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RESUMO

As sementes do mamao sdo um subproduto sem aplicagao comercial visivel
atualmente, porém com uma composi¢cao muito vasta e rica em compostos fendlicos,
flavonoides, terpenos e fitosterdis. Estes componentes possuem potencial como
agente redutor na biossintese de nanoparticulas metalicas, como as nanoparticulas
de ouro, por exemplo, que possuem propriedades antimicrobianas, antioxidantes e
anti-inflamatéria. O uso de nanoparticulas biossintetizadas pode ser uma forma de
valorizar a utilizacdo da semente de mamao, principalmente ao viabilizar a aplicagao
dopando membranas de nanocelulose com estas nanoparticulas, possibilitando a
formacdo de um nanocompédsito de matriz polimérica sustentavel, abundante,
biocompativel e com boas propriedades mecanicas. Neste trabalho, o extrato da
semente de maméao foi obtido utilizando-se etanol para posterior biossintese das
nanoparticulas de ouro, as quais foram impregnadas em membranas de nanocelulose
nas concentracoes 0,5, 1 e 2 %. Para efeitos comparativos, nanoparticulas obtidas
com citrato de sédio foram utilizadas como referéncia. Os resultados apontaram que
a semente de maméo apresenta um rendimento de 30% na sua extragdo com etanol,
aléem de possuir uma composicdo vasta de compostos antioxidantes. As
nanoparticulas obtidas utilizando este extrato possuem uma morfologia variada em
comparagao com a referéncia, apresentando formatos e tamanhos diversos devido a
composic¢ao variada do extrato da semente. No entanto, os estudos de dopagem das
membranas mostraram que as nanoparticulas biossintetizadas apresentaram grande
concentragdo de nanoparticulas na biossintese e maior aderéncia as fibrilas de
nanocelulose que as nanoparticulas de referéncia, além de uma distribuicao
homogénea pela membrana de nanocelulose.

Palavras-chave: Semente de Carica papaya. Biossintese. GNP. AuNP. CNF.



ABSTRACT

Papaya seeds are a byproduct with no evident commercial purpose at the
moment, although they have a very diverse composition and are high in phenolic
compounds, flavonoids, terpenes, and phytosterols. These components have the
potential to act as reducing agents in the production of metallic nanoparticles with
antibacterial, antioxidant, and anti-inflammatory effects, such as gold nanoparticles.
Biosynthesized nanoparticles can be used to improve the use of papaya seed, mostly
by doping nanocellulose membranes with these nanoparticles, allowing the production
of a sustainable, plentiful, biocompatible polymer matrix nanocomposite with high
mechanical characteristics. The papaya seed extract was prepared using ethanol for
further manufacture of gold nanoparticles, which were impregnated in nanocellulose
membranes at concentrations of 0.5, 1, and 2%. For comparison, sodium citrate
nanoparticles were utilized. The results demonstrated that the papaya seed had a 30%
yield in ethanol extraction as well as a diverse composition of antioxidant chemicals.
Due to the variable content of the seed extract, the nanoparticles created using this
extract have a different morphology than the reference, showing distinct shapes and
sizes. However, membrane doping investigations have revealed that the
biosynthesized nanoparticles would have a higher nanoparticle concentration in the
biosynthesis and stronger adherence to nanocellulose fibrils than the reference
nanoparticles, as well as a homogenous distribution across the nanocellulose
membrane.

Keywords: Carica papaya seed. Biosynthesis. GNP. AuNPs. NFC.
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1 INTRODUGAO

O mamao é uma fruta tropical de sabor adocicado muito apreciada tanto in
natura quanto na forma de doces, geleias e sobremesas, e o Brasil € o segundo maior
produtor desta fruta, ficando atras apenas da india (TAN; TAN; TAN, 2020). Segundo
dados do IBGE, o Brasil possui uma produgao de 42 toneladas por hectare e tendo
produzido mais de 1,2 milhdo de toneladas de frutos no ano de 2020 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020). Este fruto pode ser quase
totalmente aproveitado, com suas partes menos nobres sendo t&o ricas e uteis quanto
a polpa. Estima-se que entre 10% e 60% do processamento de frutas tropicais seja
apenas de subprodutos como casca, sementes e folhas. No caso do maméao, s6 as
sementes podem equivaler a cerca de 15% do seu peso (HAMEED, 2009),
dependendo da variedade.

Considerando que a composicao desta fruta é rica em diversos fitoquimicos,
fibras, vitaminas e minerais, e que boa parte destes compostos estdo presentes
principalmente nas sementes, estas se tornam um subproduto com grande valor ndo
apenas para consumo, mas também para possiveis aplicagdes mais nobres, como
utilizagcdo na reducdo de nanoparticulas metalicas. Por exemplo, as propriedades
medicinais da semente do mamao sao vastas, com estudos comprovando a suas
propriedades anti-helminticas, antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes e
cicatrizantes (JAISWAL; SINGH, 2008; NAYAK et al., 2012; SALLA et al., 2016).

No entanto, atualmente ndo ha uma aplicagao comercial para as sementes de
mamao, além do cultivo de sementes especificas para plantio. Por outro lado, alguns
estudos técnico-cientificos evidenciam os potenciais dos extratos obtidos das
sementes de mamao. Por exemplo, a semente de mamao pode ser utilizada como
suplemento alimentar, aumentando as propriedades fitoquimicas em alimentos como
mingaus (AVILA et al., 2020), uma vez que sua composi¢éo é rica em compostos que
possuem grande potencial antioxidante, como acido hexadecandico, acido oleico, por
exemplo (AGADA et al., 2021; IORDANESCU et al., 2021).

Concomitantemente, a literatura cientifica nao reporta por completo o
potencial das sementes de mamao e seus coprodutos quando aplicados em conjunto
com nanoestruturas inorganicas e organicas. O uso combinado de extratos organicos
e nanoestruturas inorganicas € uma alternativa de valorizar as propriedades dos

extratos, visto que ja existem diversos estudos similares nesta area que demonstram
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a eficiéncia de extratos naturais como agentes redutores e estabilizantes na formagao
de nanoparticulas inorganicas. Alguns exemplos sao os trabalhos desenvolvidos por
BOTTEON et al. (2021) e NARAYANAN; SAKTHIVEL (2008), que utilizaram folha de
coentro e extrato de propolis, respectivamente, como agentes redutores das
nanoparticulas de ouro.

Outros trabalhos foram além, biossintetizando nanoparticulas inorganicas e
aplicando-as em nanoestruturas de celulose, como MOCANU et al. (2019) que utilizou
extrato de prépolis para produzir nanoparticulas de 6xido de zinco, além da
biossintese de nanoparticulas de prata com extrato de L. salicaria
(MOHAMMADALINEJHAD; ALMASI; ESMAIILI 2019) e ha também o trabalho
realizado por RAZAVI et al. (2020) que obteve nanoparticulas metalicas diversas
utilizando extrato de amoreira.

O uso de nanoestruturas inorganicas, como as nanoparticulas de ouro, e
organicas, como a nanocelulose, sao alternativas para agregar valor a um subproduto
sem aplicacdo atualmente, uma vez que estes materiais possuem também
propriedades pertinentes as aplicagdes de alto valor agregado. As nanoparticulas de
ouro possuem capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e sdo biocompativeis, além
de permitirem facilmente sua obtengado utilizando um extrato natural, como o da
semente de mamao (AHMED et al., 2016; RAMALINGAM, 2019). J4 a nanocelulose,
€ um material biodegradavel e sustentavel que também é biocompativel e, além disso,
possui boas propriedades mecanicas, o que o torna facil de manipular e aplicar,
principalmente, na forma de membranas e filmes (KARGARZADEH et al., 2018).

Tendo em vista que as sementes de mamao, que compde 15% do peso total
do fruto, atualmente ndo possuem uma aplicagédo comercial, e sdo em sua grande
parte descartadas pela industria de alimentos; Além disso, que o extrato destas
sementes possui uma composicao rica em fenois, flavonoides, terpenos, entre outros,
e tais componentes tém boa aplicagdo como agentes redutores e estabilizantes na
producao de nanoparticulas inorganicas como a de ouro, por exemplo; Considerando
também o uso de nanocelulose como veiculo de aplicagdo para nanoparticulas
biossintetizadas com extratos, as vantagens advindas do uso de um material de
origem abundante e sustentavel, as propriedades de biocompatibilidade e
biodegradabilidade. E justificavel realizar um estudo sobre a aplicacdo do extrato da
semente de mamao como agente redutor, com o intuito de dar uma finalidade

comercial a este rejeito industrial.
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Além disso, utilizar as nanoparticulas de ouro biossintetizadas na dopagem
de membranas de celulose visa facilitar a aplicacdo deste produto comercialmente,
visto que a maleabilidade desta matriz polimérica torna palpavel a utilizacido das

nanoparticulas biossintetizadas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho visa o desenvolvimento de membranas de nanocelulose
dopadas com nanoparticulas de ouro obtidas por biossintese utilizando o extrato da

semente de mamaéo.

1.1.2 Objetivos especificos

Investigar as melhores condigdes de extracdo e caracterizagdo dos
compostos presentes na semente de mamao;

Averiguar as melhores condi¢des de biossintese das nanoparticulas de ouro
utilizando o extrato da semente de mamao como agente redutor e estabilizante;

Realizar a dopagem das nanoparticulas de ouro nas membranas de

nanocelulose
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REVISAO DE LITERATURA

1.1 SEMENTE DE MAMAO

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor do fruto, com uma producgao
média de 42 t/ha, e foi responsavel pela produgao de 1,16 milhdes de toneladas no
ano de 2019 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020)
movimentando quase 45 milhdes de reais na economia brasileira, ficando atras
apenas da India.

As sementes compde cerca de 15% do peso do fruto (HAMEED, 2009) e séao
comumente descartadas como residuo, seja no ambito doméstico ou industrial, o que
implica que s6 na producdo brasileira de 2019 pode-se estimar que cerca de 174
toneladas de semente foram totalmente desperdicadas. E apesar de serem
consideradas um residuo, as sementes possuem uma seérie de propriedades que as
tornam muito interessantes para algumas aplicagdes de alto valor agregado.

As sementes de mamao possuem uma composi¢cao muito ampla, com
alcaloides, diversos compostos fendlicos, flavonoides, esterdis e triterpenos, e
saponinas. Devido a esta grande variedade de componentes suas propriedades
também sdo muito amplas e, provavelmente, ainda deve haver muito potencial a ser
explorado.

Ja houve estudos demonstrando que as sementes possuem potencial como
agente antimicrobiano, anti-helmintico, cicatrizante e antioxidante. NAYAK et al.
(2012) conduziram um estudo utilizando o extrato etanoico da semente de mamao
como agente cicatrizante, e os resultados foram tdo bons que superaram até mesmo
a mupirocina, um medicamento de uso topico com forte agao bactericida indicada para
problemas como impetigo, foliculite, furunculose e ectima (FIGURA 1). Um outro
trabalho executado por JAISWAL; SINGH (2008) verificou que o extrato etanoico de
semente de mamao é extremamente toxico para caracdis Lymnaea acuminata, ao

mesmo tempo que n&o apresenta toxicidade aos peixes que dividem o mesmo habitat.
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FIGURA 1 — ESTUDO COMPARATIVO NA CICATRIZAGAO DE FERIMENTOS UTILIZANDO O
EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO.

Mupirocin + C. papaya

Control

Day 1 Day 13 Day 1 Day 13

Mupirocin

Day 1 Day 13 Day 1 Day 13

FONTE: Nayak et al. (2012).

Um estudo muito interessante utilizando solventes de diferentes polaridades
demonstrou de forma detalhada como o extrato de semente de mamé&o possui
diversos componentes que Ihe conferem um excelente carater antioxidante (ZHOU et
al., 2011). Outro estudo realizado por SALLA et al. (2016) comprova a eficiéncia dos
extratos em metanol e hexano contra o estresse oxidativo em células de cancer de
figado (HepG2) causado por perdxido de hidrogénio, com destaque, principalmente,
para o extrato em metanol que possui uma concentragdo maior de polifendis. Alguns
autores também verificaram nestas sementes certo potencial espermicida
(GHAFFARILALEH; FISHER; HENKEL, 2019), anticancer (PATHAK et al., 2014) e
antidiabético (AGADA et al., 2021).

O fato € que as sementes de maméo ainda tém muito a se explorar, uma vez
que sua composi¢ao rica pode permitir uma infinidade de caracteristicas e
propriedades. Mas até o presente momento ja é perceptivel que estas podem uteis de
diversas maneiras e, portanto, possuem um bom potencial para deixarem de ser

apenas um residuo e se tornarem um material de alto valor agregado.
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1.2 NANOPARTICULAS DE OURO

Os primeiros estudos de cunho cientifico envolvendo ouro coloidal surgiram
no século XIX com Michael Faraday realizando diversos experimentos com metais em
suspensao, seus efeitos sob luz e a formacao de filmes finos (EDWARDS; THOMAS,
2007).

As nanoparticulas de ouro sdo um destes materiais versateis e revolucionarios
que podem ser uteis em diversas areas, muitas vezes completamente distintas. Suas
caracteristicas morfolégicas e dimensionais podem ser alteradas de acordo com a rota
de obtencao e, consequentemente, podem afetar diretamente a sua funcionalidade
final. Sua razéo superficial em relacdo ao volume e seu potencial zeta tornam estas
nanoparticulas muito interessantes em aplicagbes de cunho biolégico devido a sua
alta capacidade de captacgao celular, principalmente quando se encontra no formato
esférico.

De forma mais genérica, para formagado de nano materiais em geral ha dos
caminhos basicos: bottom up e top down. No método bottom up se utiliza a redugcao
de ions para que ocorra a jungao de atomos que irdo crescer e formar a nanoparticula.
No método top down é realizado o caminho reverso, onde se pega o material em
escala macroscoépica e o dispersa até atingir a escala nanométrica (AHMED et al.,
2016; EUSTIS; EL-SAYED, 2006).

O método mais comum e simples de se obter nanoparticulas de ouro estaveis
segue o sistema boftom up e utiliza citrato de soédio como agente redutor e
estabilizante. O acido auro cloridrico (HAuCls) é solubilizado em agua e aquecido, o
que faz com que ions Au3* se dispersem, com a adi¢do do citrato de sédio estes ions
sdo reduzidos e se aglomeram formando as particulas que vao crescendo
paulatinamente, ao mesmo tempo em que o citrato também se une a estes
aglomerados de ouro e lhes confere estabilidade. A variagdo da concentragdo de
citrato de sdédio afeta diretamente o tamanho da particula obtida, de forma
inversamente proporcional, ou seja, quanto menor a quantidade de citrato maior sera
a nanoparticula (SENAI, 2014; ZHAO; LI; ASTRUC, 2013).

Todavia, nanoparticulas de ouro podem facilmente ser sintetizadas através de
outros métodos, sejam eles quimicos, fisicos ou bioldgicos, e diversas pesquisas
também ja mostraram a possibilidade de se obter estas nanoparticulas utilizando

outros produtos como agentes redutores e estabilizantes, como algumas biomoléculas
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que podem ser facilmente encontradas em extratos naturais, por exemplo (FIGURA
2) (AHMED et al., 2016; RAMALINGAM, 2019).

FIGURA 2 — ALGUNS METODOS DE OBTENGCAO DE NANOPARTICULAS DE OURO, POSSIVEIS
MORFOLOGIAS E APLICACOES.
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FONTE: Ramalingam (2019).

Biossinteses de nanoparticulas de ouro ja foram realizadas por outros
pesquisadores com diversos extratos naturais como, por exemplo, BOTTEON et al.
(2021) que utilizaram prépolis como agente redutor e resultou em nanoparticulas com
tamanho entre 8 e 15 nm com boas propriedades antimicrobianas e anticancer.
Extrato de folha de coentro também apresentou bons resultados como agente redutor
de ouro na formagao de nanoparticulas de diversos formatos com tamanho entre 7 e
58 nm (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2008), assim como as cinzas de nozes num
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estudo realizado por (IZADIYAN et al., 2018) que obteve nanoparticulas esféricas a
temperatura moderada com tamanho médio de 14 nm.

As nanoparticulas de ouro, de modo geral, possuem excelentes propriedades
anti-inflamatérias, antioxidantes, alguma atividade bactericida, possuem baixa
toxicidade e s&o biocompativeis, entre varias outras propriedades e aplicagbes nos
mais diversos campos da ciéncia (AHMED et al., 2016; BOISSELIER; ASTRUC, 2009;
DOS SANTOS HAUPENTHAL et al., 2020; LIU et al., 2021; RAMALINGAM, 2019).
Tais caracteristicas sdo muito versateis e as tornam interessantes para as mais
variadas aplicagdes tecnolodgicas, principalmente quando ha a possibilidade de aliar
estas propriedades com outros materiais como € caso de extratos com potencial

fitoterapicos, farmacos, entre outros.
1.3 NANOCELULOSE

A celulose é um polimero natural formado pelo monémero de glicose (FIGURA
3) encontrado em abundancia, uma vez que é responsavel por compor entre 40 e 50%
da estrutura de plantas e arvores. A celulose possui diversos grupos hidroxila em sua
estrutura que sao responsaveis por Ihe conceder uma estrutura insoluvel em solventes

organicos e agua.

FIGURA 3 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DO MERO DA CELULOSE.
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A partir da celulose pode-se obter a nanocelulose, que possui algumas
variacdes e pode classificada de acordo com sua morfologia e método de obtengao
(TABELA 1).

TABELA 1 - TIPOS DE NANOCELULOSE E SUAS CARACTERISTICAS.

Tipo de Diametro  Comprimento Descricao
nanocelulose

Nanocristais Alguns 10 € 500 nm Possui uma etapa de hidrdlise acida na sua
(NCC) nandmetros produgéo, que elimina as cadeias amorfas

Nanofibrilas 3a50nm Alguns Processo mecanico, com uma morfologia que pode
(NFC) micrometros variar muito devido ao processamento, grau de

cristalinidade e grau de polimerizagéo

Bacteriana Abaixo de Alguns Produzida pelo método bottom-up utilizando
(BNC) 100 nm micrometros bactérias que utilizam fontes de carbono para
construir as cadeias de celulose

Fonte: O Autor (2022).

Em geral, o processo € por método top down utilizando como matéria prima
diversos produtos como madeira de reflorestamento, bagagos ou a propria celulose
utilizada na industria de papel. A Unica excec¢ao € a celulose bacteriana.

As nanofibrilas de celulose sao obtidas principalmente a partir de um
processamento mecanico, como a moagem, na qual as fibras de celulose sdo abertas
devido as forgas de cisalhamento e a fibrilas internas sdo expostas. Podem ser
aplicados alguns pré-tratamentos para melhorar a qualidade das fibrilas obtidas, como
acetilagdo, ou pré-tratamentos como oxidacdo pra diminuir a interacdo da parede
celular, que esta relacionada com o inchamento das fibras da matéria prima. Esta
nanocelulose pode apresentar variagdes na morfologia que estdo diretamente
correlacionadas com os parametros do processamento. O grau de cristalinidade e
polimerizagao também podem ser diferentes de acordo com a matéria prima utilizada.
Em geral, o diametro das fibrilas estdo entre 3 e 50 nm e seu comprimento pode
alcancgar até alguns micrometros (DELGADO-AGUILAR et al., 2015; THOMAS et al.,
2020).

Os nanocristais de celulose sdo compostos apenas pela parte cristalina da
cadeia polimérica da celulose, e sua obtengdo consiste num processamento

mecanico, como a moagem da celulose, para ocorrer a desfibrilacdo e,
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posteriormente, uma etapa de ataque quimico para remover a parte amorfa que
degrada quando exposta a presenca de acidos. Este tipo de nanocelulose costuma
apresentar didmetro dos cristais em torno de algumas dezenas de nanémetros e o
comprimento variando entre 10 e 500 nm (KARGARZADEH et al., 2018).

A nanocelulose bacteriana, ao contrario das anteriores, segue um processo
bottom up e utiliza outras fontes para producdo de nanocelulose. Neste caso,
microrganismos s&o alimentados com compostos ricos em carbono que sao
convertidos em monémeros de glicose e interligados para formar as cadeias de
celulose de modo controlado. Este tipo de nanocelulose apresenta diametro abaixo
de 100 nm e comprimento em torno de alguns micrometros (GOLMOHAMMADI et al.,
2017).

A nanocelulose se caracteriza por ter uma baixa densidade, boa resisténcia
mecanica, ser flexivel e quimicamente inerte, mas permitir a funcionalizacdo da sua
superficie devido a presenga de grupos hidroxila. Além disso € um material cuja
matéria prima € abundante, renovavel, biodegradavel e de baixo custo, sendo um bom
candidato para substituir polimeros sintéticos em algumas aplicagbes
(KARGARZADEH et al., 2018).

1.3.1 Aplicagdes de nanocelulose dopada com nanoparticulas

Ha diversas abordagens sobre a combinacdo entre nanocelulose e
nanoparticulas inorganicas com extratos naturais na literatura atualmente, uma vez
que estes materiais por si s6 apresentam caracteristicas unicas e convidativas para
aplicagdes diversificadas.

A TABELA 2 apresenta alguns exemplos de propriedades e aplicagbes da
nanocelulose em conjunto com nanoparticulas e extratos naturais de diversas

naturezas.
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TABELA 2 — ALGUMAS PROPRIEDADES E APLICAGOES DA NANOCELULOSE EM CONJUNTO
COM NANOPARTICULAS DE EXTRATOS NATURAIS.

Matriz Fase dispersa Propriedades Aplicagoes Referéncia
BNC Nanoparticulas de Bactericida Embalagens MOCANU et al., 2019
ZnO com extrato de alimenticias
propolis
NFC Nanoparticulas de Antimicrobiana Embalagens MOHAMMADALINEJH
prata com extrato de alimenticias, AD; ALMASI;
Lythrum salicaria biossensores, ESMAIILI, 2019
purificagédo de
agua e curativos
BNC Nanoparticulas de Antimicrobiana Embalagens RAZAVI et al., 2020
Ag, Pd e Cu com alimenticias
extrato de amora
NFC Nanoparticulas de Catalisadora Espuma ALLE et al., 2021
ouro catalisadora
renovavel para
diversas reagdes
BNC Nanoparticulas de Catalisadora Catalisador na DESHMUKH;
Au e Ag com extrato converséo de 4- DIKSHIT; KIM, 2022
da casca de roméa nitrofenol para 4-
aminofenol
BNC Nanoparticulas de Cicatrizante e Curativos MONIRI et al., 2018
prata com extrato de bactericida
Citrullus colocynthis
BNC Nanoparticulas de Cicatrizante e Curativos MONIRI et al., 2018a
Fe304 com extrato bactericida
de Aloe vera
NFC Nanoparticulas de Antimicrobiana Embalagens WU et al., 2019
prata com extrato da e antioxidante alimenticias
semente de uva
NFC Nanoparticulas de Adsorvente Tratamento de TAVKER et al., 2021

prata com extrato da
casca de laranjeira

efluentes, para
remocéo de Cd e
Cr

Fonte: Autor (2022).

Como a nanocelulose € um material versatil que permite ser facilmente

modificada, o numero de possibilidades de dopagem com nanoparticulas e extratos

envolvendo-a é enorme.
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MATERIAL E METODOS

A estratégia experimental adotada no presente trabalho seguiu o esquema
representado na FIGURA 4, com a preparacao do extrato da semente de mamao,
posterior preparagao das nanoparticulas de ouro utilizando este extrato como agente
redutor e estabilizante e, por fim, a dopagem destas nanoparticulas em membranas

de nanocelulose.

FIGURA 4 — ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ADOTADA PARA O DESENVOLVIMENTO DA
PESQUISA.

Sementes de mamao

Extracdo em etanol

Caracterizagdo do extrato

Rendimento, ensaios quimicos qualitativos, teor de fendlicos, FTIR, CG-MS

Nanoparticulas de ouro

Sintese com citrato de sédio (referéncia) - GNPcit Biossintese com extrato da semente - GNPext

Caracterizagdo das nanoparticulas

UV-Vis, FTIR, NTA, MET

Membranas de nanocelulose

Dopagem com GNP referéncia (NFC:GNPcit) Dopagem com GNP biossintetizada (NFC:GNPext)

Caracterizagdo das membranas

FTIR, UV-Vis, EDS, MEV, taxa de liberagdo controlada

Fonte: O Autor (2022).

Os reagentes utilizados neste trabalho foram Padrao Analitico (P.A), obtidos

a partir de diversos fornecedores, conforme listado na TABELA 3.
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TABELA 3 — INFORMAGCOES TECNICAS DOS REAGENTES UTILIZADOS.

Reagente Férmula Quimica Descrigcao

Alcool etilico absoluto P.A. C2HesO CAS 64-17-5

Fornecedor Exodo Cientifica

Acido cloro aurico P.A. HAuCl4.3H20 CAS 16961-25-4
Fornecedor Dindmica Quimica

Contemporanea

Acido cloridrico 37% P.A. HCI CAS 7647-01-0

Fornecedor Neon

Acido nitrico 65% P.A. HNO3 CAS 7697-37-2
Fornecedor Neon

Citrato de soédio tri basico CeHsNaz07.2H20 CAS 6132-04-3
P.A. Fornecedor Exodo Cientifica
Nanofibrilas de celulose - CAS 9004-34-6
(NFC)

Universidade do Maine, EUA

Fonte: O Autor (2022).

Os frutos de mamao foram obtidos em supermercados regionais na cidade de
Curitiba, PR, Brasil. A nanocelulose utilizada apresentou teor de solidos de 3,69%.
Todos os procedimentos foram realizados utilizando-se agua ultrapura ou deionizada
tanto para execucgao dos experimentos quanto na higienizagcdo das vidrarias.

1.4 EXTRAGCAO DA SEMENTE DE MAMAO

As sementes de mamaéao (Carica papaya) foram removidas de frutos maduros,
lavadas e secas em estufa a 40 °C. Para a extracdo, as sementes foram maceradas
e extraidas em agua deionizada e etanol sob agitagdo vigorosa por 24 horas a
temperatura ambiente em um Erlenmeyer devidamente fechado. O extrato foi filtrado
em sistema Millipore utilizando filtro de celulose com abertura de 0,45 pym e
concentrado em rotaevaporador a 65 °C, e o excesso de solvente foi removido em
dessecador sob vacuo. Uma segunda etapa de filtragcao foi realizada apds concentrar
o extrato utilizando filtros de seringa com abertura de 0,45 um para garantir a

homogeneidade do extrato.
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1.4.1 Caracterizagdes do extrato

Foram realizados ensaios para determinar o teor de fendis e a presenca de
flavonoides, saponinas, taninos e triterpenos e esterois (NAYAK et al., 2012).

O teor de compostos fendlicos foi determinado através do ensaio de Folin-
Ciocalteu, que utiliza padrao de acido galico como comparativo para determinar o teor
de fendis presentes na amostra (APENDICE 1). Neste ensaio foi utilizado um
espectrofotometro Shimadzu UV-Vis 1800 com leitura pontual em 765 nm para
verificar a presenca dos compostos fendlicos.

Para determinar a presenca de flavonoides ferveu-se 100 pL do extrato em 5
ml de acetato de etila em um banho de vapor por 3 minutos, em seguida adicionou-se
0,5 ml de amébnia diluida. A formacgao de um precipitado amarelo indica a presenca de
flavonoides.

Ja o teste saponinas foi realizado com a fervura de 100 uL do extrato em 5 ml
de agua por 4 minutos. Deixou-se esfriar e agitou-se vigorosamente. Apos alguns
minutos observou-se se havia a presenca de espuma indicativa de saponinas na
Composigao.

Para taninos foi adicionado 2 ml de cloreto férrico 1% em 100 pL do extrato
sob vigorosa agitacdo. A mudanca para castanho avermelhado ou preto azulado
indica a presenca de taninos na composicao.

O teor de esterdis foi determinado aquecendo-se 100 uL de extrato em 7 ml
de cloroférmio a 55 °C por 30 minutos, em seguida adicionou-se 1 ml de acido sulfurico
concentrado. A mudanca de cor para marrom avermelhado indica positivo para
esterdis e triterpenos.

Realizou-se analise de Espectroscopia por Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) por método de KBr para leitura de absorbancia entre 4000 e 800
cm™' em um Thermo Scientific Nicolet iS50 com 64 varreduras e resolugdo de 4 cm-'.

Também se realizou a analise de cromatografia em um cromatégrafo a gas
GCMS2010 Plus acoplado a um espectrometro de massas sequencial do tipo triplo
quadrupolo TQ8040, auto mostrador AC 5000 (Shimadzu®, Japao) e software GCMS
Solution®. O cromatégrafo é equipado com uma coluna capilar ZB-5MS
(Phenomenex®), de dimensdes 30m x 0,25mm x 0,25um. Hélio 5.0 analitico foi

utilizado como gas de arraste. Foi adicionado acetato de etila ao extrato concentrado



30

da semente de mamao, realizada agitacao e deixado repousar. Uma aliquota de 1,0

ML do sobrenadante foi injetada para analise.

1.5 BIOSSINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Todas as vidrarias utilizadas na sintese de nanoparticulas foram previamente
higienizadas com uma mistura 3:1 de acido cloridrico e nitrico (agua régia),
respectivamente, e lavadas exaustivamente com agua para remogao dos acidos.

Foram realizados testes preliminares para determinar a melhor condi¢céao de
biossintese das nanoparticulas de ouro utilizando o extrato de semente de mamao, os
detalhes estdo no APENDICE 2. A FIGURA 5 apresenta as etapas da biossintese das
nanoparticulas de ouro. O procedimento foi adaptado a partir do método de
TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER (1953), utilizando-se 50 ml de solugao aquosa
e 1 mM de HAuCls aquecida a 80 °C sob agitagao vigorosa e adi¢ao de 5 ml do extrato

da semente de mamao diluido em etanol na concentracéo de 10 mg/ml.

FIGURA 5 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS ETAPAS DA BIOSSINTESE DAS
NANOPARTICULAS DE OURO.

Aquecimento Aguecimento Aguecimento
Agitagdo magnética Agitagdo magnética Agitacao magnética

Fonte: O Autor (2022).
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Em paralelo, foi realizada a sintese de modo convencional das nanoparticulas
de ouro utilizando-se citrato de soddio 135 mM como agente redutor e estabilizante das
nanoparticulas (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1953). Este método deu
origem as nanoparticulas de ouro consideradas como controle positivo do presente

trabalho.

1.5.1 Caracterizagcbes das nanoparticulas de ouro

Realizou-se analise quimica para verificagdo da presenca do extrato nas
nanoparticulas utilizando Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) por método de KBr para leitura de absorbancia entre 4000 e 800 cm™"
em um Thermo Scientific Nicolet iS50 com 64 varreduras e resolugdo de 4 cm'.

Além disso, as nanoparticulas obtidas através da biossintese com extrato e
através do método de Turkevich foram caracterizadas por UV-vis através de
varreduras em triplicata entre os comprimentos de onda de 200 e 700 nm utilizando-
se um espectrofotbmetro Shimadzu UV-Vis 1800 para verificar a banda de
absorbancia caracteristica de nanoparticulas de ouro entre 520 e 580 nm (HAISS et
al., 2007).

Através da analise de UV-Vis averiguou-se também o shelf life das
nanoparticulas, na qual é possivel identificar possiveis alteracbes na morfologia
através do deslocamento da banda no comprimento de onda, e alteragdes na
concentracao de particulas a partir da mudancga nos valores de absorbancia maxima
da banda. A biossintese e a sintese de referéncia foram armazenados em frascos de
vidro ao abrigo da luz em duas condig¢des distintas: a) em uma geladeira comum, com
temperatura média de 4 °C; b) e em um armario a temperatura ambiente, em torno de
20 °C. Diariamente, exceto em fins de semana, aliquotas de 4 ml foram coletadas e
avaliadas, sem diluicao, em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-Vis 1800 realizando-
se varreduras em triplicata entre os comprimentos de onda de 200 a 700 nm.

Foi realizada Analise de Rastreamento de Nanoparticulas utilizando o
equipamento Nanosight NS300 da Malvern Panalytical, com diluicdo das
nanoparticulas na propor¢do 1:50 (v/v) em agua ultrapura, para verificagdo do

didmetro hidrodindmico e do movimento browniano das nanoparticulas. Importante
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frisar que esta analise foi realizada num intervalo de 24 horas ap0s a realizagcédo das
sinteses das nanoparticulas com extrato das sementes de maméao e citrato de sédio.

Para as observagdes morfoldgicas, a Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET) foi realizada em um equipamento JEOL JEM-1200EX 11, 120 keV, e a dispersao
coloidal foi depositada sobre grid de cobre revestido com carbono e deixada secar a

temperatura ambiente.

1.6 PREPARACAO E DOPAGEM DAS MEMBRANAS DE NANOCELULOSE

A metodologia empregada para producdo das membranas de nanocelulose
foi uma adaptagdo de MAGALHAES; CLARO (2018) para obtencdo de membranas
com gramatura de 20 g/m?.

A nanocelulose foi dispersa em agua deionizada com concentragao de 3
mg/ml por meio de agitagdo magnética e as membranas foram produzidas através da
filtracdo da suspensdo em um sistema Millipore utilizando-se membranas de Nylon
com porosidade de 22 ym. Apds a filtracdo, as membranas foram prensadas por uma
placa de vidro para remocao do excesso de umidade e, por fim, secas em estufa a 40
°C até massa constante. Produziram-se membranas com 47 mm de diametro.

A dopagem das membranas de nanocelulose foi realizada substituindo-se
parte da agua da suspensdo de nanocelulose pela suspensdo coloidal de
nanoparticulas de ouro, preparada com 24 horas de antecedéncia. Apés a adicdo das
nanoparticulas a suspensao de nanocelulose, manteve-se a suspensao em agitagcao
magnética por dez minutos e realizou-se normalmente a filtracdo para formacao das
membranas. As proporgdes de massa de nanocelulose e volume de agua e
suspensao de nanoparticulas de ouro para cada concentragao estao especificadas na
TABELA 4.

TABELA 4 — VOLUME DA DISPERSAO COLOIDAL UTILIZADO NA DOPAGEM DAS MEMBRANAS
DE NANOCELULOSE.

Amostra Massa (g) Volume agua (ml) Volume GNP (ml)
NFC:GNP 0,5% 0,938 311,0 1,60
NFC:GNP 1,0% 0,938 309,4 3,20

NFC:GNP 2,0% 0,938 306,6 6,00
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1.6.1 Caracterizagdes das membranas de nanocelulose

A técnica de Espectroscopia por UV-vis foi empregada para avaliar os valores
de absorbancia das dispersdes aquosas dopadas antes e apdés o processo de
filtragem para formagao da membrana. Isto foi realizado como analise preliminar para
verificar a aderéncia das nanoparticulas nas membranas de nanocelulose.

As membranas foram caracterizadas por Espectroscopia de Raios-X por
energia dispersiva (EDS) em um equipamento Tescan, modelo VEGA3 LMU, 15 kV,
para verificagdo das nanoparticulas de ouro metalico presente nas membranas.

Também foi realizada a caracterizacdo quimica por Espectroscopia por
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) utilizando o modo de Reflectancia
Total Atenuada (ATR) para leitura de absorbancia entre 4000 e 800 cm-' em um
Thermo Scientific Nicolet iS50 com 64 varreduras e resolugdo de 4 cm'.

Além disso, realizaram-se ensaios de microscopia eletrénica de varredura de
alta resolugdo (MEV-FEG) em um Microscopio FEI Quanta 450 FEG, 20 kV, para
caracterizagdo morfolégica das membranas e identificagdo das nanoparticulas de

ouro nas membranas dopadas.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO

A extracao da semente de mamao foi realizada tanto em meio aquoso quanto
com etanol, porém durante as extragdes varios pontos foram observados. O
rendimento para a extracdo em agua foi em torno de 22% e o etanol atingiu
rendimentos com cerca de 30%. O extrato aquoso apresentou maior dificuldade de
concentracdo, havendo necessidade do uso de maior temperatura e tempo no
rotaevaporador, enquanto o extrato etanoico se mostrou bem mais versatil neste
aspecto. Ambos os solventes possuem uma boa capacidade de arraste de
componentes das sementes, porém pela diferenca de rendimento e pela maior

facilidade de manipulacao, optou-se por seguir com o extrato obtido em etanol.
2.1.1 Identificagao de compostos quimicos do extrato
Utilizando-se o método de Folin-Ciocalteu verificou-se que o extrato da

semente de mamao apresenta um teor de fendlicos total em torno de 81,3 mg
AGE/100g (TABELA 5).

TABELA 5 — TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DO EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO
EXPRESSOS EM EQUIVALENTE DE ACIDO GALICO (AGE).

Amostra m(g) Ve(ml) Abs. C(mg/L) AGE (mg/100g b.u.)

1 0,04 0,25 0,420 128,76 80,5

2 0,04 0,25 0,459 144,36 90,2

3 0,04 0,25 0,425 130,76 81,7

4 0,04 0,25 0,379 112,36 70,2

5 0,04 0,25 0,434 134,36 84,0
Valor 81,3+7,25
médio

Fonte: O Autor (2022).
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Dentro da classificagao de teor de fendlicos para frutas tropicais, o mamao no
geral costuma apresentar valores abaixo de 100 mg AGE/100g, e tais compostos
estao diretamente associados ao método de extragcdo, uma vez que a polaridade do
solvente pode afetar a eficiéncia no arraste de fendis do produto. De modo geral, os
valores encontrados, obviamente, mostram que a extragdo por etanol permitiu o
arraste de compostos fendlicos presentes nas sementes do maméo, e que estes
resultados estdo em consonéncia com o que ja foi reportado em outros trabalhos
similares (SALLA et al., 2016).

A TABELA 6 apresenta os resultados dos ensaios para identificacdo de
flavonoides, saponinas, taninos, e triterpenos e esteréis. Em consonancia com o teor
total de fendlicos, o teste de flavonoides também foi positivo, com a formacéo da fase
amarela caracteristica destes componentes poucos minutos apdés a adicao do
hidroxido de aménio. A presenca de flavonoides é importante devido, principalmente,
a sua capacidade anti-inflamatéria (CHEN et al., 2016). O teste de saponinas teve a
formacao da espuma que persistiu por mais de cinco minutos, porém de maneira muito
leve, o que provavelmente indica uma presenga muito baixa destes componentes no

extrato.
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TABELA 6 — RESULTADOS DOS ENSAIOS DE IDENTIFICAGCAO DE FLAVONOIDES, SAPONINAS,
TANINOS, TRITERPENOS E ESTEROIS DO EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO.

Ensaio Resultado Imagem

Positivo para compostos
flavonoides, visto pela
formacao de uma fase
amarela caracteristica

It
apos a adigao do hidroxido
de aménio.

Flavonoides

Positivo para saponinas,
confirmado pela
Saponinas persisténcia de uma
espuma leve apds cinco
minutos de repouso.

Negativo para taninos, nao
houve mudanca para as
coloragdes castanho

Taninos
avermelhado ou preto
azulado caracteristicas
destes componentes.
. Positivo, atestado pela
Triterpenos ~
. mudanga de coloragao
e Esteroéis

para marrom avermelhado.

Para atestar a presenca de taninos é esperado que haja alteracdo de

Fonte: O Autor (2022).

coloragédo para castanho avermelhado ou preto azulado, porém esta alteragdo nao
ocorreu. Por ultimo, o ensaio de triterpenos e esterdis, que foi 0 mais reativo com
mudanga de coloragao iniciada logo apds a adigéo do acido sulfurico e estabilizando
num tom forte de marrom avermelhado. A literatura corrobora a presenca destes
componentes e, inclusive, menciona que sua presenca € de suma importancia devido

as influéncias positivas no sistema imunolégico (NAYAK et al., 2012; RiOS, 2010).
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2.1.2 Espectroscopia no Infravermelho médio

A andlise de infravermelho do extrato de semente de mamao (FIGURA 6)
apresentou bandas de absorcdo conforme estdo elencadas na TABELA 7,
apresentando principalmente indicios de ligacbes C-H de cadeias alifaticas e ligagdes

de ésteres, com bandas bem pronunciadas para as ligagdes C-O e C=0.

TABELA 7 — PRINCIPAIS BANDAS CARACTERISTICAS DO EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO.

N. Banda de absorgéao Grupo funcional Classe do componente
1 3005-2850 cm! C-H Alcanos
2 1743 cm™! Cc=0 Esteres
3 1465 cm™’! C-H Alcanos
4 1240-1050 cm-* c-0 Esteres

Fonte: Autor (2022).

FIGURA 6 — ESPECTRO DE IR DO EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO.
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Fonte: O Autor (2022).
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Ha também uma regido acima de 3100 cm', até cerca de 3700 cm™, que é
caracteristica da ligagao OH.

Tais bandas estdo de acordo com os resultados preliminares, uma vez que
estas ligagbes sdo facilmente encontradas em compostos fendlicos, esterdis e
terpenos. Principalmente ao considerar a provaveis classes de componentes aos
quais estas ligacdes estdo associadas, que sao cadeias de carbonos alifaticos e

ésteres.

2.1.3 Cromatografia Gasosa (CG-MS)

A analise de cromatografia corroborou os resultados obtidos inicialmente nos
testes qualitativos e na analise de FTIR. Os principais componentes identificados
estao listados no APENDICE 3.

Através da analise de cromatografia pode-se notar que o extrato da semente
de mamao possui uma série de fitoterapicos relevantes para aplicagcbes de maior valor
agregado ou reaproveitamento em setores como as industrias de quimica fina. Alguns
dos principais s&o o acido oleico, acido n-hexadecanodico, estigmasterol, campesterol,
sitosterol e tocoferol (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — ESTRUTURA QUIMICA DE ALGUNS COMPOSTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS NO
EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO.
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Fonte: PubChem (2022).

O acido oleico e o acido n-hexadecandico sao compostos associados a
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdérias, e ambos também foram identificados
no trabalho desenvolvido por AGADA et al. (2021), sendo inclusive parte dos
componentes associados aos efeitos antidiabéticos do estudo. Além disso, o acido
oleico também ¢é muito conhecido por ajudar na prevengédo de doengas
cardiovasculares e ja foi demonstrado por outros trabalhos que este é o acido graxo
em maior propor¢do na semente de mam&o e pode ser responsavel pela boa
estabilidade associada ao extrato deste produto (LEE; LEE; SU, 2011; TAN; TAN;
TAN, 2020).

Outros compostos muito notaveis séao os fitosterdis que ganham destaque no
extrato da semente de mamé&o e geralmente sdo compostos muito associados com a
reducdo na absorgao de colesterol por possuirem estruturas similares, mas também
possuem atividade anticancerigena, antioxidante e anti-inflamatéria (VILAHUR et al.,
2019; WOYENGO; RAMPRASATH; JONES, 2009).
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2.2 NANOPARTICULAS DE OURO BIOSSINTETIZADAS

As dispersdes coloidais obtidas utilizando o extrato da semente de maméao e
o citrato de sodio como agentes redutores e estabilizantes foram, primeiramente,
avaliadas visualmente (FIGURA 8). Ambas apresentaram coloragdes que séao
esperadas para ouro coloidal, com a sintese de citrato de sodio apresentando sua
caracteristica cor avermelhada, enquanto a biossintese resultou numa coloragao
arroxeada, similar aos coloides de ouro obtidos em alguns estudos que também
utilizaram extratos diversos como agentes redutores (BOTTEON et al., 2021;
IZADIYAN et al., 2018; NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2008).

FIGURA 8 - COMPARACAO DE COLORACAO ENTRE A BIOSSINTESE E A SINTESE DE
REFERENCIA.

Biossintese Referéncia

Fonte: Autor (2022).
2.2.1 Espectroscopia no Infravermelho médio
Especificamente para as nanoparticulas biossintetizadas, realizou-se a

analise de Espectroscopia no infravermelho para verificacdo da presenga do extrato.

O resultado (FIGURA 9) apresentou similaridade com o espectro do extrato da
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semente de mamao, demonstrando com sucesso a presenga deste nas

nanoparticulas produzidas.

Portanto, assim como apresentado no extrato, as regides identificadas no
espectro sao referentes as ligagdes de carbono alifatico (regides 1 e 3) e ligagbes C=0
e C-O (regides 2 e 4, respectivamente), além da presencga do grupo hidroxila (OH) em

torno de 3500 cm™.

FIGURA 9 — ESPECTRO DE IR DA BIOSSINTESE.
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Fonte: Autor (2022).

Essas observacgoes ratificam a viabilidade técnica para considerar-se o extrato
da semente de mamao como alternativa de agente redutor para a biossintese de
nanoparticulas de ouro. Concomitantemente, a presenga de grupos funcionais
quimicos relacionados ao extrato da semente na estrutura das nanoparticulas de ouro
ressaltam a potencialidade destas nanoestruturas, visto que estes grupos funcionais
estdo atrelados aos compostos identificados na analise de cromatografia da segao
3.1.3 e os mesmos apresentam caracteristicas relevantes para aplicagbes praticas,

especialmente de base biotecnologica.
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Trabalhos similares que realizaram a biossintese de nanoparticulas de ouro
com outros tipos de extratos, e detectaram a presencga de grupos funcionais similares,
também atrelaram propriedades importantes como carater antimicrobiano
(ANNAMALAI et al., 2013; BOTTEON et al., 2021)

2.2.2 Espectroscopia UV-Vis

Apos a realizagdo das sinteses, as dispersdes coloidais obtidas foram
avaliadas por espectroscopia de UV-Vis, cujos resultados estdo apresentados na
FIGURA 10.

A partir de um trabalho desenvolvido por HAISS et al. (2007), é possivel
estimar algumas caracteristicas como o diametro das particulas formadas. Segundo
o autor, dispersodes coloidais de ouro com ressonancia plasmon (A) entre 520 nm e
580 nm costumam apresentar tamanho de particulas dentro de 2 e 100 nm. No caso
das nanoparticulas biossintetizadas com o extrato da semente de mamao, cuja A foi
de 545 nm, pode-se prever um tamanho médio de 75 nm, enquanto para a sintese de

referéncia com citrato de soédio a estimativa de tamanho médio seria 9 nm.
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FIGURA 10 — ESPECTROS DE UV-VIS DA BIO§SiNTESE COM EXTRATO DA SEMENTE DE
MAMAO E DA SINTESE DE REFERENCIA COM CITRATO DE SODIO.
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Fonte: Autor (2022).

Na avaliagdo do shelf life, observa-se que o armazenamento a baixa
temperatura (4 °C) agiu melhor na conservagao da biossintese (FIGURA 11),
reduzindo a variancia na mudancga de concentracao ao longo do tempo. Para a sintese
de referéncia também houve uma pequena melhora nesse aspecto (FIGURA 12).

Um ponto a ser ressaltado é a formacao de uma fina pelicula na parede dos
frascos a temperatura ambiente, especialmente na sintese de referéncia que teve uma
formacgao mais evidente. A diferenca de estabilidade de acordo com a temperatura de
armazenamento também foi reportada por BALASUBRAMANIAN et al. (2010)
indicando que baixas temperaturas sao melhores na estabilidade das nanoparticulas
de ouro e, indicando a formagdo de precipitados escuros quando realizado

armazenamento prolongado a temperatura ambiente.
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FIGURA 11 — ESPECTROS DE UV-VIS DA BIOSSINTESE ARMAZENADA A TEMPERATURA
AMBIENTE (a) E RESFRIADA (b).
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Fonte: Autor (2022).

Com relacdo ao comprimento de onda, a biossintese apresentou redu¢ao no
A para 543 nm a partir do 10° dia apenas no armazenamento a temperatura ambiente.
Como indicado anteriormente, a morfologia esta associada a ressonancia plasmon
das nanoparticulas, logo pode-se deduzir que apés o 10° dia houve uma pequena
alteracdo no tamanho médio das nanoparticulas, mas sdo necessarias analises mais

abrangentes para averiguar a amplitude desta alteragao.

FIGURA 12 — ESPECTROS DE UV-VIS DA SINTESE DE REFERENCIA ARMAZENADA A
TEMPERATURA AMBIENTE (a) E RESFRIADA (b).
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Fonte: Autor (2022).
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Resumidamente, quanto a aplicabilidade das nanoparticulas, dois pontos
podem ser ressaltados:

I) O fato de n&o ocorrer deslocamentos na banda de absorbéncia impacta
positivamente, uma vez que mesmo apos dias de armazenamento, as nanoparticulas
aparentam manter suas caracteristicas morfologicas originais, garantindo que seja
sempre 0 mesmo material a ser empregado;

Il) Porém, se a concentragdo de particulas é um fator determinante na
aplicacao, € importante conhecer a variagéo da concentragdo do insumo perante sua
estocagem e, como modo de minimizar impactos no processo, padronizar o tempo

maximo de utilizagdo destas nanoparticulas apds sua sintese.

2.2.3 Anadlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

Na varredura de distribuicdo de tamanho, em ambos os casos, a maior parte

das particulas formadas foram detectadas com didametros inferiores a 400 nm, tanto

para a biossintese quanto para a sintese de referéncia (FIGURAS 13 E 14).

FIGURA 13 — DISTRIBUICAO DE TAMANHO HIDRODINAMICO DA BIOSSINTESE.
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Fonte: Autor (2022).
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A diferenca entre ambas esta na variacdo dentro desta faixa, visto que na
sintese com citrato percebe-se uma grande formacédo de particulas menores,
enquanto o uso do extrato como agente redutor gerou maior variagao de tamanho de
particula. De certo modo, estes resultados caminham na mesma diregao dos valores
estimados através da técnica de UV-Vis, que também havia demonstrado a
possibilidade de haver ordens diferentes de tamanhos nas particulas formadas de
acordo com o agente redutor utilizado.

Técnicas como NTA realiza medi¢cbes do didmetro da particula em meio
aquoso, portanto n&do é surpreendente encontrar valores altos nestas analises, uma
vez que a medida considera além do diametro real da particula, mas também suas
interagbes (KUMAR et al., 2019).

FIGURA 14 — DISTRIBUICAO DE TAMANHO HIDRODINAMICO DA SINTESE DE REFERENCIA.
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Fonte: Autor (2022).

Outro resultado importante nesta analise diz respeito a concentracdo de
particulas. Como foi apontado anteriormente nos resultados de UV-Vis, ha uma

questao acerca da concentragcao de nanoparticulas que deve ser considerada na sua
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posterior utilizacdo. A TABELA 8 demonstra que foram detectadas uma concentragao
maior de particulas na sintese obtida com extrato em relagao a sintese de referéncia,

assim como foi verificado nos resultados de UV-Vis.

TABELA 8 — COMPARATIVO ENTRE A CONCENTRAGAO DE NANOPARTICULAS FORMADAS
UTILIZANDO CITRATO DE SODIO E O EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO.

Amostra GNP citrato GNP extrato
(particulas/ml) (particulas/ml)
1 1,06.10° 9,80.108
2 1,98.108 8,75.10°
3 5,80.108 1,21.10°
Valor 6,13.10° 1,02.10°
médio

Fonte: Autor (2022).

Por ultimo, um diferencial desta analise, é a possibilidade de visualizar durante
a realizacdo da mesma, o movimento browniano das nanoparticulas, que esta
associado a estabilidade coloidal (BRIFFA et al.,, 2020). As nanoparticulas de
referéncia se apresentaram muito mais agitadas, com alguma tendéncia a
aglomeracgédo, enquanto as biossintetizadas possuiam movimentagdes mais lentas e

grande distanciamento entre si.

2.2.4 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

As nanoparticulas de referéncia apresentaram caracteristicas morfolégicas
similares ao reportado na literatura (FIGURA 15A e 15B), com formato esférico bem
definido e didmetro em torno de 20 nm (ZHAO; LI; ASTRUC, 2013). Este tamanho
diverge dos valores encontrados na analise de NTA, uma vez que as condigdes de
avaliagao sao diferentes. Como mencionado anteriormente, o didmetro hidrodindmico
engloba o tamanho da particula e sua interagdo com o meio (aquoso). Na microscopia
eletrbnica, a analise € realizada na auséncia de umidade, permitindo avaliar o
tamanho da particula sem maior interagcdo com o meio. Neste caso, este resultado se
aproxima mais da estimativa feita inicialmente através da analise de UV-Vis, que

determinou tamanhos em torno de 9 nm.
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FIGURA 15 — NANOPARTICULAS DE OURO DE REFERENCIA, OBTIDAS COM CITRATO DE
SODIO (A, B) E BIOSSINTETIZADAS (C, D).
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Fonte: Autor (2022).

Para as nanoparticulas biossintetizadas (FIGURAS 15C e 15D), esperava-se
uma variedade de formatos, visto que muitos trabalhos que utilizaram outros extratos
produziram coloides com mesclas de, no minimo, dois formatos diferentes de
nanoparticulas de ouro (BOTTEON et al., 2021; NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2008).
De fato, parte das nanoparticulas formadas apresentaram formatos diversos como
tetraedros, cubos e bastonetes, porém a grande maioria se apresentou no formato
esférico.

Nas analises anteriores, de UV-Vis e NTA, foi detectado que esta biossintese
apresentaria tamanhos de particulas maiores que a sintese de referéncia, e que a
variacao de diametros também poderia ser maior. Assim sendo, na microscopia
eletrbnica foi possivel confirmar estas informagdes, visto que ha particulas com
tamanhos desde 15 nm até 60 nm, porém como visto na distribuicdo de tamanho
hidrodindmico, ha maior ocorréncia de particulas menores em relacdo a particulas
com didmetros maiores e, estes valores ficam abaixo da primeira estimativa feita
através da anadlise de UV-Vis. Uma possivel explicagdo seria que a correlagao

realizada por HAISS et al. (2007) pode néo se aplicar tdo adequadamente em casos
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onde as nanoparticulas sao produzidas a partir de agentes redutores tdo complexos
quimicamente como um extrato organico.

Em resumo, verificou-se que foi possivel utilizar o extrato da semente de
mamao para obter nanoparticulas de ouro com uma morfologia mais heterogénea em
relacdo a sintese de referéncia, porém houve uma concentracdo maior de particulas
formadas e sua resposta ao armazenamento a baixa temperatura foi melhor. Além
disso, um ponto curioso foi a baixa agitacdo das nanoparticulas na avaliagdo do

movimento browniano.

2.3 MEMBRANAS DE NANOCELULOSE DOPADAS

Apods a dopagem, as membranas apresentaram coloragdo em tons de roxo,
com intensidades diferentes de acordo com o percentual de dopagem (FIGURA 16).
Fazendo um comparativo entre cada nanoparticula, principalmente na dopagem de
2,0%, percebe-se visualmente a diferenga de concentragao das sinteses averiguada

previamente na analise de NTA.

FIGURA 16 — MEMBRANAS DE NANOCELULOSE SEM DOPAGEM (a), DOPADAS COM AS
NANOPARTICULAS BIOSSINTETIZADAS (b) E DE REFERENCIA (c).

[

Fonte: Autor (2022).

2.3.1 Adesao das nanoparticulas por espectroscopia UV-Vis

Por meio da avaliagao dos valores absorbancia das dispersdes antes de apos

a producado das membranas, pode-se estimar se cada nanoparticula, nas diferentes
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concentragdes, apresentou ou ndo uma boa aderéncia a nanofibrilas de celulose.
Deve-se frisar que este estudo teve como objetivo avaliar as nanoparticulas que nao
ficaram nas nanofibrilas durante o processo de producado das membranas.

Conforme apresentado na TABELA 9, nas membranas dopadas com as
nanoparticulas de ouro sintetizadas com citrato de sddio verificou-se que as mesmas
tém baixa adesao a nanocelulose. Os valores de perda neste caso ficaram proximos
da totalidade, ou seja, quase todas as nanoparticulas adicionadas mostraram maior
afinidade pela agua da dispersao que pela nanocelulose.

Ja para as nanoparticulas biossintetizadas, percebeu-se 0 oposto: houve uma
boa interacao entre com nanofibrilas e as perdas foram bem menores em comparagao
as nanoparticulas de referéncia. Observa-se que essa perda reduziu conforme

aumentou-se a quantidade de nanoparticulas adicionadas.

TABELA 9 — PERCENTUAIS DE PERDA DAS NANOPARTICULAS DURANTE A DOPAGEM DAS
MEMBRANAS DE NFC.

Amostra % Inicial Etapa processo Absorbancia % Perda
NFC:GNPcit 0,50% antes filtrar 0,039 ~100%
apos filtrar 0,042
1,00% antes filtrar 0,048 98%
apos filtrar 0,047
2,00% antes filtrar 0,062 92%
apos filtrar 0,057
NFC:GNPext 0,50% antes filtrar 0,053 81%
apos filtrar 0,043
1,00% antes filtrar 0,074 54%
apos filtrar 0,040
2,00% antes filtrar 0,120 34%
apos filtrar 0,041

Fonte: Autor (2022).

Existem algumas possibilidades para esta situagcdo. Primeiro, a falta de

afinidade entre a nanocelulose e as nanoparticulas, por alguma questdo de cargas
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superficiais, uma vez que o citrato de sédio carrega negativamente a particula, por
exemplo (SLEPICKA et al., 2020). Neste caso, considera-se que a permanéncia de
uma pequena parcela das nanoparticulas possa ocorrer por barreira fisica, com o
entrelacamento das fibrilas na formacdo da membrana dificultando a mobilidade
destas.

Outra questdo pode ser levantada quanto ao método de preparagao das
membranas implicar numa perda parcial das nanoparticulas no inicio do processo,
antes que as nanofibrilas iniciem uma barreira fisica suficiente para evitar que mais
nanoparticulas se percam. No entanto, esta questao pode ser atrelada ao movimento
browniano verificado anteriormente, uma vez que mesmo havendo uma barreira fisica
como as fibrilas, uma maior agitacdo das nanoparticulas pode facilitar a passagem
destas através da membrana e, consequentemente sua perda (GUSTAFSSON et al.,
2018).

2.3.2 Espectroscopia por Dispersao de Elétrons (EDS)

A partir do espectro de EDS foi possivel confirmar a presenca das
nanoparticulas de ouro nas membranas de nanocelulose (FIGURA 17).

No entanto, anteriormente verificou-se que as nanoparticulas de referéncia
nao haviam aderido com tanta eficacia nas membranas de NFC, mesmo que
visualmente tais membranas ainda apresentassem a olho nu uma coloragéo

arroxeada que pode ser atribuida a presenca de nanoparticulas de ouro.

FIGURA 17 — ESPECTRO EDS DA MEMBRANA DOPADA COM 2,0% DE NANOPARTICULAS
BIOSSINTETIZADAS (NFC:GNPext 2,0%).

4 45

Fonte: Autor (2022).
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Nesse sentido, a analise de EDS também foi utilizada de forma complementar
ao estudo realizado anteriormente com a técnica de UV-Vis durante a produgao das
membranas. Porém, os resultados sao referentes as nanoparticulas que
permaneceram atreladas de alguma forma as nanofibrilas apdés a formacgéo das
membranas.

Na TABELA 10 pode-se observar a analise elementar de cada membrana e o
percentual de nanoparticulas perdidas. As perdas das nanoparticulas biossintetizadas
foram préximos aos valores detectados pela avaliagao apresentada na secao 3.3.1,
corroborando o que foi sugerido anteriormente, em que o aumento da quantidade de
nanoparticulas reduz as perdas e que esta nanoparticula parece interagir melhor com

as fibrilas, seja por afinidade quimica ou fisica.

TABELA 10 — ANALISE ELEMENTAR POR EDS DAS MEMBRANAS DOPADAS

Amostra C (%) O (%) Au(%) % Perda
NFC:GNPext 0,5% 50,3 49,6 0,1* 80%
NFC:GNPext 1,0% 51,0 48,6 0,4 60%
NFC:GNPext 2,0% 53,4 45,2 1,4 30%
NFC:GNPcit 0,5% 50,2 49,6 0,3* 40%
NFC:GNPcit 1,0% 50,3 49,7 - 100%
NFC:GNPcit 2,0% 50,9 49,1 - 100%

NFC 50,2 49,8 - -

*Estes valores foram detectados pelo equipamento como residuais.
Fonte: Autor (2022).

Ja as nanoparticulas de referéncia, com citrato de sodio, ndo foram
detectadas pelo equipamento. Aqui vale ressaltar que, apds ndo obter sucesso na
identificacdo do ouro, foram realizadas diversas tentativas extras em varias regides
das membranas para identificacdo do ouro, porém sem sucesso. Como a membrana
NFC:GNPcit0,5% foi a unica que apresentou um valor residual da presenca de
nanoparticulas, pode-se deduzir que as outras duas concentragdes também possuam

residuos das nanoparticulas de referéncia, até mesmo porque na avaliagao do filtrado
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foi detectado que as membranas NFC:GNPcit 1,0% e NFC:GNPcit 2,0% tiveram uma

retencdo minima de nanoparticulas.

2.3.3 Espectroscopia no Infravermelho médio (ATR-IR)

Através da analise de espectroscopia foi possivel atestar a presenga das
nanoparticulas biossintetizadas nas membranas dopadas. Na FIGURA 18 é possivel
visualizar que, principalmente nas regides destacadas, conforme a concentragcéo de
GNP biossintetizada aumenta se torna mais evidente uma mudanca nas bandas
referentes as ligagdes de carbono alifatico (regiao 1) e ligagdes C=0 (regido 2), que

na NFC pura n&o sao evidentes.

FIGURA 18 — ESPECTRO DE ATR DAS MEMBRANAS DOPADAS COM AS NANOPARTICULAS
BIOSSINTETIZADAS.

—— NFC + GNP ext 0,5%
—— NFC + GNP ext 1,0%
——NFC + GNP ext 2,0%
——NFC
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Fonte: Autor (2022).

As demais regides acabam por se sobrepor as bandas representadas pela

prépria nanocelulose. Todavia, estes resultados sao bons indicativos, assim como os
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resultados preliminares de UV-Vis, que as nanoparticulas biossintetizadas tiveram

uma boa aderéncia nas membranas de nanocelulose.
2.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura de Alta Resolugéo (MEV-FEG)

Paralelamente a analise de EDS, inclusive para auxiliar na analise elementar
das membranas dopadas com as nanoparticulas de referéncias, as membranas foram
avaliadas por Microscopia Eletrénica de Varredura quanto a sua morfologia e,
principalmente, a deposicdo das nanoparticulas de ouro nas nanofibrilas. A analise
completa com todas as imagens esta disponivel no APENDICE 4.

As imagens das nanofibrilas sem dopagem podem ser vistas na FIGURA 19,
com a presenga de algumas fibras centrais e fibrilas de nanocelulose ramificadas

ocupando seu entorno.

FIGURA 19 — IMAGEM DE ELETRONS RETROESPALHADOS (a) E SECUNDARIOS (b) DAS
NANOFIBRILAS DE CELULOSE SEM DOPAGEM.

KV 2.

Fonte: Autor (2022).

Nas membranas NFC:GNPcit 0,5 e 1,0% (FIGURA 20 B e D) a presenga das
nanoparticulas de referéncia foi detectada, poréem de forma muito residual, com
poucas regides de maior contraste apresentando apenas uma porgao pequena

nanoparticulas e grande parte das fibrilas ndo demonstrando ter ocorrido dopagem.
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FIGURA 20 — IMAGEM DE ELETRONS RETROESPALHADOS DAS MEMBRANAS NFC:GNPcit
0,5% (a,b), NFC:GNPcit 1,0% (c,d) e NFC:GNPcit 2,0% (e,f).

L

Fonte: Autor (2022).

A deteccao das nanoparticulas de referéncia foi um pouco mais notavel na
NFC:GNPcit 2,0% (FIGURA 20F), porém também de forma residual, reiterando o que
ja foi apontado anteriormente para estas membranas terem baixa interagcédo com a
sintese de referéncia.

A biossintese, por outro lado, demonstra na FIGURA 21 um comportamento
oposto. Durante a analise das membranas, mesmo na menor concentragao, observou-
se a presenga das nanoparticulas em diferentes regides da superficie, talvez devido

a maior concentragao de nanoparticulas formada na biossintese com o extrato, como
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visto na analise de NTA. Com o aumento da concentragdo de nanoparticulas,
observou-se uma maior a incidéncia de regides com alto brilho, com formagao de

pequenos aglomerados.

FIGURA 21 — IMAGEM DE ELETRONS RETROESPALHADOS DAS MEMBRANAS: NFC:GNPext
0,5% (a, b), NFC:GNPext1,0% (c, d) E NFC:GNPext 2,0% (e, f).

Fonte: Autor (2022).

Percebe-se que as nanoparticulas biossintetizadas costumam se alojar em
regides proximas a vazios entre as nanofibrilas, especialmente em fibrilas menores.
Uma distribuicdo similar pode ser avaliada por MOHAMMADALINEJHAD; ALMASI;
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ESMAIILI (2019) com nanoparticulas de prata biossintetizadas distribuidas préximas
a regides vazias entre fibras de CNF.

Assim como MONIRI et al. (2018b) com suas nanoparticulas de Fe304
biossintetizadas em BNC, aqui também é possivel perceber que as nanoparticulas de
ouro biossintetizadas estdo profundamente envolvidas com as fibrilas de celulose,
corroborando os resultados anteriores e demonstrando uma facilidade maior que as
nanoparticulas de referéncia em formar membranas dopadas.

Considerando que outros trabalhos (MOCANU et al., 2019; MONIRI et al.,
2018b) com nanoparticulas biossintetizadas também apresentaram nanoparticulas
diversas com relativa facilidade em impregnar membranas de nanocelulose, é

possivel que tal caracteristica esteja associada a composi¢ao dos extratos naturais.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

A extragdo da semente de maméao foi realizada utilizando-se etanol, obtendo-
se um rendimento de 30% com arraste de compostos de suma importancia para
realizagao da biossintese das nanoparticulas de ouro, especialmente por se tratarem
de compostos com potencial antioxidante.

As nanoparticulas biossintetizadas com o extrato apresentaram maior
variagdo morfolégica em relagdo as nanoparticulas produzidas com citrato de sodio,
no entanto isso pode ser compreendido pela ampla composi¢ao que extratos naturais
apresentam.

Em contrapartida, ao ser impregnada nas membranas de nanocelulose as
nanoparticulas biossintetizadas com o extrato da semente de mamao demonstraram
uma afinidade maior que as nanoparticulas de citrato de sédio, impactando assim na
facilidade de produgao deste nanocompdésito, visto que apenas a interacao fisica entre
as nanofibrilas e as nanoparticulas biossintetizadas foram suficientes para permitir a
producdo das membranas dopadas, evitando etapas adicionais no processo de
impregnacao.

Os estudos de UV-Vis do filtrado, complementado pela analise de EDS,
comprovaram que houveram menos perdas de nanoparticulas biossintetizadas
durante a producdo das membranas dopadas e, posteriormente, confirmou-se pelas

imagens de MEV-FEG a interagao das nanoparticulas com as fibrilas.

3.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Algumas sugestdes de continuidade se referem acerca da biossintese das
nanoparticulas de ouro com o extrato da semente de mamao, envolvendo a
possibilidade de realizar uma separagao dos tamanhos de particulas ou realizar
alguma modificagdo no procedimento para reduzir a variagdo morfologica
apresentada.

Também é desejavel alguns estudos se ocorre a liberagao destas particulas
e, caso sim, como € o mecanismo de liberagdo destas das membranas. E além disso,
ainvestigacao atrelada a algumas possibilidades de aplicacéo, seja na area biomédica
como material cicatrizante e antimicrobiano, ou em aplicagbes de cunho

biotecnolégico, como utilizagdo em embalagens e filtragdo de efluentes.
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APENDICE 1 - CURVA ACIDO GALICO.

FIGURA 22 — CURVA CALIBRAGAO DO ACIDO GALICO.
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APENDICE 2 - DADOS BIOSSINTESES

Trés concentracbes do extrato foram utilizadas para preparacdo das
nanoparticulas de ouro: 5, 10 e 15 mg/ml. A partir das analises de UV-Vis (FIGURA
23) verificou-se que a sintese com 5 mg/ml nao resultou na formacéo adequada das
particulas, visto que bandas baixas e largas sao indicativos de grandes variagdes na
morfologia. As concentracées de 10 e 15 mg/ml apresentaram resultados mais
adequados, com ressonancia plasmon mais proximas do perfil esperado para
nanoparticulas de ouro (ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2016).

FIGURA 23 — ESPECTRO DE UV-VIS DAS BIOSSINTESES UTILIZANDO DIFERENTES
CONCENTRACOES DO EXTRATO.
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Na sequéncia, realizou-se a analise por Microscopia Eletronica de
Transmissao, na qual percebeu-se que a sintese de 5 mg/ml (FIGURA 24) apresentou
desproporcionalidade nas particulas formadas, com alguns formatos indefinidos e
uma disparidade muito grande nos tamanhos, chegando a formar muitas particulas

fora da escala nanométrica.
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Nas sinteses de 10 e 15 mg/ml (FIGURA 25 e 26) observou-se melhor
distribuicdo morfolégica, com formagao de particulas em formatos variados, porém
majoritariamente esférico, ainda com uma faixa de tamanho ampla, porém com
particulas nanométricas e, especialmente, na sintese com 10 mg/ml um melhor
aproveitamento do extrato, visto que foi notéria a maior formacgéao de particulas nesta

sintese, inclusive corroborados pelos dados de absorbancia na analise de UV-Vis.

FIGURA 24 — BIOSSINTESE REALIZADA COM EXTRATO 5 mg/ml.
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FIGURA 25 — BIOSSINTESE REALIZADA COM EXTRATO 10 mg/ml.

FIGURA 26 — BIOSSINTESE REALIZADA COM EXTRATO 15 mg/ml.
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APENDICE 3 — ANALISE COMPLETA DE CG-MS.

TABELA 11 — RELATORIO COMPLETO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO EXTRATO DA
SEMENTE DE MAMAO.

TEMPO DE

RETENGAO AREA (%) COMPOSTO
1 36,575 17,14 Oleic Acid
2 42,137 15,28 Glycidyl oleate
3 56,475 7,26 .gamma.-Sitosterol
4 45,405 6,70 9-Octadecenoic acid (Z)-, 2,3-dihydr
5 33,195 5,72 n-Hexadecanoic acid
6 86,802 4,47 9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-hydroxy-
7 64,784 3,92 E,E,Z-1,3,12-Nonadecatriene-5,14-d
8 39,184 3,73 Glycidyl palmitate
9 27,799 2,89 Dibenzylamine
10 41,989 2,10 Bicyclo[10.1.0]tridec-1-ene
1 44,749 2,06 3-Ethoxy-1-(2-methyl-cyclohexyl)-bu
12 36,908 1,71 Octadecanoic acid
13 60,433 1,68 Z,7-6,28-Heptatriactontadien-2-one
14 56,760 1,52 Stigmastanol
15 42,645 1,44 Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hy
16 13,170 1,38 Benzyl nitrile
17 54,134 1,37 Campesterol
18 58,576 1,20 9,19-Cyclolanost-24-en-3-ol, (3.beta.
19 59,461 1,19 .gamma.-Sitostenone
20 42,500 1,11 Glycidyl palmitate
21 19,669 1,00 m-Tolyl isothiocyanate
22 48,949 0,94 Diethyl n-hexadecylmalonate
23 42,323 0,88 Glycidyl oleate
24 54,781 0,76 Stigmasterol
25 43,615 0,68 5-Benzyloxy-2,4-dimethyl-6-methox
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

41,312
52,107
15,041
47,114
45,758
19,481
57,474
54,411
65,359
46,100
40,386
8,440
45,132
20,533
45,021
28,967
32,675
15,922
44,190
49,769
47,889
35,327
46,319
55,080
40,205
51,803
40,994
31,043

11,562

0,62
0,50
0,49
0,48
0,45
0,43
0,42
0,42
0,41
0,40
0,37
0,35
0,32
0,32
0,30
0,27
0,25
0,25
0,24
0,23
0,23
0,22
0,21
0,20
0,20
0,19
0,18
0,18

0,17
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Oleoyl chloride
.alpha.-Tocopherol-.beta.-D-mannosi
Dodecane

Squalene

Octadecanoic acid, 2,3-dihydroxypro
Benzene, (isothiocyanatomethyl)-
4-Campestene-3-one

Cholestanol
Z,2-6,28-Heptatriactontadien-2-one
Cyclodecasiloxane, eicosamethyl-
Urea, N,N'-bis(phenylmethyl)-
Phenol

Cyclopropanetetradecanoic acid, 2-o0
Tetradecane

9-Octadecenoic acid (Z)-, 2,3-dihydr
Tetradecanoic acid

Palmitoleic acid

Propyl 2,7-dihydroxy-4,6,9-trioxodec
Tetracosamethyl-cyclododecasiloxan
Tetracosamethyl-cyclododecasiloxan
Tetracosamethyl-cyclododecasiloxan
Z,2-6,28-Heptatriactontadien-2-one
Decyl sulfide
Tetracosamethyl-cyclododecasiloxan
9-Octadecenamide, (Z)-

Cholesterol

Phenol, 2,2'-methylenebis[6-(1,1-dim
1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-

Pyrazine, tetramethyl-
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56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

10,073
38,811
38,387
17,922
51,281
25,454
14,902
62,777
39,983
39,553
41,199
40,637
46,763
37,690
12,409
15,589
35,207
19,840
9,007
49,321
42,960
35,556
33,742
9,110
8,602

22,253

0,17
0,16
0,16
0,16
0,14
0,13
0,12
0,11
0,11
0,11
0,10
0,10
0,09
0,09
0,09
0,08
0,07
0,07
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06

0,05

Benzyl alcohol

Glycidyl oleate

Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hy
4H-1,2,4-triazole-3-carboxylic acid,
Stigmast-5-en-3-ol, oleate
Heptadecane

4-Methyl-2-pentyl acetate
Stigmastane-3,6-dione, (5.alpha.)-
Cyclodecasiloxane, eicosamethyl-
Palmidrol
Tricyclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane,
2-Benzylsulfanylmethyl-3,3,3-trifluo
Glycidyl oleate

Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
Phenylethyl Alcohol
4H-1,2,4-triazole-3-carboxylic acid,
Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-
Molybdenum, (acetato-O,0")tris(.eta.
Silane, diethoxydimethoxy-

Decyl sulfide

Bis(2-ethylhexyl) phthalate

Glycidyl palmitate

Hexadecanoic acid, ethyl ester
Decane

Cyclotetrasiloxane, octamethyl-

Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl
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APENDICE 4 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE
ALTA RESOLUGAO

FIGURA 27 — ANALISE COMPLETA DAS MEMBRANAS NFC:GNPcit 0,5%.




FIGURA 28 — ANALISE COMPLETA DAS MEMBRANAS NFC:GNPcit 1,0%.
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FIGURA 29 — ANALISE COMPLETA DAS MEMBRANAS NFC:GNPcit 2,0%.
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FIGURA 30 — ANALISE COMPLETA DAS MEMBRANAS NFC:GNPext 0,5%.
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FIGURA 31 — ANALISE COMPLETA DAS MEMBRANAS NFC:GNPext 1,0%.
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FIGURA 32 — ANALISE COMPLETA DAS MEMBRANAS NFC:GNPext 2,0%.
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