os pigmentos. No 

tratamento contendo 7,5 mg L-1 de Ni, a diferença entre concentrações foi significativa, 

apresentando reduções de 35% de clorofila a e 25% de clorofila b em relação ao 

controle (Figuras 6B e D).  

 

Carotenoides 

A figura 7 mostra que as concentrações de carotenoides não foram diferentes 

entre fontes e doses até 1,5 mg L-1, porém na concentração de 7,5 mg L-1 as plantas 

no tratamento com níquel na forma salina apresentaram redução de 45% destes 

pigmentos comparadas as plantas tratadas com nanopartículas na mesma 

concentração e de 43% comparadas ao controle, demonstrando maior toxicidade do 

níquel na forma de sal às concentrações de carotenoides. 

 

A B 
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Figura 6. Concentrações de clorofila a (A e B) e b (C e D) em plantas de Pistia stratiotes 

tratadas em diferentes concentrações de níquel (Ni) nas formas salina (NiSO4) e de 

nanopartículas (NiNP). Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos 

gráficos representam o erro padrão. 

 

 

B 

D C 

A 
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Figura 7. Concentrações de carotenoides em plantas de Pistia stratiotes tratadas sem 

adição de níquel na solução controle (preto) e em diferentes concentrações de níquel 

(Ni) nas formas salina (NiSO4) (cinza escuro listrado) e de nanopartículas (NiNP) 

(cinza claro). As letras minúsculas representam a comparação entre mesma 

concentração e diferentes fontes. As letras maiúsculas representam a comparação 

entre mesma fonte e diferentes concentrações. Médias, e seus respectivos erros 

padrões, seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). 

As barras dispostas nos gráficos representam o erro padrão. 

 

3.7. Parâmetros fotossintéticos 

A respiração foi afetada em todos os tratamentos com NiSO4, diminuindo em 

relação ao controle enquanto os tratamentos com NiNP não diferiram estatisticamente 

do controle, somente as plantas tratadas com a concentração mais alta de 7,5 mg L-1 

apresentou aumento na taxa respiratória. A taxa de fotossíntese líquida não foi afetada 

nos tratamentos de 0,3 e 1,5 mg L-1 de ambas as fontes de Ni, porém houve alterações 

nos outros tratamentos afetando negativamente as plantas tratadas com NiNP sendo 

reduzida fortemente no tratamento de maior concentração. Contudo, a fotossíntese foi 

reduzida também no tratamento de 7,5 mg L-1 na forma salina (Tabela 1). 
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Tabela 1. Efeitos do níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) e nanopartículas (NiNP) 

sobre a respiração e taxa de fotossíntese líquida (A) em Pistia stratiotes. As letras 

minúsculas representam a comparação entre mesma concentração e diferentes 

fontes. As letras maiúsculas representam a comparação entre mesma fonte e 

diferentes concentrações. Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05).  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
As taxas de carbono interno (Ci) sofreram incremento apenas no tratamento 

com 7,5 mg L-1 das duas fontes de Ni. Os efeitos do Ni sobre a condutividade 

estomática (gs) e transpiração (E) seguiram o padrão das taxas fotossintéticas, 

mostrando um leve aumento nas concentrações de 0,3 e 1,5 mg L-1 e reduzindo na 

concentração de 7,5 mg L-1 , sendo as plantas do tratamento com NiNP mais afetadas, 

diminuindo 49% na gs e 23% na E em relação ao controle enquanto as tratadas com 

NiSO4 reduziram 19% na gs e 14% na E em relação ao controle (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Efeitos do níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) e nanopartículas (NiNP) 

sobre a concentração interna de carbono (Ci), condutância estomática (gs) e 

transpiração (E) em Pistia stratiotes. As letras minúsculas representam a comparação 

entre mesma concentração e diferentes fontes. As letras maiúsculas representam a 

comparação entre mesma fonte e diferentes concentrações. Médias, e seus 

respectivos erros padrões, seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste 

Tukey (P ≤ 0,05).  

 

Tratamento Respiração  
(µmol CO2 m-2 s-1) 

A  
(µmol CO2 m-2 s-1) 

Controle 2,14 ± 0,24 AB 
 

11,38 ± 1,51 A 

0,3 mg L-1 NiSO4 1,28 ± 0,17 bB 11,8 ± 0,19 aA 
0,3 mg L-1 NiNP 2,16 ± 0,08 aAB 12,75 ± 0,54 aA 
1,5 mg L-1 NiSO4 1,19 ± 0,12 bB 13,66 ± 0,25 aA 
1,5 mg L-1 NiNP 2,31 ± 0,07 aAB 9,28 ± 1,48 aA 
7,5 mg L-1 NiSO4 1,82 ± 0,26 bAB 5,81 ± 1,18 aB 
7,5 mg L-1 NiNP 2,85 ± 0,16 aA 1,40 ± 0,35 bC 

Tratamento Ci 

(µmol CO2 m-2 s-1) 
gs 

(mol H2O m-2 s-1) 
E 

(mmol H2O m-2 s-1) 
Controle 368,56 ± 1,72 B 

 
1,18 ± 0,2 AB 6,97 ± 0,46 A 
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Foi possível observar alterações na eficiência fotoquímica máxima do FSII 

(Tablela 3), em que as plantas dos tratamentos com concentrações de 0,3 e 1,5 mg L-

1 foram estatisticamente maiores que o controle e as de concentração de 7,5 mg L-1 

de nanopartículas e NiSO4. Não foi observado mudanças significativas no rendimento 

fotoquímico efetivo (ΦPSII), porém na taxa de transporte de elétrons (ETR) observou-

se que as plantas tratadas com NiNP na concentração de 1,5 mg L-1 tiveram maiores 

taxas, sendo 175% a mais que o controle (Tabela 3).  

 
Tabela 3. Efeitos do níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) e nanopartículas (NiNP) 

sobre o rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv/Fm), rendimento quântico 

efetivo do fotossistema II (ΦPSII) e taxa de transporte de elétrons (ETR) em Pistia 

stratiotes. As letras minúsculas representam a comparação entre mesma 

concentração e diferentes fontes. As letras maiúsculas representam a comparação 

entre mesma fonte e diferentes concentrações. Médias, e seus respectivos erros 

padrões, seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

3.8. Peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica 

 A exposição aos tratamentos de NiSO4 resultou em aumentos significativos de 

H2O2 nas folhas e raízes de Pistia stratiotes, que foram maiores estatisticamente que 

0,3 mg L-1 NiSO4 368,69,54 ± 1,25 aAB 1,38 ± 0,15 aA 6,98 ± 0,33 aA 
0,3 mg L-1 NiNP 365,54 ± 2,42 aB 1,2 ± 0,14 aAB 7,3 ± 0,31 aA 
1,5 mg L-1 NiSO4 362,55 ± 2,34 bB 1,24 ± 0,13 aAB 6,73 ± 0,26 aA 
1,5 mg L-1 NiNP 373,79 ± 2,22 aB 1,19 ± 0,11 aAB 7,35 ± 0,43 aA 
7,5 mg L-1 NiSO4 378,17 ± 3,29 bA 0,96 ± 0,15 aB 5,99 ± 0,33 aB 
7,5 mg L-1 NiNP 391,53 ± 3,91 aA 0,61 ± 0,14 bB 5,37 ± 0,37 bB 

Tratamento Fv/Fm ΦPSII ETR 
Controle 0,79 ± 0,005 B 

 
0,36 ± 0,27 A 43,43 ± 5,8 BC 

0,3 mg L-1 NiSO4 0,81 ± 0,001 aA 0,14 ± 0,02 aA 63,6 ± 9,87 aB 
0,3 mg L-1 NiNP 0,81 ± 0,004 aA 0,38 ± 0,3 aA 38,15 ± 4,38 bC 
1,5 mg L-1 NiSO4 0,8 ± 0,001 aA 0,2 ± 0,003 aA 91,91 ± 1,43 bA 
1,5 mg L-1 NiNP 0,8 ± 0,006 aA 0,27 ± 0,009 aA 119,42 ± 4,16 aA 
7,5 mg L-1 NiSO4 0,79 ± 0,001 aB 0,24 ± 0,007 aA 109,71 ± 3,24 aA 
7,5 mg L-1 NiNP 0,77 ± 0,009 bB 0,21 ± 0,01 aA 92,8 ± 8,02 bB 
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nas folhas e raízes de plantas dos tratamentos com nanopartículas. A média entre 

cada concentração das duas fontes de níquel não diferiu estatisticamente. As folhas 

apresentaram maiores concentrações de H2O2 (Figura 8). Os teores de MDA nas 

folhas foram significativamente maiores na concentração de 7,5 mg L-1. Em relação 

as plantas expostas ao Ni em forma de nanopartículas, em todas as concentrações 

os teores de MDA foram menores comparados às plantas expostas ao Ni na forma 

salina. Por outro lado, as concentrações de MDA diminuíram nas raízes, sendo as 

plantas tratadas com NiNP possuindo menores concentrações de MDA 

estatisticamente comparando às de NiSO4. (Figura 9). 

 

 
Figura 8. Efeitos do níquel (Ni) nas formas salina (NiSO4) e de nanopartículas (NiNP) 

nas concentrações de peróxido de hidrogênio (H2O2) em folhas (A e B) e raízes (C e 

D) de Pistia stratiotes. Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos 

gráficos representam o erro padrão. 
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Figura 9. Efeitos do níquel (Ni) nas formas salina (NiSO4) (cinza escuro listrado) e de 

nanopartículas (NiNP) (cinza claro) nas concentrações de malondialdeído (MDA) nas 

folhas (A) e raízes (B e C) de Pistia stratiotes. As letras minúsculas representam a 

comparação entre mesma concentração e diferentes fontes. As letras maiúsculas 

representam a comparação entre mesma fonte e diferentes concentrações. Médias, e 

seus respectivos erros padrões, seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo 

teste Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos gráficos representam o erro padrão. 

 

3.9. Extravasamento de eletrólitos 

 A elevada concentração de MDA no tratamento de 7,5 mg L-1 de Ni na forma 

salina é um indicativo que corrobora com os aumentos consideráveis de 

extravasamento de eletrólitos. Apesar de não ter diferenças estatisticas entre as fontes 

de níquel, ocorreu grandes danos à integridade de membrana nas folhas e raízes das 

plantas tratadas com a maior concentração de Ni do experimento. As porcentagens 

de extravasamento foram significativamente maiores que o controle, sendo valores 

75% em folhas e 74% em raízes (Figura 10). 

A 
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Figura 10. Efeitos do níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) e nanopartículas (NiNP) 

sobre a integridade de membranas celulares nas folhas (A e B) e raízes (C e D) de 

Pistia stratiotes. Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela mesma letra 

não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos gráficos 

representam o erro padrão. 

 

3.10. Metabolismo antioxidante enzimático 

As folhas de plantas no tratamento de 1,5 mg L-1 de níquel na forma de 

nanopartículas demonstraram elevada atividade da SOD, sendo maior 

estatisticamente comparada a atividade das plantas controle e das plantas do 

tratamento de mesma concentração de NiSO4. As raízes tiveram atividades 

semelhantes, não sendo significativamente diferentes entre diferentes fontes de 

níquel, porém observou-se elevada atividade na concentração de 7,5 mg L-1 (Figura 

11). As enzimas CAT e POX (Figuras 12 e 13) não tiveram diferenças estatísticas 

entre o níquel na forma salina e na forma de nanopartículas. A resposta da CAT foi 

diminuida na folha nas concentrações de 0,3 e 1,5 mg L-1, porém demonstrando 

aumento na dose de 7,5 mg L-1, estatisticamente igual ao controle. Nas raízes todas 
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as respostas foram estatisticamente idênticas. A resposta da enzima POX nas folhas 

das plantas em todos as concentrações foram estatisticamente iguais ao controle, 

entretanto as raízes diminuiram as atividades na concentração de 1,5 mg L-1. No geral, 

as plantas apresentaram resultados semelhantes comparando os tratamentos de 

NiSO4 com as NiNPs.  

 

 
 
Figura 11. Efeitos do níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) (cinza escuro listrado) e 

nanopartículas (NiNP) (cinza claro) sobre a atividade da enzima antioxidante 

superóxido dismutase (SOD) em folhas (A) e raízes (B e C) de Pistia stratiotes. As 

letras minúsculas representam a comparação entre mesma concentração e diferentes 

fontes. As letras maiúsculas representam a comparação entre mesma fonte e 

diferentes concentrações. Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos 

gráficos representam o erro padrão. 
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Figura 12. Efeitos do níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) e nanopartículas (NiNP) 

sobre a atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em folhas (A e B) e raízes 

(C e D) de Pistia stratiotes. Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). As barras dispostas nos 

gráficos representam o erro padrão. 

 

B A 

C D 



33 
 

 

 
 
Figura 13. Efeitos do níquel (Ni) nas formas de sal (NiSO4) e nanopartículas (NiNP) 

sobre a atividade da enzima antioxidante peroxidase (POX) em folhas (A e B) e raízes 

(C e D) de Pistia stratiotes. Médias, e seus respectivos erros padrões, seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (P ≤ 0,05). As  
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5. DISCUSSÃO 

Os resultados de caracterização das NiNP mostram que as nanopartículas 

possuem estrutura cúbica de face centrada, e indicam também que o método de 

extração foi eficiente para liberação de compostos orgânicos presentes nas folhas de 

eucalipto proporcionando a redução e revestimento das NiNP (Barbosa, 2007; Wang 

et al., 2014; Pandian et al., 2015; Din et al., 2020). Sabendo da origem do material 

vegetal, as vibrações das bandas mostradas na análise de FTIR são atribuídas a 

compostos orgânicos responsáveis pela redução do níquel, principalmente os 

polifenóis.  

Para uma eficiente remoção de nanopartículas do meio aquático por meio de 

espécies vegetais, asplantas utilizadas devem tolerar elevadas concentrações do 

elemento. Olkhovych et. al (2016) mostraram que a Pistia stratiotes é uma planta 

efetiva para a absorção e acumulo de nanopartículas metálicas, com capacidade de 

remoção, num período de 7 dias, de 94% de nanopartículas de manganês, 55% de 

nanopartículas de cobre, 65% de nanopartículas de zinco e 76% de nanopartículas de 

prata.  

Na presente pesquisa, as raízes acumularam concentrações na ordem de 

5420,23 µg g-1 MS, com o níquel (Ni) na forma de nanopartículas, e 3983,68 µg g-1 

MS, com o elemento na forma salina. Outros estudos, inclusive, demonstraram 

capacidade de acúmulo diferente, conforme relatado por Leblebici et. al (2019), em 

que as plantas de Pistia acumularam concentração 1820,18 µg g-1 MS de Ni quando 

cultivadas em meio de solução nutritiva com concentração de Ni de 20 mg L-1, na 

forma de NiCl2.  

Hanks et al. (2015) mostraram que plantas de Pistia foram capazes de acumular 

mais nanopartículas de prata que o sal do mesmo elemento em concentrações de 

0,02, 0,2 e 2 mg L-1. A maior absorção de nanopartículas pode ter se dado pelo fato 

da valência zero das NiNPs, podendo ter a entrada facilitada pelas membranas 

celulares. O níquel na forma salina fica prontamente disponível para a planta, embora 

encontrado em diferentes formas em condições naturais, a forma mais comum do 

níquel é na forma oxidada Ni2+ (Usman et al., 2019). O Ni é prontamente absorvido 

pelas raízes da planta; Nishida et al.  (2011) mostraram que em plantas de Arabidopsis 

thaliana, o transportador de metais AtIRT1, da família ZIP/IRT, tem grande 

especificidade para metais divalentes e mostrou que tem papel na mediação da 
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absorção de níquel. A translocação deste elemento se dá primariamente pelo xilema 

através da transpiração, sendo o transporte influenciado e facilitado por quelantes de 

níquel como nicotianamina, histidina, ácidos orgânicos e que sem a ação destes 

compostos, o transporte de níquel é rigorosamente afetado (Hassan et al 2019).  

O níquel na forma de nanopartículas pode ter entrado na planta e atravessado 

livremente pela via apoplástica e estria de Caspary. Dependendo da planta, estas 

barreiras de entrada podem ter poros que variam de 1 a 100 nm de tamanho 

(Tombuloglu et al., 2020). Majumdar et al. (2014) demonstraram que nanopartículas 

de cerium entraram nos tecidos da raiz através de espaços na estria de Caspary. 

Como mostrado na figura 4, o presente estudo mostra que a Pistia stratiotes é uma 

planta capaz de acumular grandes concentrações de níquel, porém afetando 

significativamente seu crescimento. Contudo, tem grande potencial de biorremediação 

em concentrações menores e pode ser utilizada como bioindicadora deste elemento 

no ambiente.  

O acúmulo de Ni reduz o crescimento da planta em consequência dos vários 

distúrbios causados no metabolismo celular, causados pela ação das espécies 

reativas de oxigênio as quais em elevadas concentrações, resultam em desequilíbrio 

do potencial redox das células. Isso promove danos às membranas lipídicas, 

pigmentos fotossintéticos, diminuição das taxas fotossintéticas e desregulação da 

respiração (Hassan et al., 2019).  

Contudo, mesmo tendo absorvido mais NiNP do que o Ni salino, o crescimento 

foi mais afetado nas plantas tratadas com NiSO4, provavelmente pelo motivo de 

possuir polifenóis nas NiNPs, que foram utilizadas para reduzir o sal de níquel em 

nanopartículas. Polifenóis são compostos produzidos pelo metabolismo secundário de 

algumas plantas, essencial para o crescimento, desenvolvimento e envolvidos nas 

defesas da planta (Tanase et al., 2019). Estes compostos atuam em diferentes 

funções, além de estruturais, possuem importantes propriedades antioxidantes que 

podem diminuir ou inibir a peroxidação lipídica (Tanase et al., 2014). Além disto, as 

NiNPs possuem valência zero, possuindo menor interação com outras moléculas e 

membranas, apresentando menor reação quando comparadas ao sal, que está 

prontamente reativo no sistema.  

Outra possibilidade é que as NiNPs foram “encapadas” com matrizes 

orgânicas, que, apesar de terem sido absorvidas pela planta, o Ni das nanopartículas 

foram liberados lentamente para o meio celular, causando menores danos em alguns 
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parâmetros, conforme demonstram os indicadores de dano celular, como o MDA. 

Ocorreu também a queda elevada de raízes pelas plantas nos tratamentos com níquel 

salino, enquanto nas plantas tratadas com NiNP esse fenômeno ocorreu com menor 

frequência.  

Pesquisa realizada por Pereira et al. (2018) demonstrou que plantas de Lemna 

minor tiveram o crescimento mais afetado com AgNO3 do que com AgNP, e que o 

revestimento das NPs fez diferença na menor toxicidade nas plantas. Em uma 

pesquisa feita por Castiglione et al. (2016), foi demonstrado que nanopartículas de 

TiO2 foram menos tóxicas no crescimento vegetal em plantas de Vicia faba do que em 

plantas na presença de titânio na forma salina. Da mesma forma, plantas de Brassica 

napus L. tratadas com Zn na forma de sal ZnO e na forma de ZnNP apresentaram 

redução de crescimento quando expostas ao Zn salino em concentração cerca de 5 

vezes menores do que a concentração de ZnNP, considerando-se a mesma redução 

no crescimento (Kouhi et al. 2015).  

A toxicidade por Ni pode gerar danos aos pigmentos diretamente pela 

paralisação da síntese de clorofila pela deficiência de Fe2+ e Mg2+  ou pela diminuição 

dos pigmentos já existentes, por meio da substituição do íon de Mg na estrutura da 

clorofila pelo Ni, sendo sintoma comum à toxicidade de outros metais pesados 

(Shahzad et al., 2018). Os teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides diminuíram 

na concentração de 7,5 mg L-1 de Ni comparados ao controle, sendo as plantas com 

tratamentos de NiSO4 com reduções maiores de carotenóides. O níquel pode causar 

em algumas plantas desregulação no sistema dos tilacóides, transformando 

cloroplastos em amiloplastos, como demonstrado por Appenroth et al. (2010) em 

plantas de Lemna e Spirodela, sendo outra possível explicação para a diminuição dos 

pigmentos. Similar aos nossos resultados, altas concentrações de NiNPs no meio 

resultaram em maior redução dos pigmentos fotossintéticos em plântulas de repolho 

(Chung et al., 2019). Torbati (2018) demonstrou que, em estudos comparando a 

toxicidade de NiO e NiNP, as plantas de Lemna minor e Spirodela polyrhiza tratadas 

com NiNP mantiveram ou aumentaram as concentrações de clorofila a, b e 

carotenoides comparadas ao controle, enquanto plantas tratadas com NiO sofreram 

redução sobre a concentração de pigmentos fotossintéticos. Quanto menor o estresse 

oxidativo, menores os danos em pigmentos, como mostrado no presente estudo.  

A exposição das plantas ao Ni resultou em diminuição nos parâmetros 

fotossintéticos, sendo as plantas tratadas com NiNP mais afetadas que as tratadas 
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com NiSO4. Nos tratamentos com nanopartículas, foram observados aumento na taxa 

respiratória, diminuição na fotossíntese, diminuição da condutividade estomática, 

diminuição da transpiração, e diminuição no rendimento quântico potencial (Fv/Fm) e 

na taxa de transporte de elétrons (ETR). Em contraste, as plantas expostas ao NiSO4 

tiveram redução nas taxas respiratórias.  

Corroborando com o presente estudo, Večeřová et al. (2016) sugeriram que 

plantas de cevada mantiveram as taxas respiratórias altas sob tratamento de 

nanopartículas de cádmio pois os substratos para a respiração, como aminoácidos e 

polissacarídeos, não foram afetados pelo acúmulo de Cd. Fuentes et al. (2014) 

mostraram que a planta aquática Salvinia minima apresentou taxas respiratórias 

consideravelmente elevadas após 6 dias de exposição a estresse por níquel. 

 A fotossíntese não apresentou mudanças nas duas fontes de níquel nas 

concentrações de 0,3 e 1,5 mg L-1, enquanto nas maiores concentrações ocorreu 

significativa mudança, principalmente nos tratamentos de NiNP. Este resultado 

acompanha a quantidade de pigmentos fotossintéticos, que reduziram nas fontes de 

níquel salino e nanopartículas na concentração de 7,5 mg L-1. Bhalerao et al. (2015) 

demonstra que a diminuição das taxas fotossintéticas está relacionada com danos na 

estrutura do cloroplasto, inibição das enzimas do ciclo de Calvin-Benson e como visto 

no presente estudo, desregulação na cadeia de transporte de elétrons e diminuição 

da condutividade estomática. Wang et al. (2016) relataram que ZnNP causaram 

redução de mais de 50% na taxa fotossintética em plantas de Arabidopsis thaliana. 

Outros estudos mostraram redução na fotossíntese líquida por toxicidade de Ni em 

plantas de Triticum aestivum L. (Yusuf et al., 2011) e Euglena gracilis (Ahmed e Häder, 

2010). Contudo, o principal mecanismo de alteração na fotossíntese por Ni não está 

elucidado. 

 Seguindo o padrão da fotossíntese, a condutância estomática (gs) manteve os 

níveis estatisticamente iguais ao do controle nas concentrações de 0,3 e 1,5 mg L-1, 

enquanto diminuiu na dose mais alta, resultando em menores taxas de trocas 

gasosas. Os resultados confirmam estudos prévios, que a gs diminuiu em folhas novas 

e maduras sob estresse por níquel (Velikova et al., 2011).  

O efeito do níquel nas folhas gera diminuição nas células do feixe vascular, 

mesófilo e epiderme mais fino, diminuindo os espaços intercelulares causando 

diminuição na transpiração (Bazihizina et al., 2015; Shahzad et al., 2018; Hassan et 

al., 2019). Demonstrando um resultado inesperado visto que as plantas do tratamento 
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com nanopartículas tiveram a taxa de crescimento relativa menos afetadas, 

possivelmente houve translocação das nanopartículas pelo xilema através da 

transpiração, acumulando nos tecidos foliares, e após o acúmulo houve liberação lenta 

do Ni pelas NPs causando efeitos tóxicos na condutância estomática, transpiração e 

nos cloroplastos, consequentemente afetando os parâmetros fotossintéticos. Bartoli 

et al. (2012) mostraram que a planta Leptoplax emarginata, que é uma 

hiperacumuladora de Ni, cultivada em solo rico em Ni e Cd teve redução significativa 

na transpiração. A mesma tendência foi observada em plantas de trigo por Shafeeq et 

al. (2012). Plântulas de tomate tratadas com nanopartículas de óxido de cério (CeO2) 

em concentração de 10 mg L-1 tiveram a taxa de transpiração reduzida (Wang et al., 

2013).  

 O rendimento quântico potencial (Fv/Fm) diminuiu nas concentrações de 7,5 

mg L-1 de Ni na forma salina e de nanopartículas, sugerindo que houve danos 

estruturais e funcionais no fotossistema II enquanto o rendimento efetivo (ΦPSII) não 

sofreu alterações e a taxa de transporte de elétrons (ETR) aumentou no tratamento 

de NiNP a 1,5 mg L-1 e nos tratamentos de NiSO4 nas concentrações de 1,5 e 7,5 mg 

L-1. Štefanic et al. (2021) demonstraram que tratamentos com diferentes 

concentrações de AgNP e AgNO3 não causaram mudanças significativas no ΦPSII 

comparados ao controle. Zsiros et al. (2018) demonstraram que 100 mg L-1 de SeNP 

não afetou o ΦPSII e ainda teve aumento significativo no fotossistema I em plantas de 

tabaco. Por outro lado, Biba et al. (2021) apresentaram em seu estudo que as duas 

formas de Ag diminuiram o ΦPSII e a ETR em plântulas de tabaco. Segundo Ke et al. 

(2018), as nanopartículas foram mais severas na inibição da fotossíntese que o sal de 

prata, corroborando com nosso estudo. As plantas tratadas com NiNP acumularam 

mais Ni nas folhas estatisticamente comparadas com as plantas no tratamento com 

NiSO4, o que pode explicar os menores parâmetros fotossintéticos. Mesmo 

apresentando menor fotossíntese líquida e maior taxa de crescimento relativo, as 

plantas tratadas com NiNP apresentaram visualmente crescimento vigoroso até o 

quinto dia de experimento e só depois mostrarem sintomas de toxicidade por Ni. 

Provavelmente o Ni das NiNPs foram sendo liberadas gradualmente, causando 

toxicidade após as plantas já apresentarem crescimento relativo maior que as plantas 

tratadas com NiSO4, que está prontamente reativo nas células.  

O acúmulo de metais pesados afeta a integridade de membranas, pois induzem 

a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) que, em altas concentrações, 
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causam danos aos lipídios de membrana através da peroxidação lipídica, resultando 

em perda de eletrólitos, perda de pressão de turgor e desregulam atividades das 

enzimas ligadas à membrana, alterando a afinidade para com o substrato (Kazemi et 

al., 2010; Anjum et al., 2016; Shahzad et al., 2017; Foyer, 2018).  

A concentração de malondialdeído (MDA) é um indicador do resultado dos 

danos à membrana por ROS (Shazad et al., 2018). A exposição das plantas ao Ni 

induziu o estresse oxidativo como demonstrado pelo aumento significativo de H2O2 

em plantas do tratamento com Ni na forma salina comparadas às plantas tratadas com 

Ni na forma de nanopartículas, MDA e extravasamento de eletrólitos principalmente 

na maior concentração. Diferentes trabalhos demonstraram o aumento de H2O2 e 

peroxidação lipídica em outras plantas causadas por NiNP, NiSO4 e NiO (Oukarroum 

et al., 2015; Chung et al., 2019; Pinto et al., 2019). Plantas hiperacumuladoras de Ni 

podem não evitar a formação de ROS, como mostrado no presente trabalho, porém 

parece ter capacidade de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (Khaliq et 

al., 2015), o que não ocorreu no nosso estudo. A diminuição de H2O2 nas folhas e 

raízes de plantas tratadas com NiNP pode ter relação com a menor reatividade das 

NiNP, que possuem valência zero e/ou são liberadas para o meio de forma mais lenta. 

O Ni em forma de sal apresentou ser mais tóxico que as nanopartículas em relação a 

espécie reativa de oxigênio e peroxidação lipídica 

A atividade da SOD mostrou aumento significativo nas raízes na maior 

concentração de Ni, em ambas as formas químicas, resultado que corroborado pelos 

trabalhos de Doganlar (2012), com Lemna gibba e Hasanuzzaman et al. (2019), com 

Oryza sativa L. Na concentração mais baixa, não houve mudanças significativas na 

atividade da SOD em plantas tratadas com NiSO4 e NiNP, provavelmente não foi uma 

dose suficiente para ativar a defesa desta enzima na planta, o que é consubstanciado 

pelos resultados de MDA e extravasamento de eletrólitos.  

A atividade da CAT nas folhas permaneceu estatisticamente igual ao controle 

nas plantas tratadas na concentração de 7,5 mg L-1, enquanto nas outras 

concentrações a atividade diminuiu. Não houve diferenças estatísticas entre diferentes 

formas de Ni e diferentes concentrações. Sob acúmulo de Ni, a atividade da CAT pode 

não ser suficiente para destoxificar a grande quantidade de peróxido de hidrogênio 

produzido pela Pistia stratiotes, como foi demonstrado por Singh e Pandey (2011).  

A atividade da POX não alterou significativamente com o incremento no 

acúmulo de Ni, independente da forma química. Provavelmente, essa enzima não tem 
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uma participação efetiva na mitigação das elevadas concentrações de H2O2. Alguns 

pesquisadores relataram que pode ocorrer redução na atividade da POX em 

contrapartidade ao incremento da atividade da SOD, conforme demonstrado por 

Torbati et al. (2017) e Tarrahi et al. (2017) com plantas de Lemna minor em 

tratamentos de ZnNPs e SiNPs. 

 
 

6. CONCLUSÃO 

 A Pistia stratiotes se mostrou uma planta com capacidade de acumular grandes 

quantidades de nanopartículas de níquel (NiNP) em seus tecidos, mais que o sal do 

próprio elemento, principalmente nas raízes. As plantas apresentaram clorose nas 

pontas das folhas, seguidas de necrose, raízes escurecidas seguidas de abscisão e 

havendo mortalidade após os 7 dias. O grande acúmulo das NiNPs nas folhas 

prejudicou o funcionamento regular de vários aspectos fisiológicos e bioquímicos, 

apresentando grande queda na fotossíntese e crescimento e danos nas membranas 

celulares. As plantas tratadas com nanopartículas tiveram menores concentrações de 

H2O2 comparadas as plantas tratadas com Ni na forma salina. Entretanto, 

concentrações baixas de NiNP se mostraram benéficas para a planta, como maiores 

teores de pigmentos fotossintéticos e maior taxa de fotossíntese liquida, podendo se 

fazer necessário, no futuro, estudos sobre efeitos de concentrações baixas de NiNP 

para aspectos nutricionais nas plantas. Em alguns aspectos, as NiNP foram menos 

tóxicas para a planta comparadas ao NiSO4. Faz-se necessário mais estudos sobre o 

metabolismo de nanopartículas metálicas em plantas em nível molecular e anatômico, 

para elucidar os processos envolvidos, principalmente o efeito sobre os parâmetros 

fotossintéticos. 
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