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RESUMO

Desde a sua descoberta no ano de 2004, os pontos quanticos de carbono ou carbon
dots (CD) tém atraido a atencdo da comunidade cientifica por suas propriedades
luminescentes diferenciadas que ampliam sua aplicagdo em técnicas de bioimagem,
sensores, carreadores de farmaco, dentre outras. Os CD sdo uma alternativa aos
pontos quénticos inorganicos ou quantum dots (QD) produzidos geralmente com
cadmio (CdSe) cuja toxicidade limita seu uso para aplicagdes bioldgicas. Muitas rotas
de obtencao tém sido propostas para a producéo de CD a partir de carboidratos. Esse
trabalho propde a produgao de nanoparticulas fluorescentes de carbono, a partir da
goma do cajueiro bruta (GCB) por aquecimento em micro-ondas. A solugdo de GCB
5% foi aquecida por 10, 20, 40 e 60 min. O material seco apés o0 aquecimento
apresentou variacdo de cor de amarelo a marrom indicando que a formagao dos
grupos fluoroforos da-se pela caramelizagdo do polissacarideo. O material foi
dissolvido em agua e centrifugado (NP10, NP20, NP40 e NP60) e parte dele
precipitado com acetona (NP10P, NP20P, NP40P e NP60P). A precipitacdo diminui o
diametro das nanoparticulas e o indice de polidispersividade é duas vezes menor e o
potencial zeta (P(), sempre negativo, aumenta em modulo. O rendimento quantico ndo
apresenta variacdo ap0s a precipitacdo e a massa molar de pico tende a diminuir.
Com o aumento do tempo de aquecimento formaram-se particulas com maior
rendimento quantico (0,45%-1,04%), menor tamanho (282 nm-111 nm) e maior P em
modulo (14 mV-24 mV) e houve redugdo da massa molar de 10* para 102 g/mol.
Observou-se a dependéncia da emissdo de luminescéncia com a excitacao,
caracteristica de CD. Os espectros de infravermelho mostraram banda de éster e
reducao das ligagdes glicosidicas e do anel piranosidico com o tempo de aquecimento
que indicam depolimerizagao e abertura de anel para produg¢ao dos fluoréforos por
caramelizacdo. Amostras obtidas com 40 minutos apresentaram as melhores
propriedades além de nao serem citotdxicas e apresentarem atividade antioxidante.
As NP40 mostraram poder redutor e estabilizante de nanoparticulas de prata, por
sintese verde em meio neutro, mostrando-se promissoras para aplicagdes biologicas

de bioimagem, carreador de farmaco ou sensores.

Palavras-chave: Carbon dots. Goma do cajueiro. Micro-ondas. Nanoparticulas de

prata. Fluorescéncia.



ABSTRACT

Since its discovery in 2004, carbon quantum dots or carbon dots (CD) have attracted
much attention from the scientific community for its unique luminescent properties that
expand its application in bio-imaging techniques, sensors, drug carriers, among others.
CD are an alternative to inorganic quantum dots (QD) usually based on cadmium
(CdSe) whose toxicity limits its use in biological applications. Several routes have been
proposed for CD production from carbohydrate. This work proposes the production of
fluorescent carbon nanoparticles from the raw cashew gum (RCG) by microwave
heating. RCG 5% solution was heated for 10, 20, 40 and 60 min. The dried material
after heating showed variation in color from yellow to brown indicating that the
formation of fluorophores groups gives up the polysaccharide caramelization. The
material was dissolved in water and centrifuged (NP10, NP20, NP40 and NP60) and
part of it was precipitated with acetone (NP10P, NP20P, NP40P and NPGOP).
Precipitation decreased the nanoparticles diameter and polydispersity index was twice
lower and zeta potential (P(), always negative, increased in module. The quantum yield
did not change after precipitation and peak molar mass decreased. Higher heating time
formed particles with higher quantum yield (0.45%-1.04%), smaller size (282 nm-111
nm) and higher zeta potential (-14 mV and -24 mV), molar mass also decreased with
the heating time (10* to 103 g/mol). Excitation-wavelength dependent fluorescence
characteristic of CD was observed. The infrared spectra showed ester band which
increased with heating time and glycosidic linkage were broken and pyranosidic ring
was opened, indicating depolymerization to produce fluorophores by caramelization.
Samples from 40 minutes heating presented the best features from the data presented,
besides their non-toxicity and antioxidant activity. NP40 presented a reducing and
stabilizing power on silver nanoparticles synthesis, by green synthesis in mild
conditions of neutral medium, being promising to biological applications in bioimagem,

drug carrier or sensors.

Keywords: Carbon dots. Cashew gum. Microwave. Silver nanoparticles.

Fluorescence.
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1 INTRODUGAO

1.1 “Quantum dots”

Nos ultimos vinte anos muita ateng¢ao tem sido dada aos semicondutores
nanoestruturados chamados pontos quénticos (Quantum dots - QD) devido as suas
propriedades optoeletronicas que por sua vez estao intimamente relacionadas com
sua escala manométrica. Estruturas quéanticas sao assim chamadas devido a
quantizagdo das energias de seus elétrons, que em escala nanométrica leva a
variagdes significativas nas propriedades opticas e de transporte de energia, que
também sao dependentes do tamanho da particula dentro dessa escala. Quando os
elétrons sao confinados por barreiras nas trés diregdes essas estruturas sao
chamadas de quantum dots (QD) (LAKHTAKIA, 2004), como mostra a Figura 1, para

quantum dots de seleneto de cadmio (CdSe).

Figura 1 — Variagao da fotoluminescéncia de quantum dots de CdSe com
seu tamanho e diferenca entre as bandas de condug¢ao do material bruto
e as distribuigdes discretas para o material em escala nanométrica

Quantum
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Fonte: Adaptado de KAGAN et al., 2016.

A propriedade fotoluminescente de quantum dots torna esse tipo de
material de grande interesse para diferentes aplicagbes, principalmente como
biomarcadores e producao de lasers. Os quantum dots sdo também chamados de
atomos mesoscopicos ou atomos artificiais, indicando que a escala dos estados
eletrdbnicos € bem maior que a constante do reticulo do cristal, como ocorre para os
atomos (LAKHTAKIA, 2004).
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1.2 Pontos quéanticos de carbono (carbon quantum dots)

Particulas fluorescentes de carbono foram descobertas acidentalmente
durante a purificagado de nanotubos de carbono e primeiramente reportadas no ano de
2004 por Xu et al.(2004) (Figura 2a). Essas particulas foram denominadas pontos
quénticos de carbono (quantum-sized carbon dots), pela primeira vez, por Sun et al.,
em 2006, ao explorarem as propriedades fotoluminescentes dessas particulas de

carbono obtidas a partir de grafite, por ablac&o a laser (Figura 2b).

Figura 2 — Primeira detecgdo de pontos quanticos de carbono durante a purificagdo de
nanotubos de carbono (a) e a dependéncia do comprimento de onda de emissdo com a
excitacdo de pontos quanticos de carbono (b)

Fonte: a (XU et al., 2004) e b (SUN et al., 2006)

Apoés a publicagado de Sun et al.(2006) houve um aumento do numero de
publicacdes e citagdes relacionadas aos pontos quanticos de carbono, como pode ser
observado analisando os graficos gerados utilizando o termo “carbon-dot” como titulo
na base de dados Web of Knowledge (FIGURA 3).

Varios métodos de obtencdo de pontos quanticos de carbono foram
propostos. Inicialmente, os pontos quanticos de carbono foram obtidos a partir de
matrizes contendo apenas carbono, como os nanotubos (XU et al., 2004) e p6 de
grafite (SUN et al., 2006; CAO et al., 2007) ou majoritariamente carbono, como fuligem
de vela (LIU;YE; MAO, 2007; BAlet al., 2011). Por ndo possuirem outros grupos
funcionais, além de C=C e C-C, esses pontos quanticos de carbono apresentaram
baixo rendimento quantico. Isso pode ser solucionado pela funcionalizagdo ou
passivacao, a fim de alcancar rendimentos quanticos mais proximos aqueles obtidos
com os pontos quanticos convencionais e melhorar a estabilidade dos CD em solugao
(FERNANDES; KRYSMANNB; KELARAKIS, 2015).
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Figura 3 — Numero de artigos publicados e de citagbes contendo no titulo o termo carbon dot
a partir da base de dados Web of Knowledge, contemplando os anos de 2009 a agosto de
2018
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Fonte: Web ofkKnowledge, 2018.

Os pontos quanticos de carbono podem ser passivados (quando da
presenga de moléculas, geralmente de elevada massa molecular, proximas a
superficie do material, sem ligacdo quimica, alterando suas propriedades) ou
funcionalizados (quando grupos funcionais sédo ligados a superficie do material
conferindo a ele novas propriedades). Essas moléculas podem ser pequenas e de
baixa massa molar ou oligbmeros e polimeros, como o polietilenoglicol de diferentes
massas molares (DIMOS, 2016). Dentre as moléculas pequenas ja utilizadas como
agentes passivadores tem-se a acetona (CAYUELA; SORIANO; VALCARCEL, 2013)
e os compostos Tris (tris(hidroximetil)Jaminometano) e dietanolamina (ZHANG et al.,
2013). A molécula 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine (TTDDA) também foi utilizada
para passivacao (TAN et al., 2013; QIAO et al., 2010). Em relagdo aos processos de
passivacéo envolvendo moléculas maiores, o polietilenoglicol (PEG) é o que atrai mais
atencdo. Foram obtidos pontos quanticos de carbono passivados com PEGuao00
(SACHDEV, 2013), PEGeooo (ZHANG et al., 2014), polietilenoglicoldiamino, PEG1s00n
(YANG et al., 2007; YANG et al., 2009; LIU et al., 2009; WANG et al., 2009; LI et al.,
2010; MAO et al., 2010). O poli(lamino amina) (HPAA) hiperamificado também foi
utilizado para passivacéo (TONG et al., 2015), bem como o polietilenoimina (PEI) (LIU
et al., 2012) e etilenodiamina, os quais chegam a apresentar rendimento quantico (®)
comparavel aos valores obtidos para pontos quanticos convencionais, alcangando @

= 60% frente ao sulfato de quinina (ZHU et al., 2013). Rendimento quantico ainda
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maior foi obtido quando pontos quanticos de carbono que além de passivados com
PEG1s00n foram também dopados com compostos inorganicos como sulfeto de zinco
(ZnS) e oxido de titanio (TiOz2), atingindo rendimento quantico de 78% quando dopado
com ZnS e 70% quando utilizado TiO2 (ANILKUMAR et al., 2011), valores que
equiparam-se a fluoresceina em etanol (P=79%) (KELLOGG, BENNETT, 1964).

Apesar de render bons valores de rendimento quantico e agregar novas
propriedades ao material, a obtencao de pontos quanticos de carbonos passivados
consiste em uma etapa extra apos a obtengdo dos CDs e geralmente necessita de
mais tempo, temperatura ou até o uso de materiais téxicos como PEI
(polietilenoimina). Portanto, muitas sinteses tém sido propostas, buscando pontos
quanticos de carbono sem passivagdo ou cuja passivagao ocorra no momento da
formacao dos CDs.

A Figura 4 mostra os tipos de métodos utilizados para a produgédo de
nanoparticulas fluorescentes de carbono, esses métodos de obtencdo séo divididos

em top down e bottom up.

Figura 4 — Métodos de obtengao bottom up e top down para nanoparticulas
fluorescentes de carbono
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Fonte: Adaptado de Zhu et al., 2015.

Polimeros

Quando o material precursor é reduzido a um tamanho menor até escala
nanométrica, geralmente da-se por oxidagdo, em meio acido, de nanotubos de

carbono, pé de grafite e negro de carbono. Esses materiais apresentam carbono sp?
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ligados entre si formando uma estrutura grafitica, que ao ser oxidada e ter seu
tamanho reduzido produzem os CD. Outros métodos de obtengao do tipo fop down
sdo métodos eletroquimicos, a ablacado a laser e a descarga por arco. O método
bottom up apresenta como vantagem a facilidade de produgcdo de CDs em larga
escala, sendo realizado a partir da desidratacdo de moléculas pequenas ou polimeros,
seguida de carbonizagédo. As moléculas utilizadas para a sintese do tipo bottom up
sdo geralmente funcionalizadas com grupos do tipo: -OH, —-COOH, —C=0, —-NH2. Os
processos de desidratagao/carbonizagcao ocorrem por métodos hidrotérmicos, micro-
ondas, combustao, pirélise em meio acido, dentre outros. Diferente dos métodos fop
down, que produzem nanoparticulas mais uniformes e menos polidispersas, o0s
métodos bottom up sao mais dificeis de controlar e levam a sistemas mais
polidispersos (ZHU et al., 2015).

1.3 Pontos quanticos de carbono a partir de polissacarideos

Os polissacarideos vém sendo bastante utilizados para a producido de
pontos quanticos de carbono. Além de serem reconhecidos por sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade, os polissacarideos, por
apresentarem estrutura geralmente funcionalizada com grupos amino, hidroxila, acetil,
carboxilato, dentre outros, atuam como fonte de carbono para a producao dos CD e
como agentes passivadores e de funcionalizagao, tornando-se uma alternativa mais
verde para a obtencao de pontos quanticos de carbono, reduzindo tempo de reacgao,
consumo de reagentes e substituicdo de moléculas mais toxicas por outras mais
biocompativeis

CD foram obtidos a partir de goma do pessegueiro utilizando carbonizagao
hidrotérmica em autoclave a 180 °C por 12 h. Os CD obtidos apresentaram
solubilidade em diferentes solventes (agua, etanol, diclorometano e tetrahidrofurano).
O tamanho de particula encontrado por microscopia eletronica de transmissao (MET)
variou entre 2 e 5 nm. A partir desses CD, foram obtidos filmes transparentes de
polivinilalcool (PVA) e polimetiimetacrilato (PMMA) que apresentaram
fotoluminescéncia quando expostos a radiagao ultravioleta, assim como os hidrogéis
de poli(N-isopropilacrilamida) também obtidos a partir desses CD, mostrando a
potencialidade e aplicagdo de CD em bioimagem, fabricagédo de dispositivos épticos e
nanocompaositos emissores de luz (ZHOU; HE; HUANG, 2013).



22

A quitosana, derivada da quitina, ja amplamente utilizada na obtencéo de
diversos materiais e tem atraido atencido para a producido dos pontos quanticos de
carbono. Quitosana e acido alginico foram utilizados para a obtencédo de CD a partir
de dissolucdo em acido acético e aquecimento por micro-ondas utilizando PEGz2o00
como agente passivador (CHANDRA et al., 2012). Foram obtidos CD com superficie
decorada com diferentes grupos funcionais (amino, a partir da quitosana e acido
carboxilico, a partir do acido alginico), que mostraram facil internalizagcao celular e
mantiveram suas propriedades luminescentes no interior da célula. A quitosana foi
usada por Baruah et al. (2015) na forma de hidrogel para a produgéo de CD. O hidrogel
de quitosana foi previamente preparado pela adigdo de glicerol em uma solugéo de
quitosana em acido acético, e sendo formado apds adi¢ao de hidréxido de sédio. Uma
vez formado o hidrogel, o mesmo foi dissolvido em acido acético e a solugao aquecida
em micro-ondas por 20 min, para a formag¢ao dos CD, que apresentaram tamanho
médio de 8,3 nm e potencial zeta elevado de +29 mV, o que reflete a estabilidade dos
CDs produzidos. Esses CD foram revestidos com [-ciclodextrina visando sua
utilizacdo como sensor de fluoreto.

Em uma tentativa de aperfeigoar as condi¢cdes de sintese para a obtengao
de CD a partir de polissacarideos, Yang et al. (2012) propuseram a sintese de CD
aminofuncionalizados a partir de quitosana, em uma unica etapa, sem a utilizagéo de
acidos fortes e agentes de passivagao. Os CD foram produzidos pela dissolugao da
quitosana em acido acético diluido, seguiu-se o tratamento hidrotérmico em autoclave
a 180 °C por 12 h e os CD apresentaram diametro de 5 nm, luminescéncia azul intensa
e baixa toxicidade.

Pandey et al. (2013) utilizaram a goma arabica como precursora na
obtencao de CDs por aquecimento em micro-ondas na presenca de etanol e hidroxido
de sddio. Os CDs produzidos foram utilizados para a modificacdo de nanobastdes de
ouro (NBAu). O complexo CDs@NBAu foi utilizado para a liberagao de doxorubicina
que apresentou eficiéncia de encapsulagao de 94% e liberagado de 30% do farmaco
nas primeiras 5 h e a liberacdo completa concluida em 23 h. Os ensaios de liberacéo
também foram realizados sob a exposigdo a radiacdo na regido do infravermelho
proximo (NIR) quando foi observada a liberagdo de cerca de 60% do farmaco nas

primeiras 2 h devido a atividade fototérmica dos bastdes de ouro.

1.4 Sintese de pontos quanticos de carbono assistida por micro-ondas
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A sintese assistida por micro-ondas tem sido bastante aplicada para a
obtencdo de pontos quanticos de carbono e grande parte dessas sinteses tem
explorado o uso de forno micro-ondas doméstico.

O desenvolvimento de técnicas de micro-ondas ocorreu juntamente com a
Segunda Guerra Mundial quando o magnetron foi utilizado para gerar micro-ondas de
frequéncia fixa para uso de RADAR. A descoberta de micro-ondas para fins de
cozimento foi acidental, quando o engenheiro estadunidense Percy LeBaron Spencer
(Rayethon Company) percebeu que a energia de micro-ondas foi capaz de derreter
uma barra de chocolate no seu bolso enquanto ele realizava experimentos com
RADAR e micro-ondas. Ao investigar mais a fundo o fenédmeno, foi observado que as
micro-ondas aumentavam a temperatura interna do alimento muito mais rapidamente
que o aquecimento convencional. O préprio Percy LeBaron Spencer desenvolveu o
forno micro-ondas para uso doméstico, que passou a ser comercializado em 1954. A
partir de 1950, passou-se a investigar outras utilizagdes das micro-ondas para
industria, que se estendem até os dias de hoje (HAYES, 2002).

A quimica de micro-ondas € baseada na eficiéncia de aquecimento dos
materiais pelos efeitos de aquecimento dielétrico pelas micro-ondas, porém depende
da habilidade especifica do material (solvente ou reagente) de absorver energia micro-
ondas e converté-la em aquecimento. As micro-ondas sao ondas eletromagnéticas
cuja componente elétrica causa aquecimento por meio de dois mecanismos principais:
polarizag&o dipolar e condugao i6nica (KAPPE, 2009).

Quando a componente elétrica interage com a matriz por polarizagao
dipolar, a substancia a ser aquecida deve apresentar momento dipolar. Quando
expostos a radiacdo micro-ondas, os dipolos alinham-se com o campo elétrico
aplicado, com a oscilacdo do campo, os dipolos se realinham e nesse processo,
energia & perdida na forma de calor, devido a friccdo molecular (FIGURA 5a). A
quantidade de energia gerada nesse processo relaciona-se diretamente com a
habilidade da matriz de se alinhar com o campo aplicado. No mecanismo por
conducéo ibnica, os ions oscilam sob a influéncia do campo, colidindo com moléculas
e atomos da vizinhanga, causando aquecimento (FIGURA 5b). Assim o aquecimento
ocorre mais rapidamente em amostras com maior concentragao de ions (KAPPE,
2009).
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Figura 5 — Orientagao de moléculas e ions com o campo elétrico
durante o aquecimento por micro-ondas
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Fonte: Adaptada de KAPPE, 2009.

Métodos tradicionais de aquecimento por condugao (chapas e mantas de
aquecimento) sao geralmente mais lentos e menos eficientes para transferéncia de
energia nos sistemas, uma vez que dependem de correntes de convecgédo e da
condutividade térmica dos materiais utilizados, gerando diferengas de temperatura
entre o reator e a mistura reacional. A irradiacdo por micro-ondas produz um
aquecimento interno mais eficiente, e 0 aumento da temperatura ocorre de maneira
simultanea para todo o volume. Quando utilizados frascos transparentes as micro-
ondas (vidro de borosilicato, quartzo e teflon) a radiagdo atravessa o frasco e o
gradiente de temperatura ocorre de maneira contraria aos métodos convencionais,
primeiro a amostra é aquecida e s6 entao o frasco é aquecido (KAPPE, 2009). Dado
o rapido aquecimento, frente aos processos de aquecimento convencionais, tém-se o
auxilio de micro-ondas em diversos processos como na sintese de pontos quanticos
de carbono.

A Tabela 1 mostra um resumo das condigcdes de diversas sinteses

utilizando radiagédo por micro-ondas em forno de micro-ondas domestico.



Tabela 1 — Principais condi¢des reacionais de obtengcédo de pontos quéanticos de carbono utilizando micro-ondas doméstico e didmetro de particula (d) e

rendimento quéntico (P) para os pontos quanticos de carbono obtidos

Reagentes Tempo (min) Poténcia (W) d (nm) D (%) Referéncia
GllceroI/Tam7pZo fosfato pH 12 750 i 32 WANG et al.. 2011
PEG200 10 900 1,39 16 JAISWAL; GHOSHZ;O%-IATTOPADHYAY,
Sacarose/H2S04 16 400 3-6 - LIN et al., 2012
Acido citrico/Uréia 4 -5 750 1-5 14 QU et al., 2012
Glicose/espermina/NaCl 3 750 2,3 - FENG et al., 2013
Quitosana/PEG4000 0-2 700 - 3,35 SACHDEV et al., 2013
Mel/PEG400 10 1200 WU et al., 2013
Acido félico/
dietilenoglicol/HCI 0,66 750 45 18,9 GUAN et al., 2014
Acido citrico/RNase A 3-5 700 25-45 24.2 LIU et al., 2014
Acido citrico/PEG2000 3-5 700 - 4,33 LIU et al., 2014
Acido citrico 3-5 700 - 0,87 LIU et al., 2014
Glicose/Triptofano 9 700 20 12,4 SIMOES: SILVA; LEITAO, 2014
Glicose/Triptofano 3 700 3,9 20,6 WANG et al., 2014
GIicose/PEG15OO 10 700 - - ZHAO et al., 2014
Acido borico/acido 4 700 2-6 10-15 BOURLINOS et al., 2015
citrico/uréia
Agua de lavagem de arroz 15 550 5 11 DHENADHAYALAN; LIN, 2015
_ Cristais de lisosima/ 15 700 3.6 0.85 ENGLAND: PATIL: MANN, 2015
acido citrico/etilenodiamino
Glicose/fosfato 4 - 5 2 LAN; MOTTOLA, 2015
Acido oxalico/uréia 8 700 3,2 28 LU et al., 2015

Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.5 Fotoluminescéncia

Luminescéncia € a emissao de luz a partir de uma substancia, ocorrendo a
partir de estados eletrdnicos excitados, e a fotoluminescéncia ocorre quando essa
emissdo da-se pela absorcdo de fétons. A fotoluminescéncia pode ocorrer por
fosforescéncia ou fluorescéncia. O fenbmeno observado para os pontos quanticos
convencionais ou pontos quanticos de carbono, é de fluorescéncia, e nele, o estado
excitado € singleto (FIGURA 6a). Assim, o retorno para o estado fundamental é
permitido por spin, ocorrendo rapidamente, emitindo um féton, com tempo de vida em
nanosegundos como demonstrado no diagrama de Jablonski na Figura 6b
(LAKOWICZ, 2006).

Figura 6 — Representacado do estado excitado singleto e tripleto (a) e
representacao genérica do diagrama de Jablonski (b)
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Fonte: Adaptada de Lakowicz, 2006.

Geralmente a fluorescéncia ocorre a partir de moléculas aromaticas. Alguns
exemplos de substancias fluorescentes ou fluoroforos sdo mostrados na Figura 7.
Essas substancias sao utilizadas como padrao de fluorescéncia na determinacéo do
rendimento quantico (®) de amostras desconhecidas. O rendimento quéantico
corresponde ao numero de fétons emitidos em relacdo ao numero de fotons
absorvidos. Quanto maior o rendimento quantico mais fluorescente € a amostra
(LAKOWICZ, 2006).
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Figura 7 —Estruturas de substancias fluorescentes utilizadas como padréo de fluorescéncia e suas
solucdes, sob radiagao ultra-violeta

Fluoresceina —® =95% Quinina— ® =54 % RodaminaB - ® =31%

Fonte: Adaptada de LAKOWICZ, 2006.

1.6 Caramelizagao de carboidratos

Caramelizacdo € definida como a producdo de aromas, sabores e
pigmentos marrons a partir de carboidratos, principalmente acgucares, por
aquecimento na auséncia de compostos aminados, quando se da a reagado de
Maillard. Com o aquecimento, os carboidratos sdo desidratados e fragmentados em
compostos reativos que se polimerizam formando produtos de cor marrom e com
aroma caracteristico. Devido a sua cor caracteristica, o caramelo é amplamente
utilizado para conferir cor e sabor a alimentos e bebidas, como cerveja, refrigerantes,
doces, sendo o corante mais utilizado em alimentos, no mundo inteiro (WROLSTAD,
2012). O caramelo também pode ser encontrado em alimentos que tenham passado
por algum tratamento térmico, como cozinhar, assar e fritar (KROH, 1994).

A caramelizagao envolve um grupo de reagdes complexas baseadas em
reacdes de desidratacdo com a formacgao de ligagdes duplas (C=C) conjugadas que
absorvem em diferentes comprimentos de onda. Também ocorrem alteracbes de
tamanho do anel piranosidico e a quebra das ligagdes glicosidicas (ligagdes que unem
as unidades de agucar nos di e trissacarideos, oligo e polissacarideos) (CAMPBELL-
PLATT, 2009). A Figura 8 mostra alguns dos produtos volateis formados durante a
caramelizacdo de carboidratos, sendo esses produtos os responsaveis pelo aroma
caracteristico de caramelo (RICHARDSON, 1984; HODGE, 1967).
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Figura 8 — Compostos furénicos formados durante a
caramelizagéo de carboidratos

OO I

HsCO

OE?LZ/ @/wo @)OKCHZOH OHC\\O@/CH;OH

Fonte: Adaptada de Richardson, 1984 e Hodge, 1967.

Utilizando como exemplo uma wunidade de glicose produzindo
hidroximetilfurfural apresenta-se o mecanismo de formacdo dos produtos de
caramelizacéo na Figura 9 (SAHA; ABU-OMAR, 2014).

Figura 9 - Exemplo de mecanismo de formagéo do
hidroximetilfurfural ( HMF) a partir da unidade de B-D-glicose
H OH
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OH \' H
H
. /O\
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OH OH
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H
O,
- %ﬂ
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H H O (hidroximetilfurfural)

Fonte: Adaptada de Saha; Abu-Omar, 2014.
Apds a quebra de ligagdes e formacao dos anéis insaturados ocorre a

condensacgao entre os anéis formando sistemas poliméricos a partir desses anéis
criando dominios polifuranicos (FALCO; BACCILEB; TITIRICI, 2011; RYU et al.,
2010).
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Alguns autores tém proposto a obten¢do de nanoparticulas fluorescentes
de carbono baseadas na formacao de dominios insaturados obtidos pela desidratagao
de carboidratos (DE; KARAK, 2013; SK et al., 2012). Sket al. (2012) encontraram
particulas fluorescentes de carbono na analise de alimentos contendo derivados de
caramelo. As nanoparticulas apresentaram emissao dependente da excitagao e as
amostras de pao continham nanoparticulas com rendimento quantico de 1,2%.

De e Karak (2013) produziram nanoparticulas fluorescentes de carbono a
partir de suco de banana e propuseram uma rota de obtencdo das nanoparticulas
baseada na hidrélise, seguida de abertura de anel para obtencdo de compostos
insaturados que ao polimerizar formariam as nanoparticulas fluorescentes de carbono,

como mostra o esquema na Figura 10.

Figura 10 — Exemplo de obtencdo de nanoparticulas fluorescentes de carbono obtidas por
caramelizagéo de carboidratos

OH OH oH
o o Hidrolise 0
o 0 ——> HO
HO HO A HO OH
OH OH OH
H H/ H

Polissacarideo

OH

Q Desidratagao ° Polimerizacdo
HO
HO OH A \ / A

OH

H Compostos
furanicos

Fonte: Adaptada de De e Karak, 2013.

1.7 Atividade antioxidante de nanoparticulas fluorescentes de carbono

A atividade antioxidante é a habilidade de neutralizar ou eliminar radicais
livres e essa atividade associada a carbon-dots € pouco reportada. Segundo Moon e
Shibamoto (2009), o método de captura do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) &
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utilizado em mais de 90% dos estudos de avaliacdo antioxidante de substancias
puras, misturas ou matrizes complexas. O método torna-se viavel dada a estabilidade
do radical DPPH em relagdo a maioria dos radicais. Os métodos baseiam-se na
neutralizacdo ou reducdo de um radical. Um desses mecanismos se baseia na
transferéncia de elétrons (TE) e o outro na transferéncia de um atomo de hidrogénio
(TAH) (BONDET, BRAND-WILLAMS e BERSET, 1997; FOTI; DAQUINO, 2006) sendo
o principal, o de transferéncia de elétrons (HUANGet al., 2005).

O método DPPH- foi desenvolvido por Blois (1958) para determinar a
atividade antioxidante de diferentes substancias e anos depois, modificado por Brand-
Williams; Cuvelier; Berset (1995) para determinar o potencial antioxidante de amostras
bioldgicas, simplificando a interpretagdo do resultado realizado por Blois (1958) e
utilizando o termo concentragao eficaz para a inibigdo de 50% da concentragao inicial
do radical DPPHe+ (CEso), para a interpretagdo dos resultados.

Poucos trabalhos tém reportado a avaliacdo de atividade antioxidante de
carbon-dots, porém, nesses poucos trabalhos tém-se encontrado resultados com
elevada atividade antioxidante (DAS et al., 2014; SACHDEV e GOPINATH, 2015;
PURKAYASTHA et al., 2014), fazendo-se necessario que mais estudos sejam feitos
buscando essa propriedade, principalmente pelas proposicdes de uso dessa classe

de material, em meio bioldgico.

1.8 Citotoxicidade de nanoparticulas fluorescentes de carbono

Uma das grandes vantagens dos carbon-dots esta no fato de serem
basicamente carbono, que por ser um elemento atdoxico atrai atencao para uso dessa
classe de materiais, em aplicagdes bioldgicas.

Testes in vitro tém confirmado a citotoxicidade prevista para os materiais
de carbono. Sun et al. (2013) que roduziram carbon-dots a partir de cabelo humano e
Yang et al. (2009) que produziram carbon-dots a partir de fuligem, alcangaram
materiais com baixa toxicidade quando aplicaram uma concentracdo de até 200
Mg/mL. Essa concentragao foi ainda maior para carbon-dots obtidos a partir de
gelatina, atéxicos mesmo na concentragdo de 240 pg/mL de amostra. Todos esses

ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando teste MTT (Brometo de 3-(4,5-
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dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio) ou MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio).

O ensaio de citotoxicidade utilizando sulforodamina B (SRB) é um método
colorimétrico que faz uso da proteina celular de culturas de células coradascom SRB.
A Sulforodamina B (C27H30N207S2) é um corante de cor purpura brilhante, que
apresenta dois grupos sulfénicos, sendo soluvel em agua. Esse corante € usado como
um indicador quantitativo do conteudo proteico da cultura celular, sendo este conteudo
proporcionalmente linear a densidade de células. Em meio acido a SRB liga-se aos
aminoacidos da proteina basica, em células viaveis previamente fixadas com acido
tricloroacético (TCA) frio a 10% (m/v). Um aumento ou diminuigdo do numero de
células resulta numa alteracéo proporcional da quantidade do corante incorporado nas
células em cultura, o que indica o grau de citotoxicidade causada pelo composto em
estudo (SKEHAN et al.,1990).

O método SRB apresenta vantagens em relagdo a outros métodos como
MTT ou MTS, pois a fixacao das células como uma etapa do processo torna o método
menos sensivel a interferéncia de outros compostos e a permanéncia da cor, nas
células fixadas € muito maior, uma vantagem que minimiza erros subsequentes para
analises colorimétricas. Diferente do método MTT, a analise com SRB apresenta
maior linearidade em relagdo a quantidade de células, ndo sendo dependente nem da
atividade enzimatica nem da linhagem de células utilizada (KEEPERS et al., 1991).

1.9 Goma do cajueiro

A goma do cajueiro é obtida a partir do exsudato extraido da arvore
Anacardium occidentale, abundante na regido nordeste do Brasil. A goma do cajueiro
apresenta uma grande possibilidade de produ¢cédo comercial. A exsudag¢ao da goma é
simples e muitas vezes espontanea. A produgao média de goma/planta/ano é de 700
g. Considerando a area plantada, a produg¢ao da goma/ano seria de 50.000 toneladas,
quantidade muito superior a importada de goma arabica (goma de aplicagédo em
diversas areas e de estrutura similar a da goma do cajueiro). A exploracdo de
diferentes aplicagbes dessa goma seria uma forma de agregar valor a cajucultura,
ampliando o mercado para consumo da goma (CUNHA, DE PAULA E FEITOSA,
2009).



32

A Figura 11 apresenta as unidades monossacaridicas constituintes da
goma do cajueiro (a) e o possivel arranjo dessas unidades na estrutura do

polissacarideo presente na goma (b).

Figura 11 — Principais agucares constituintes do polissacarideo da goma do
cajueiro bruta (a) e seu possivel arranjo na estrutura do polissacarideo (b)
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Fonte: Adaptada de Anderson e Bell (1975).

Observa-se diferentes hexoxes e uma pentose (arabinose), que se
encontra nas extremidades das cadeias. As unidades que se encontram nas
extremidades da cadeia sdo mais labeis em relagdo a temperatura. A Figura 12 mostra
0s compostos obtidos pela degradagao térmica da arabinose.

Figura 12 — Produtos obtidos pela degradagédo térmica da

arabinose
0} OH o.
(o}
O
3(2H)-Furanona 3-Furanmetanol 2-furancarboxaldeido
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Fonte: PITKANEN; HALTTUNEN e HURTTA, 2003.

Pode-se verificar que os compostos apresentados na Figura 12, sao
altamente oxidados e as insaturagées podem ser responsaveis pelas propriedades
opticas dos materiais a serem produzidos. Assim, a goma do cajueiro foi escolhida

como precursora para a obtencdo das nanoparticulas fluorescentes de carbono.

1.10 Materiais hibridos de pontos quanticos de carbono e nanoparticulas de

prata

A associagao das propriedades fotoeletrénicas dos pontos quanticos de
carbono com as propriedades plasménicas das nanoparticulas de prata, na formagao
de um material hibrido, foi primeiro reportada por Choi et al., 2013. Os autores
propuseram a sintese das nanoparticulas de prata por fotoirradiagéo na regido do UV,
utilizando carbon-dots como suporte. A ressonancia plasmonica das nanoparticulas
de prata atua em conjunto com os excitons oriundos dos pontos quanticos de carbono.
O mecanismo de atuagdo desses materiais hibridos ocorre pela absor¢do de luz
incidente sobre nanoparticulas metalicas que €& armazenada na ressonancia
plasmdnica para promover a fotogeracao de excitons a partir dos pontos quanticos de
carbono, além disso, as nanoparticulas de prata possuem uma larga faixa de
absorgcao, com um maximo de absor¢cdo no comprimento de onda de 400 nm. Para a
sintese dos pontos quanticos de carbono foi utilizada a decomposicao hidrotérmica da

a-ciclodextrina seguida de passivagao com polietilenoglicol (PEG). Apés sintetizados,
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os pontos quanticos de carbono foram utilizados na sintese das nanoparticulas de
prata, pela adigdo de solugdo de nitrato de prata e irradiacdo ultravioleta. Por esse
processo as nanoparticulas de prata tendem a ficar ancoradas na superficie dos
pontos quanticos de carbono, apresentando diametros de 6 nm (pontos quanticos de
carbono) e 3 nm (nanoparticulas de prata).

No mesmo ano dessa publicagdo, Shen et al. (2013) apresentam uma
proposta de sintese em meio basico, sem a adigdo de agente redutor e sem irradiagao,
para tanto, os autores utilizaram os pontos quanticos de carbono, produzidos a partir
da quitosana, como doadores de elétrons. O material hibrido produzido foi utilizado
para o desenvolvimento e validagdo de um sensor para ions Ag® em amostras de
agua. Além do potencial de uso desses materiais como sensores (AMJADI,
ABOLGHASEMI-FAKHRI, HALLAJ, 2015), trabalhos subsequentes mostraram seu
potencial como catalisadores (JANA et al., 2015) e atividade antimicrobiana (JIN et al.,
2015; JANA et al., 2015). A sintese de nanoparticulas de prata com nanoparticulas
fluorescentes de carbono abordada nesses trabalhos utiliza algum mediador de
reducao dos ions prata, seja a utilizagdo de meio basico (SHEN et al., 2013; JIN et al.,
2015; JANA et al., 2015) ou a utilizagdo de agentes redutores e estabilizantes como
borohidreto de sodio e citrato de sodio, respectivamente (AMJADI, ABOLGHASEMI-
FAKHRI, HALLAJ, 2015; BEIRAGHI & NAJIBI-GEHRAZ, 2017).

Tendo como base as sinteses de nanoparticulas de prata com
nanoparticulas fluorescentes de carbono ja reportadas, propdem-se uma sintese mais
verde sem o uso de meio basico tanto para a producao das nanoparticulas de carbono
como para as nanoparticulas de prata, além da auséncia de outros agentes redutores

ou estabilizantes, para a producao das nanoparticulas de prata.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir nanoparticulas fluorescentes de carbono a partir da goma do cajueiro

bruta utilizando aquecimento por micro-ondas.
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2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do tempo de aquecimento em micro-ondas na producao das
nanoparticulas fluorescentes de carbono;

Caracterizar as nanoparticulas fluorescentes obtidas;

Estudar o efeito da precipitacdo em acetona para a remocédo do excesso de
polissacarideo apds a produgao das nanoparticulas;

Avaliar a capacidade antioxidante das nanoparticulas produzidas;

Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas obtidas;

Produzir nanoparticulas de prata reduzidas com nanoparticulas fluorescentes

de carbono visando a formacdo de um nanomaterial hibrido.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O exsudato do cajueiro (Anacardium occidentale) foi coletado de arvores
nativas, em Fortaleza-CE. A acetona utilizada para a precipitagao foi obtida da Synth.
A quinina utilizada como padrao de fluorescéncia foi adquirida da Sigma-Aldrich. O
nitrato de prata (AgNOs) foi obtido da Vetec.

Todos os experimentos foram realizados com &agua deionizada com
resistividade de 18 MQ.cm, obtida de deionizador com resina de troca i6nica (ELGA,
modelo PURELAB Classic).

3.2 Obtencao das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP)

As nanoparticulas fluorescentes foram obtidas a partir da dissolucéo da
goma do cajueiro bruta em agua seguida de aquecimento em micro-ondas doméstico,
com poténcia de 800 W.

Foi preparada uma solugdo de goma do cajueiro bruta (GCB) na
concentragao de 5%, a solugado foi deixada sob agitagdo por 12 h e entéo filtrada em
papel de filtro. Foram adicionados 5 mL dessa solugcdo em um béquer de 250 mL,
sendo esse volume, suficiente para cobrir totalmente o fundo do béquer. O
aquecimento foi realizado ininterruptamente por 10, 20, 40 e 60 minutos. Apds o
aquecimento, o material seco no fundo do béquer foi redisperso em agua deionizada
e a solugao obtida foi centrifugada para a remogao de material insoluvel e de particulas
maiores. Apds a centrifugacdo, as amostras foram liofilizadas para a obtengao do
material seco, como mostra o esquema na Figura 13. As amostras obtidas em
diferentes tempos de aquecimento foram denominadas: NP10, NP20, NP40 e
NP60.Todas as centrifugagdes foram realizadas em centrifuga EBA 21 da HettichLab
Technology a 6000 rpm (3824 RCF) por 15 min, a temperatura ambiente.

Os experimentos iniciais, que serviram de base para estipular as
concentragdes e volumes utilizados nesse trabalho, deram origem a uma publicagéo
em perioddico de Qualis A2 (APENDICE A).
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Figura 13 — Esquema de obteng¢ao das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP) por aquecimento
em micro-ondas a partir da goma do cajueiro bruta (GCB)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3 Caracterizagao das nanoparticulas fluorescentes de carbono

3.3.1 Espectrofotometria de absorg¢ao na regidao do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

As analises de UV-Vis foram realizadas em espectrofotdmetro UV-1800 da
Shimadzu, em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm e varredura de 200

a 800 nm, com incremento de 0,5 nm.

3.3.2 Espalhamento de luz dindmico — Tamanho de particula (d), indice de

polidispersividade (IPd) e potencial zeta (P{)

O diédmetro das nanoparticulas produzidas (d) e os seus valores de indice
de polidisperséo (IPd) e potencial zeta (PC) foram determinados a 25°C utilizando o
equipamento ZetaSizer Nano ZS da Malvern, modelo ZEN3600 com laser de
comprimento de onda de 633 nm. Foi utilizado angulo de espalhamento de 173° para
as medidas de tamanho e de 17° para as medidas de potencial zeta. Os valores de
diametro de particula foram reportados em intensidade e numero.

3.3.3 Espectroscopia de fotoluminescéncia — Varredura de emissao
Para as varreduras de emissdo de fluorescéncia foi utilizado um

espectrofluorimetro QuantaMaster40 da PhotonTechnology International (PTI),

utilizando lampada de arco de Xendnio de 75 W. As fendas de excitacdo e emissao
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foram mantidas em 0,5 mm. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho 6ptico
de 10 mm.

3.3.4 Espectroscopia de fotoluminescéncia — Rendimento quéantico

As analises de rendimento quantico também foram realizadas em cubeta
de quartzo, em equipamento QuantaMaster40 da PhotonTechnology International
(PTI), utilizando lampada de arco de Xenbnio de 75 W. As fendas de excitacédo e
emissao foram mantidas em 0,5 mm.

A quinina utilizada como padrao foi dissolvida em uma solugcéo de H2SO4
0,1 mol/L a fim de ser obtida uma solugdo com a absorbancia de no maximo, 0,05. As
amostras também foram diluidas a fim de serem obtidas solucbes com absorbancia
até 0,05. Foram obtidos os espectros de emissao com excitacdo em 365 nm para as
solucdes diluidas das amostras e da solu¢do de sulfato de quinina. A area da banda

foi calculada e os valores utilizados no calculo do rendimento quéntico, seguindo a

equacao 1:

(DNp=CDQXIN—PXA—Q (1)
la  Anp

Onde:

®np € 0 rendimento quantico das nanoparticulas obtidas, em 365 nm;
®q é o rendimentoquéantico da quinina em H2S04 0,1 mol/L, em 365 nm ;
INe € lo sd0 as areas das bandas de emissdo em 365 nm da amostra e da solugao de
quinina em H2S04 0,1 mol/L, respectivamente;
Aa e Anp sdo as absorbancias em 365 nm da solugao de quinina em H2S04 0,1
mol/L e da amostra, respectivamente.
O rendimento quantico da quinina em solugdo de H2SO4 0,1 mol/L e
excitagdo em 365 nm é de 0,54, assim ®q = 0,54 (MEHTA; JHA; KAILASA, 2014)

3.3.5 Cromatografia de permeagao em gel (GPC)
A massa molar da goma do cajueiro bruta e das nanoparticulas obtidas foi

estimada por cromatografia de permeagao em gel utilizando um cromatégrafo

Shimadzu LC-20AD com detector de indice de refracao RID-10A. As analises foram
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realizadas com coluna PolySep Linear (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 1,0 mL/min, tendo
NaNOs3 0,1 mol/L como eluente e forno mantido a 30 °C. O volume injetado de amostra
foi de 50 pL. Para a construgao da curva de calibragcao foram utilizados padrbes de
pululana Shodex P-82 (APENDICE B).

3.3.6 Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho (FTIR)

Os espectros para a goma do cajueiro bruta e para as nanoparticulas foram
obtidos em pastilhas de KBr em equipamento FTLA 2000 (ABB Bomem) de 400 a
4000 cm™,

3.4 Precipitagao das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP)

Uma vez que as NP foram produzidas a partir da degradagao do
polissacarideo da goma do cajueiro bruta, o material obtido apds a centrifugagao pode
apresentar polissacarideo residual. Para verificar o efeito da remocdo do
polissacarideo em excesso, as amostras obtidas apos a centrifugacdo foram
precipitadas em acetona na proporg¢ao de 1:1 (amostra:acetona) com a adi¢cado de 15
mL de acetona a 15 mL da amostra centrifugada. Apds a adigdo da acetona, a solugao
foi centrifugada. O sobrenadante obtido foi deixado sob agitagdo magnética vigorosa
por 4h para a evaporacao da acetona e o material sedimentado foi redisperso em 15
mL de agua. As amostras obtidas em diferentes tempos de aquecimento apds a
precipitacdo foram denominadas: NP10P, NP20P, NP40P e NP6OP.

As amostras obtidas do sobrenadante e precipitado foram caracterizadas
por espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis),
espalhamento de Iluz dindmico (DLS), espectroscopia de fotoluminescéncia
cromatografia de permeacgédo em gel (GPC) e espectroscopia de absor¢do na regido
do infravermelho (FTIR), segundo a metodologia descrita anteriormente, para as

nanoparticulas obtidas sem precipitacao.

3.4.1 Morfologia e tamanho de particulas por Microscopia Eletrénica de
transmissdo (MET)
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A amostra NP40P foi a unica amostra caracterizada por microscopia
eletrbnica de transmissdo. As imagens das NP40P foram obtidas utilizando
microscopio eletronico de transmissao Carl Zeiss modelo LIBRA 120, com tensao de
operacgao de 80 kV. As imagens foram registradas em um sistema 6ptico Olympus
com software iTEM e cédmera Cantega G2. O modo de obtengdo das imagens foi
EFTEM (Energy Ffiltered Transmission Electron Microscopy).

O material em po foi disperso em agua deionizada e 5 yL dessa dispersao
foram depositados em filme de carbono amorfo que recobre tela de cobre de
400 mesh. O material foi deixado secar em dessecador por aproximadamente 8h,
antes da realizacdo das analises.

3.5 Atividade antioxidante in vitro
3.5.1 Sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

O ensaio do sequestro do radical livre 1,1-difenil-2-picrihidrazil (DPPH) foi
analisado segundo método descrito por Blois (1958), com algumas modificagdes. A
amostra foi dissolvida a fim de serem obtidas solu¢des com concentracdes de 0,1 a 4
mg/mL. A 300 pL de solugdo amostra foram adicionados 200 puL de metanol e 2,5 mL
de DPPH (75 pmol/L em metanol). Apdés a adicdo do DPPH as misturas foram
mantidas no escuro, a temperatura ambiente, por 30 minutos. Decorridos 30 minutos
foram realizadas medidas em espectrofotdbmetro em 517 nm (As17). As reacgdes para
cada concentragdao de amostra foram realizadas em triplicatas.

O efeito no sequestro do radical livre DPPH (%) foi calculado através da

seguinte férmula:

(A - Ab)

Efeito do sequestro DPPH(%)= [AO ] x100 (2)

Onde:
Ao = As17do DPPH sem amostra;

A = As17 da amostra com DPPH para cada concentracgao;

Ab = As17 da amostra sem DPPH.
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3.5.2 Ensaio de quelagao do ion ferroso

O ensaio de quelagao do ion ferroso foi realizado de acordo com o método
descrito por Chew et al. (2008), com algumas modificagdes. Foram misturados 1 mL
de sulfato ferroso (FeSO4) 0,1 mmol/L, 1 mL de amostra nas concentragdes de 0,1 a
4 mg/mL e 1 mL de ferrozina(acido 3-(2-piridil) 5,6-difenil-1,2,4-triazina-p-p’-
disulfénico) 0,25 mmol/L. Os tubos foram agitados por 1 minuto e apés 10 min foram
realizadas as medidas a 562 nm, em espectrofotbmetro. O branco foi realizado
substituindo o mesmo volume de amostra pelo solvente utilizado para todas as
amostras (agua destilada). Utilizou-se acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como
material de referéncia. Todas as reagdes foram realizadas em triplicatas.

Os resultados foram expressos como habilidade de quelacéo do ion ferroso

(%) e calculados através da seguinte férmula:

Ag- (A - Ab)

Habilidade de quelagao do ion ferroso(%)= [ A ]x100 (3)
0

Onde:
Ao = Asg2 do FeSO4 comferrozina, sem amostra;
A = Ass2 da amostra com FeSOq4 e ferrozina;

Ab = Asg2 da amostra sem FeSO4 e ferrozina.

3.5.3 Ensaio da capacidade antioxidante total pela formagcao do complexo

fosfomolibdénio

O ensaio de capacidade antioxidante total foi realizado através da formacéao
do complexo fosfomolibdénio descrito por Prieto, Pineda e Aguilar (1999), quando
adiciona-se 300 pL de amostra (0,1 - 4 mg/mL) em 3 mL de solugdo de molibdato de
amonio 4 mmol/L, acido sulfurico 0,6 mol/L e fosfato de sédio 28 mmol/L. A mistura foi
homogeneizada e incubada a 95 °C durante 90 min. Apds o resfriamento foram
realizadas as leituras em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 695 nm. O

branco foi feito substituindo a amostra pelo solvente utilizado da amostra. O butilado
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de hidroxitolueno (BHT) foi utilizado como material de referéncia e o acido ascorbico
(200 pg/mL) foi considerado com 100% de atividade antioxidante. Todas as reacgdes
foram realizadas em triplicatas.

Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante total (%) e

calculados pela seguinte formula:

Capacidade antioxidante total(%)= [ Aggs amostra - Ages branco) ]x100 (4)

Aggsac. ascorbico - Aggsbranco

3.6 Avaliagao de citotoxicidade pelo ensaio da sulforodamina B (SRB)

A citotoxicidade da amostra NP40 foi avaliada frente a linhagens celulares
tumorais humanas HCT-116 (cancer de coélon humano), PC-3M (cancer de prostata
metastatico humano), B16-F10 (melanoma metastatico murinho), além de células n&o-
tumorais 293A (linhagem de células epiteliais de rim humano), L929 (linhagem de
fibroblasto murinho).

As células, em monocamadas, foram dispostas em multiplacas de 96
pocos. Para determinar a quantidade de células existentes no momento da adi¢ao das
amostras, foi feita uma placa controle, denominada tempo zero (To). Apds 24 horas de
incubacédo em estufa a 37°C e 5% COz2, 100 yL da amostra NP40 em agua destilada,
diluida em diferentes concentracdes (7,8 a 500 ug/mL), foram adicionados e as placas
foram novamente incubadas por 72 horas. A placa de tempo zero foi centrifugada, o
sobrenadante descartado e adicionados em cada po¢o 100uL da solugcédo de acido
tricloroacético (TCA 10%) para fixar os residuos de aminoacidos de proteinas. As
placas foram armazenadas em geladeira a 4 °C e apds o tempo de incubagédo, o
material foi centrifugado a 1500 rpm por 15 min e removido o sobrenadante.
Adicionou-se entdo, 100 uL de solucédo de TCA 10% em todas as cavidades, incluindo
brancos e controles. O processo de fixacdo deu-se a 4°C por 1 h. Apds o periodo de
fixagdo, o TCA foi removido lavando cada cavidade cinco vezes com 200 pL de agua
destilada, adicionando ap6s a ultima lavagem, 100 yL de solu¢do de SRB a 0,4% (m/v)
dissolvida em acido acético 1%, incubando por 30 minutos em estufa a 37 °C e a 5%
CO2 de modo a permitir a incorporacao do corante. Apds periodo de incubagao a

solucdo corante SRB foi removida e lavou-se cinco vezes cada poco com 200 pL de
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acido acético a 1% (v/v), adicionando em seguida 200 pL de Tris
Base(trisaminometano, (HOCH,);CNH,) a 10 mmol/L, para promover o rompimento
das células e liberagédo das proteinas coradas com SRB. Promoveu-se uma agitagéo
por 15 minutos em temperatura ambiente para a dissolucido das proteinas coradas.

A absorbancia foi medida em 570 nm em espectrofotdbmetro de placa
(BeckmanCoulter Inc., modelo DTX-880). Para leitura foi utilizado o programa
MultimodeDetection Software (BeckmanCoulter Inc.).

3.7 Sintese de nanoparticulas de prata (NPAg)com nanoparticulas fluorescentes
de carbono (NP)

Solugdes de NP40 em duas concentragdes 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL (60 mL)
foram aquecidas a 80 °C e sobre cada solugao foram adicionados 500 uL de solucao
de AgNOs 0,24 mol/L, a fim de obter uma concentragéo de prata ibnica no sistema de
2 mmol/L. O sistema foi mantido a 80 °C, por 3 h, sob agitagdo. A reagéo
acompanhada pelo aparecimento da banda plasménica na regido de 400 nm,
caracteristica das nanoparticulas de prata, utilizando espectrofotometria de absorg¢ao
na regiao do UV-Vis, com varredura de 200 a 800 nm. Uma reagdo nas mesmas
condigdes descritas foi realizada utilizando a goma do cajueiro bruta em substituigdo
as NP.

Apds 3 h de reagao, o sistema foi posto em dialise contra agua deionizada
por cinco dias, com troca de agua realizada duas vezes ao dia. Foram utilizadas
membranas de dialise com limite de massa molar de 1000 g/mol, para remogao da
prata idnica que néo foi reduzida a Ag®. Apds a didlise, a solugao foi precipitada em
acetona na proporg¢ao de 1:1 (amostra:acetona). O precipitado foi solubilizado em
agua, sendo nomeado PPTS e o sobrenadante foi deixado sobre agitagao por 12 h
para evaporar a acetona, nomeado como NP40-NPAg. O processo de obtencao das
nanoparticulas de prata com nanoparticulas fluorescentes de carbono esta
esquematizado na Figura 14.

As solugdes obtidas nas diferentes etapas do processo (didlise e
precipitacdo) foram analisadas por espectrofotometria de absor¢do na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis), espalhamento de luz dindamico (tamanho de particula e
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Potencial zeta-P() e espectroscopia de fotoluminescéncia, seguindo as metodologias

descritas previamente.

Figura 14 — Representagéo esquematica do processo de obtengéo das nanoparticulas de prata (NPAQ)
a partir das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP)
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencgao das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP)

A solugao de goma do cajueiro bruta (GCB) apés ser aquecida até a secura
originou um material seco que dependendo do tempo de aquecimento, apresentou
diferentes coloragdes indo de amarelo claro (10 min) até marrom escuro (60 min),
como mostra a Figura 15a. A mudancga de cor € acompanhada do surgimento do odor
caracteristico de acucar caramelizado.

A massa seca apds o aquecimento foi determinada por gravimetria
pesando o béquer seco antes da adicdo da solugao e apds a secura nos diferentes
tempos de aquecimento. O valor de massa seca com seu respectivo desvio padrao

para cada tempo de aquecimento esta representado na Figura 15b.

Figura 15 — Material seco obtido apos os diferentes tempos de aquecimento em
micro-ondas (a) e valores de massa seca obtidos apds cada tempo de
aquecimento (b)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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O aumento do tempo de aquecimento até 40 min leva a uma massa final
menor, porém com o aumento do tempo de aquecimento para 60 min a massa seca
aumenta novamente.O aumento do tempo de aquecimento dificulta a redispersao do

material seco e gera maior residuo insoluvel em agua.

4.2 Caracterizagao das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP)

4.2.1 Espectrofotometria de absorgao na regiao do UV-Vis

Para fins de comparagéao, foi obtido o espectro da solugdo de goma do
cajueiro bruta na concentragdo de 0,5% (Figura 14a), concentracéo utilizada para a
producao das nanoparticulas.

As amostras obtidas apos centrifugagéo foram liofilizadas e redispersas em
agua na concentragdo de 1,3 mg/mL. Essa concentragdo permitiu a medida e
observacao adequada dos espectros de todas as amostras.

Os espectros de UV-Vis,obtidospara as amostras,sdo mostrados na Figura
16b. A solugdo de goma bruta do cajueiro (Figura 16a) ndo apresenta bandas
aparentes na faixa de comprimento de onda analisada. Os espectros das amostras
apresentam um ombro discreto em torno de 360 nm, e uma banda em 270 nm para
as amostras obtidas nos tempos de 10 e 20 min, que se desloca para 256 nm com o

aumento do tempo de aquecimento.

Figura 16 — Espectros de absor¢céo na regidao do UV-Vis para a goma do cajueiro bruta na
concentracao utilizada para a producao das nanoparticulas (a) e para as amostras obtidas em
diferentes tempos de aquecimento apds centrifugacéo (b)

4 4-
GCB 0,5% a b
34 3-
) (2]
2 2- 2 21
——NP10
1 14 ——NP20
| | ——NP40
——NP60
O T T T T T T T T T T T O T T T I
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Esse perfil espectral é caracteristico de nanoparticulas fluorescentes de
carbono, como os pontos quanticos de carbono (LAVKUSH et al., 2015; YANG; ZHUO;
ZHU, 2014; SUN et al., 2006) e oxido de grafeno (ZHANG; LI; PENG; CAI, 2014;
YANG et al., 2012; ZHANG et al., 2012). A banda em 270 nm corresponde a transigao
m—T* que pode ser atribuida aos carbonos sp? oriundos das ligagbes C=C
conjugadas formadas durante o processo de produgdo das nanoparticulas de
carbono. A banda em 360 nm é atribuida a transicdo n—1* de ligagbes C=0
provenientes do processo de oxidacdo (WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2013;
ZHENG et al., 2013; JIA; LI; WANG, 2012; PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER,
2009). O aparecimento das ligagbes duplas (C=C e C=0) é esperado apods a
caramelizacdo dos agucares constituintes do polissacarideo.

Observa-se um aumento da intensidade de ambas as bandas
mencionadas, com o aumento do tempo de aquecimento. Isso indica que com o tempo

ha um aumento da oxidagéo e da formacéao de ligagdes duplas.

4.2.2 Espalhamento dinamico de luz — Tamanho de particula (d), indice de

polidispersividade (IPd) e potencial zeta (P()

As distribuicées de tamanho obtidas por espalhamento de luz para a goma
do cajueiro bruta e para as nanoparticulas obtidas apdés a centrifugagdo séao
apresentadas na Figura 17. Pode-se observar distribuicdes multimodais e que nao se
mostram reprodutiveis para as nanoparticulas obtidas em todos os tempos de
aquecimento.

Os valores de tamanho de particula (d) e indice de polidispersividade (IPd)
podem ser melhor avaliados observando a Tabela 2, que também mostra os valores
de potencial zeta (PC) para cada uma das dispersdes.

Os valores de tamanho variaram entre 31 e 550 nm. Com o aumento do
tempo de aquecimento a distribuicdo de tamanho referente a 550 nm (NP10), tem seu
valor reduzido para cerca de 300 nm. Os valores de indice de polidispersividade
variam em torno de 0,400. Esse € um valor baixo, uma vez que o mesmo pode variar
de 0 a 1, sendo 0, um sistema totalmente monodisperso e 1, um sistema totalmente
polidisperso (STETEFELD, MCKENNA e PATEL, 2016).
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Figura 17 — Distribuicbes de tamanho de particula para a goma do cajueiro bruta e para as
nanoparticulas obtidas ap6s a centrifugagao, nos diferentes tempos de aquecimento
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Tabela 2 — Diametro de particula (d), indice de polidispersividade (IPd) e potencial zeta (PC) para cada
uma das dispersdes obtidas apds centrifugacédo e em diferentes tempos de agquecimento

Amostra d (nm) IPd PC (mV)
NP10 93,4+29,4/549+50,9 0,429+0,08 -8,51+0,40
NP20 30,9+9,38/373+10,3 0,628+0,00 -12,4+0,11
NP40 104+24,3/323+29,1 0,487+0,01 -9,13+0,38
NPG0 71,1£11,9/316+0,63 0,444+0,06 -10,4+0,40

Fonte: Dados da pesquisa.

O potencial zeta € uma propriedade fisica de particulas em suspensao,
sendo definido pelo potencial da interface solido-liquido, préximo ao plano de
cisalhamento hidrodindmico da particula (DOUGHERTY et. al., 2008), como ilustra a
Figura 18. Tipicamente na faixa de pH compreendida entre 4,0 e 7,5 as dispersdes
apresentam -30 mV < PC < +30 mV. Valores dentro dessa faixa indicam instabilidade
do coloide (ALVAREZ-PUEBLA, 2005), faciltando a agregacdo e consequente

sedimentacao das particulas.

Figura 18 — Esquema de distribuigédo ibnica ao redor de uma particula
carregada

Plano de cisalhamento
hidrodinamico
Particula carregada
negativamente

Camada de
Stern

Fonte: Adaptada de MALVERN (2009)

Potencial zeta

Apesar de apresentarem potencial pouco negativo, as dispersdes
mostraram boa estabilidade por um més, ndo sedimentando quando armazenadas
sob refrigeracdo a 4 °C. Essa estabilidade deve estar relacionada a estabilidade
estérica pela presenca das cadeias de polissacarideo residual presente ao redor das
nanoparticulas.

Os pontos quénticos de carbono tém como principais caracteristicas a sua
fotoluminescéncia e seu tamanho de até 10 nm de didametro (YANG et al., 2009; CAO
et al.,, 2007; SUN et al., 2006). Porém, para as nanoparticulas produzidas foram
encontrados tamanhos entre 31 e 550 nm. Tamanho de particula semelhante, obtido

por espalhamento de luz dinamico, foi reportado por Gongalves e Silva, 2010 ao
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caracterizar pontos quanticos de carbono, recobertos com PEG200 e acido
mercaptosuccinico, reportando tamanho de particula de 276 nm. Goncalves et al.,
2010 também reportaram particulas obtidas por ablagcao a laser, em torno de 100 nm,
por espalhamento de luz dindmico. Técnicas de imagem como microscopia eletronica
de varredura (MEV), microscopia eletrénica de transmissdo(MET) e microscopia de
forca atdbmica (MFA) podem fornecer maiores esclarecimentos quanto ao tamanho das
nanoparticulas produzidas e sobre o efeito da presencga de polissacarideo no tamanho
de particula determinado por espalhamento de luz. A técnica de espalhamento de luz
nos da informagdes de tamanho baseadas no raio hidrodinamico da particula, uma
vez que leva em consideragdo o movimento browniano das particulas em solugao.
Assim, quando em movimento, as particulas tendem a deslocar moléculas de solvente
gue a circundam, gerando valores maiores do que os da particula isolada. Em técnicas
como MEV, MET e MFA as analises sdo realizadas a partir da amostra seca nao

havendo interferéncia do solvente.

4.2.3 Espectrofotometria de fluorescéncia — Varredura de emissao

Uma das caracteristicas mais interessantes das particulas fluorescentes de
carbono é a dependéncia da fluorescéncia com a excitagado (DFE). Tal propriedade
nao € observada para os fluoréforos convencionais como os corantes organicos nem
para os pontos quanticos inorganicos, os quais possuem fluorescéncia independente
da excitacdo. Esse comportamento ja foi reportado para nanoparticulas de grafeno
(PAN et al., 2010), grafite (HU et al., 2011) e nanotubos de carbono (ZHOU et al.,
2007). Essa propriedade também foi observada para todas as nanoparticulas obtidas
apos centrifugacédo, como pode ser visualizado na Figura 19.

Todas as bandas mostram um perfil alargado, porém caracteristico de
nanoparticulas fluorescentes de carbono, mesmo obtidas a partir de diferentes
precursores (DU et al., 2013; QU et al., 2013; YIN et al., 2013; BOURLINOS et al.,
2008; SUN et al., 2006). Esse alargamento de banda pode estar relacionado a
heterogeneidade da estrutura das nanoparticulas de carbono, cuja distribuicdo dos
grupos funcionais (-OH, -C=0, -COOH) na superficie da nanoparticula leva a

formacdo de diferentes centros luminescentes, de diferentes energias, gerando
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diferentes emissdes para um mesmo comprimento de onda de excitacéo (ZHU et al.,
2015).

Figura 19 — Espectros de emissao variando o comprimento de onda de excitagao de 320 a 520 nm,
para as dispersdes obtidas em diferentes tempos de aquecimento,apds centrifugacéo
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Fonte: Dados da pesquisa.

Apesar de muito exploradas, as nanoparticulas fluorescentes de carbono
ainda ndo tém seu mecanismo de fluorescéncia elucidado, porém muitos
pesquisadores investem na modificagdo da superficie das nanoparticulas, a fim de
modular a fluorescéncia dessas nanoparticulas tanto como forma de investigagdo do
mecanismo de fluorescéncia envolvido (SUN et al., 2006) como ao utiliza-las como
artificio para elevar os valores de rendimento quantico (SACHDEYV et al., 2013).
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4.2.4 Espectrofotometria de fluorescéncia — Rendimento quéantico

Os valores de rendimento quéantico obtidos para as nanoparticulas,

utilizando quinina como padrao de fluorescéncia, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento quantico para as nanoparticulas obtidas com diferentes tempos de aquecimento
apos centrifugacao

Amostra Rendimento quéntico (%)
NP10 0,26+0,07
NP20 1,00+0,18
NP40 1,05+0,25
NP60 1,03+0,07

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de rendimento quantico sdo baixos em comparagdo com 0s
valores ja reportados na literatura, principalmente para nanoparticulas obtidas apds
passivagao (WANG et al., 2015; HAO et al., 2014; LIU et al., 2014a; YANG, ZHUO,
ZHU, 2014; LIU, LIU, ZHANG, 2013). Esses valores encontram-se, porém, proximos
aos valores reportados para nanoparticulas de carbono obtidas sem passivacao, a
partir de fuligem de vela (0,8% a 3%) (LIU, YE, MAO, 2007, RAY et al., 2009), glicerol
(3,2%) (WANG et al., 2011b), grafite (1,2%) (ZHAO et al., 2008), nanotubos de
carbono (1,6%) (Xu et al., 2004) e a partir de fontes naturais como o leite de soja
(2,6%) (ZHU, ZHAI, DONG, 2012), goma de pessegueiro (5,3%) (ZHOU, HE, HUANG,
2013) e glicose (1,6-2,0%) (LIU et al., 2012; LU et al., 2015). Esses valores também
sao coerentes com aqueles obtidos com aquecimento em micro-ondas doméstico
(Tabela 1).

Alguns pesquisadores reportam um aumento do rendimento quantico com
0 aumento da temperatura de aquecimento, porém essa relagado atinge um maximo, a
partir do qual o rendimento quéntico tende a diminuir. Krysmann et al. (2012)
estudaram o mecanismo de formagao das nanoparticulas de carbono a partir de acido
citrico e etanolamina. Foi observado que na temperatura de 180 °C eram obtidos
produtos com rendimento quantico de 50%, com o aumento da temperatura para 230
°C esses produtos altamente fluorescentes eram consumidos formando produtos com

menor rendimento quantico (15%).
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4.2.5 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A Figura 20 mostra os cromatogramas para as amostras obtidas em
diferentes tempos de aquecimento e apds centrifugagéo. Todas as amostras foram
obtidas pela dissolugdo do material seco em solugdo de NaNOs 0,1 mol/L como
solvente, que é o eluente da coluna de separagao utilizada. Dissolver a amostra na
mesma fase modvel da coluna permite que ndo haja o aparecimento de vales nos
cromatogramas, que impedem a visualizacdo de distribuicbes de maior volume de

eluicdo (menor massa molar). Esses vales aparecem a partir do volume de eluigdo de
10,9 mL.

Figura 20 — Cromatogramas para as amostras
obtidas com diferentes tempos de aquecimento e
apos centrifugagao, obtidos a partir de detector de
indice de refragao (IR)
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Fonte: Dados da pesquisa.

O aumento do tempo de aquecimento aumenta o volume de eluicido, que é
reflexo na diminuicdo da massa molar de pico das amostras, além de gerar perfis
multimodais e mais alargados de distribuicdo de massa molar. Quanto maior o tempo
de aquecimento, maior a porcentagem de cadeias com menor massa molar.

A Figura 21 mostra os cromatogramas obtidos utilizando o detector de
indice de refragdo (DIR) e os cromatogramas correspondentes utilizando o detector
na regido do ultravioleta (UV), no comprimento de onda de 365 nm, o mesmo utilizado
para a determinacéo do rendimento quantico.
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Figura 21 — Cromatogramas obtidos com os detectores de indice de refracdo (DIR) e na regido do
ultravioleta (UV) para a goma do cajueiro bruta (GCB) e para as amostras obtidas em diferentes tempos
de aquecimento e apds centrifugagéo
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Fonte: Dados da pesquisa.

Pode-se observar que para a GCB ha uma absorgao larga, relacionada a
distribuicao de massa molar. Apdés 10 min de aquecimento sdo observadas mais duas
bandas no ultravioleta, indicando uma distribuicdo de massa molar com absorcao

caracteristica por toda a extensao de distribuicdo de massa molar da amostra. Com
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vinte minutos de aquecimento ha uma maior contribuicdo de massas molares menores
pelo surgimento de mais duas bandas (2 e 3) (Figura 21c), ambas com absorgdo em
365 nm, sendo a distribuicdo 2, a que apresenta maior absorcdao no UV. Essa mesma
distribuicdo torna-se predominante na amostra obtida com 40 min (Figura 21d), o que
€ acompanhado pela diminui¢do da banda 1. Para o tempo de 60 min ha o aumento
da banda 3 e uma reducao ainda maior da banda 1, relacionada a maior massa molar.
Apesar desse aumento a banda 3 apresenta menor absor¢cdo em 365 nm enquanto a
banda 2 continua com sinal intenso.

Para estimar a massa molar de pico para cada uma das amostras, foram
consideradas distribuicbes de massa molar até o volume de elui¢do indicado, de 10,9
mL. Esse volume de eluigdo correspondente a massa molar de pico (Mp) minima para
a coluna utilizada (1000 g/mol). A relagao entre volume de eluicdo e massa molar foi

obtida utilizando equagao 5 obtida pela curva padrao de pululana (Apéndice B).

LogMp = 14,6827 - 1,0697Ve (R=-0,9925) (5)

A Tabela 4 mostra os valores de volume de eluicdo obtidos a partir da
equacgao 5 para a goma do cajueiro bruta e as amostras obtidas em diferentes tempos
de aquecimento apos centrifugagao e dissolvidas em solugdo de NaNOs 0,1 mol/L.

Tabela 4 — Volume de eluigcdo e massa molar de pico estimada para a goma do cajueiro bruta (GCB)
e para as amostras obtidas apds centrifugagdo em diferentes tempos de aquecimento

Amostra Ve (mL) Mp x 10 (g/mol)
GCB 9,21 6,8
NP10 9,51 3,2
NP20 9,67 2,2
NP40 10,4 0,4
NP60 10,6 0,2

Fonte: Dados da pesquisa.

Verifica-se que a massa molar de pico para a GCB ¢ de 6,8x10* g/mol e
apos 10 minutos de aquecimento € possivel observar que a massa molar de pico &
reduzida a menos da metade.

A Figura 22 apresenta o perfil de redugdo da massa molar com o tempo de
aquecimento. Percebe-se que o aumento do tempo de aquecimento leva a uma

reducdo brusca da massa molar. Pode-se destacar valores de massa molar de pico
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muito baixos para os tempos de 40 e 60 min, sendo reduzida em uma ordem de
grandeza partindo de 68.000 g/mol (GCB) para 2.300 g/mol (NP60).

Figura 22 — Perfil de redugdo da massa molar de pico
da goma do cajueiro bruta com o aumento do tempo
de aquecimento
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.6 Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho (FTIR)

A Figura 23 mostra o espectro de infravermelho da goma do cajueiro bruta
e das amostras obtidas a partir de diferentes tempos de aquecimentoe apds
centrifugacgdo. A regido caracteristica do polissacarideo apresenta modificagbes com
o tempo de aquecimento, pois sinais compreendidos entre 1185 e 400 cm™' (ROSIK;
KARDOSOVA; KUBALA, 1973) tornam-se menos definidos e menos intensos,
indicando a quebra das ligagbes glicosidicas e abertura dos anéis piranosidicos.

A principal mudanca observada nos espectros das amostras em relagao a
goma do cajueiro bruta € o aparecimento da banda em 1770 cm'que pode ser
atribuida a presenca de grupos carboxilicos de éster. Essa banda torna-se evidente a
partir de 20 min de aquecimento e apresenta-se mais intensa para as amostras obtidas

com 40 e 60 min.

Figura 23 — Espectros de absorgdo na regido do
infravermelho da goma do cajueiro bruta (GCB) e das
amostras obtidas apods a centrifugagcdo nos diferentes
tempos de aquecimento
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Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 5 apresenta as principais bandas de absor¢éo obtidas a partir da
Figura 23 e suas respectivas atribui¢des, relacionadas a goma do cajueiro bruta e as

amostras obtidas apdés centrifugacéao.

Tabela 5 — Principais bandas de absor¢cdo da goma do cajueiro bruta (GCB) e das nanoparticulas
fluorescentes de carbono obtidas ap6s centrifugacdo, em diferentes tempos de aquecimento

Numero d?)onda (cm’ Atribuigao Modificacdo
3380 Estiramento O-H -
2938/2893 Estiramento -C-H -
1770 Estiramento C=0 de éster = Presente apenas nas NP
1208 Estiramento C-O Presente apenas nas NP
1141/1080/1037 Estiramento C-C e C-O do Diminui para as NP
anel piranosidico
880 C-H do anel da §-D- Diminui para as NP
galactose
7141776 Deformacao do anel Diminui para as NP
piranosidico

Fonte: SPEDDING, 1964; PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009.

A Tabela 6 apresenta um resumo das propriedades analisadas das
nanoparticulas fluorescentes de carbono produzidas. Para os experimentos

subsequentes fois escolhido o tempo de aquecimento de 40 min, por apresentar o
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maximo valor de rendimento massico e melhor solubilidade, rm relacdo ao tempo de
aquecimento de 60 min, além de atingir um valor de rendimento quéntico que n&o

compensa o aumento do tempo de aquecimento para 60 min.

Tabela 6 — Valores obtidos a partir das propriedades avaliadas para as nanoparticulas fluorescentes

de carbono
-4
Amostra d (nm) IPd PC(mV) & (%) M(S/?nl%

NP10  93,4%+29,4/549+50,9 0,429+0,08 -8,51+0,40 0,26+0,07 6,8
NP20  30,949,38/373+10,3 0,628+0,00 -12,4+0,11 1,00+0,18 3,2
NP40  104+24,3/323+29,1 0,487+0,01 -9,13+0,38 1,05+0,25 2,2

NP60  71,1£11,9/316+0,63 0,444+0,06 -10,4+0,40 1,03x0,07 0,4
Fonte: Dados da pesquisa.

4.3 Precipitagao das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP)

Como discutido nos resultados de cromatografia de permeagao em gel
(GPC), apesar do aumento do tempo de aquecimento levar a degradagao da cadeia
polimérica, uma por¢ao da amostra ainda apresenta distribuicbes de elevada massa
molar. Para avaliar a presenca de material fluorescente nas fragdes poliméricas de
maior massa molar, seguiu-se com a precipitacdo do material obtido apos a
centrifugagao.

O material separado por precipitagcao (NP10P, NP20P, NP40P e NP60P)
foi caracterizado para fins de comparagao com as amostras de partida (NP10, NP20,
NP40 e NP60).

Foi possivel observar que as amostras obtidas com um maior tempo de
aquecimento levaram a um menor teor de polissacarideo residual, decantado apds a

precipitacdo, sendo essa massa muito pequena para as amostras NP40 e NPGO.

4.3.1 Espectrofotometria de absorg¢ao na regidao do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A Figura 24 mostra que as dispersdes que apresentaram maior efeito da
precipitacdo foram obtidas nos tempos de 10 e 20 min. Para essas dispersdes as
bandas tornam-se mais intensas, pois apdés a remoc¢ao do polissacarideo residual ha
o aumento da concentragdo (m/v) das nanoparticulas nas dispersdes, uma vez que

sdo os grupos funcionais presentes nas nanoparticulas, e nao no polissacarideo
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residual, os responsaveis pelas bandas de absor¢do. A concentracdo de
nanoparticulas ndo sofre grande variagdo observavel nos espectros das amostras
NP40 e NP60 em comparacado com o material obtido apds precipitagao, indicando que
pouco polissacarideo permanece na amostra apos 40 minutos de aquecimento, sendo
praticamente todo convertido em nanoparticulas fluorescentes e compostos de menor
massa molar.

Figura 24 — Espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis para as amostras obtidas em diferentes

tempos de aquecimento, apos centrifugagdo seguida de precipitagdo, em comparagdo com 0s
espectros das mesmas amostras antes da precipitagao
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.2 Espectrofotometria de fluorescéncia — Varredura de emissao e rendimento
quéntico (RQ)
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A Figura 25 mostra o comparativo entre os espectros de emissado de
fluorescéncia antes e depois da precipitacdo, sendo mostrados os espectros de
emissdo maxima para cada amostra. Para o tempo de aquecimento de 10 minutos o
comprimento de onda de excitacdo que leva a uma emissdo maxima é de 340 nm,
tanto antes como depois da precipitacdo em acetona. Para os demais tempos de
aquecimento o comprimento de onda de excitagdo de 360 nm € o que leva a uma
maior intensidade de emissdo. Os espectros que mostram a dependéncia do
comprimento de onda de emissdo com a variacdo do comprimento de onda de

excitacao sao apresentados no Apéndice C.

Figura 25 — Espectros de emissao de fluorescéncia no comprimento de onda de excitagédo de
maxima emissao para as dispersdes obtidas antes e apds precipitagdo nos diferentes tempos
de aquecimento
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Fonte: Dados da pesquisa.

As amostras obtidas nos tempos de 10 min e 60 min apresentaram redugao
da emissao de fluorescéncia, e para as amostras obtidas nos tempos de 20 e 40 min

a emissao de fluorescéncia permaneceu inalterada.
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A Figura 26 mostra os valores de rendimento quéntico (RQ) para as
amostras apenas centrifugadas e para as amostras precipitadas apos centrifugagao.
Pode-se perceber que a relagao de rendimento quantico com o tempo de aquecimento
€ similar aquela encontrada para as amostras nao precipitadas, ou seja, 0 aumento
do tempo de aquecimento leva a nanoparticulas com maiores valores de rendimento
quantico até o tempo de 40 min e com 60 minutos o valor decresce novamente.

Figura 26 — Comparativo entre os valores de rendimento

quantico para as amostras obtidas apds centrifugacado e apds
precipitacado, nos diferentes tempos de aquecimento
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Fonte: Dados da pesquisa.

Apesar de apresentarem variacdo no valor de rendimento quantico, as
amostras NP20 e NP40 apresentaram desvio padrao elevado que se confundem com
os valores médios das respectivas amostras precipitadas, nos levando a crer que
nesse intervalo de tempo as nanoparticulas estao se formando ocorrendo quebras de
ligacao e rearranjos que podendo levar a diferentes proporgdes de polissacarideo na

amostra final.

Assim, para melhor comparar o efeito da remoc¢ao do polissacarideo
residual, pode-se observar os resultados obtidos para as amostras NP10 e NP60. Na
primeira espera-se maior teor de polissacarideo uma vez que apenas parte do

polissacarideo foi caramelizado, enquanto que em 60 min de aquecimento a maior
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parte do polissacarideo foi decomposto em cadeias de menor tamanho
(oligossacarideos) e monossacarideos rearranjados.

A remocado do polissacarideo elevou em cerca de 70% o valor de
rendimento quantico da amostra NP10, enquanto que para a amostra NP60, a
precipitacdo nao afetou o rendimento quantico. Pode-se perceber que o aumento do
polissacarideo residual leva a uma maior diferenga de rendimento quantico apds a
precipitacdo, podendo ser o polissacarideo, o responsavel pelo fendmeno de
supressao nas amostras nao precipitadas. Efeito similar foi verificado por Rappold,
Warttinger e Kramer (2017), pela interagédo de um fluoréforo com um polissacarideo
sulfatado, essa propriedade foi explorada para determinagéo de heparina em plasma,
e de maneira analoga apresentada também por Warttinger, Giese, Harenberg, Holmer
e Kramer (2016). Esse tipo de interagéo entre polissacarideo e fluoréforo com efeito
de supressdo também foi evidenciado para o polissacarideo extraido da aloe

interagindo com o corante vermelho de alizarina (GU et al., 2011).

4.3.3 Cromatografia de permeacg¢ao em gel (GPC)

Os cromatogramas das amostras obtidas apds centrifugagéo foram obtidos
em solugao de NaNOs 0,1 mol/L para que fosse possivel observar todas as possiveis
distribuicbes geradas. Contudo, quando realizada a precipitagdo do polissacarideo em
acetona, ocorre também a precipitacdo do nitrato de sédio que fica envolvido nas
cadeias do polissacarideo.

Portanto, para avaliar o efeito da precipitacdo, as amostras foram
analisadas apos solubilizagdo em agua deionizada, quando foram obtidos os
cromatogramas obtidos com detector de indice de refragdo mostrados na Figura 25.

A precipitacdo tem maior efeito sobre a massa molar das amostras obtidas
nos tempos de 10 e 20 min. Esse efeito pode ser melhor avaliando observando os
valores de volume de eluicdo e suas respectivas massas molares de pico estimadas
a partir da curva de calibragdo com padrbes de pululana (equacéao 5), apresentados
na Tabela 7.

As amostras obtidas com menores tempos de aquecimento sdo as que

apresentam maiores valores de massa molar antes e depois da precipitacao,
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comportamento previsto dada a menor degradagédo das cadeias, porém sao as que

mais apresentam o efeito da remog¢ao do polissacarideo.

O tempo de 10 minutos leva a uma reducao de cerca de 28% da massa

molar, e apos 20 minutos de aquecimento foi obtida uma massa molar 33% menor,

em relacdo a massa molar da amostra ndo precipitada. Quanto maior o tempo de

aquecimento, maior a degradagao da cadeia polimérica e por consequéncia, menor a

quantidade de polissacarideo residual assim, maior parte da amostra € composta por

moléculas de baixa massa molar que n&o precipitam em acetona, por isso as amostras

NP40 e NP60 nao apresentam consideravel variagdo de massa molar apos a

precipitacao.

Figura 27 — Cromatogramas das amostras solubilizadas em agua, obtidas
antes e apos precipitagdo em acetona, nos diferentes tempos de
aquecimento
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Tabela 7 — Volume de elui¢cdo (Ve) e massa molar de pico (Mp) para a goma do cajueiro bruta e para
as amostras antes e depois da precipitagao obtidas com diferentes tempos de aquecimento

Ve (mL) Mp x 10 (g/mol)
Amostra Antes Depois Antes Depois
GCB 9,21 - 6,8 -



10 min
20 min
40 min
60 min

9,56
9,59
10,4
10,6

9,68
9,75
10,4
10,7

29
2,7
4,0
2,2
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.4 Espectroscopia de absorgado na regiao do infravermelho (FTIR)

A Figura 28 mostra os espectros de infravermelho da goma do cajueiro

bruta e das nanoparticulas fluorescentes de carbono obtidas com diferentes tempos

de aquecimento apds precipitacdo em acetona.

Figura 28 — Espectros de absorgdo na regido do
infravermelho da goma do cajueiro bruta (GCB) e
das amostras obtidas apds a centrifugagdo nos
diferentes tempos de aquecimento
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Fontes: Dados da pesquisa.

As mudancas observadas para as amostras ndo precipitadas foram

intensificadas para o material obtido apés a remogédo do polissacarideo. A regiao
caracteristica de polissacarideos, 1185 cme 400 cm™ (ROSIK; KARDOSOVA;
KUBALA, 1973) torna-se ainda menos intensa e definida, confirmando que a porgao

que permanece em solugcdo apds a precipitagado sofreu maior quebra das ligagdes

glicosidicas e abertura dos anéis piranosidicos.
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A Tabela 8 mostra as razbes entre a banda de éster, em 1770 cm™! que se
intensifica com o tempo de aquecimento, e a banda em 1633 cm-' caracteristica de
acido carboxilico, ja presente na GCB e que nao apresenta consideravel modificagéo

com o tempo de aquecimento.

Tabela 8 — Razdo entre as areas das bandas de carbonila de éster (1770 cm") e de acido carboxilico
(1633 cm-") para as amostras obtidas antes e depois da precipitagcdo

Amostra A1770/A1633
N&o precipitado Precipitado
10 min 0,0025 0.0142
20 min 0,1234 0,2061
40 min 0,5243 0.6256
60 min 0,6421 0,3537

Fonte: Dados da pesquisa.

Pelos valores da Tabela 8 percebe-se, um aumento brusco do teor de
esteres com 20 minutos de aquecimento e torna-se mais gradual apds 40 minutos de
aquecimento, com 60 minutos o teor de ésteres nao sofre grande alteragao, indicando
que a formagao das nanoparticulas vai atingindo um limite, e apés um determinado
tempo de aquecimento nanoparticulas fluorescentes ndo mais sdo formadas e a
decomposicéo tende a gerar mais residuo carbonaceo.

Observa-se maiores valores da razdo Ai7ro/Ate3spara as amostras
precipitadas em relacdo as nao precipitadas mostrando que ha um maior teor de
grupos éteres nas amostras obtidas apds precipitagdo. Esse comportamento é
reproduzido até o tempo de aquecimento de 40 min, quando em 60 minutos tem-se
uma reducio da razado de banda por consequéncia da redugao da banda de éster. A
amostra NP60P, também mostrou perfil espectral diferente das demais amostras, com
bandas menos definidas e estreitamento da banda de —OH (3414 cm™). Como a
amostra NP60 possui menos polissacarideo residual, ao adicionar acetona,
sacarideos de massa molar intermediaria podem estar precipitando, tendo esses
compostos uma estrutura mais modificada pelo aquecimento, que ao ser removida,
gera a intensidade de banda relativa ao grupo éster.

Para comprovar que ao precipitar em acetona, as amostras centrifugadas,
o precipitado obtido é polissacarideo residual, foram obtidos os espectros de
infravermelho para o precipitado (polissacarideo residual) obtido nesse processo, que

s&o mostrados na Figura 29.
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Figura 29 — Espectro de absor¢do na regido do
infravermelho da goma do cajueiro bruta (GCB) e dos
residuos obtidos apds a precipitagdo com acetona, nos
diferentes tempos de aquecimento
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nao foi obtido material suficiente para realizar a analise de infravermelho
para o precipitado da amostra obtida com 60 min de aquecimento. A banda em 1770
cm™' ndo aparece nos espectros da amostra obtida com 10 minutos de aquecimento,
aparecendo como um ombro para as amostras obtidas com 20 e 40 min. Isso indica
que parte do polissacarideo sofreu pouca modificagao estrutural, com a formacao de
ésteres ou que parte das nanoparticulas foram arrastadas com o polissacarideo
precipitado. As bandas caracteristicas de polissacarideo (1185-400 cm™') mostram-
se intensas e definidas e o perfil espectral € muito semelhante ao da goma do cajueiro

bruta.

4.3.5 Espalhamento dindmico de luz — Tamanho de particula (d), indice de

polidispersividade (IPd) e potencial zeta (P{)

A Figura 30 mostra os graficos de distribuicdo de tamanho em intensidade,
para as amostras NP10P, NP20P, NP40P e NP60P, obtidas apds precipitagcdo. Apds

a precipitacdo em acetona, todos as nanoparticulas apresentaram distribuicdo de
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tamanho unimodal e estreita, as analises mostraram-se bastante reprodutivas, para
todas as amostras (APENDICE D).

Figura 30 — Distribuicbes de tamanho de particula para as amostras obtidas nos diferentes tempos de
aquecimento apos a centrifugagdo (expressas em intensidade) e apds precipitagdo em acetona
(expressas em intensidade e numero)
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Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 9 tras os valores de diametro de particula (d), indice de
polidispersividade (IPd) e potencial zeta (P{), para as amostras NP10P, NP20P,
NP40P e NP60P.

Tabela 9 — Tamanho de particula (d), indice de polidispersividade (IPd) e potencial zeta (PC) para cada
uma das dispersdes obtidas depois da precipitagcao para os diferentes tempos de aquecimento

Amostra dlom) IPd PZ (V)
Intensidade Numero

NP10P 2824141 1541848  0,228+001  -13,6£0,93

NP20P 17348,20 58,0:0,84  0243:0,01  -15,8+167

NP40P 182+2,83 90,3+0,42 0,194+0,01 -21,9+1,34
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NPGOP 111£1,13 50,8+1,13 0,287+0,01 -23,7+0,42

Fonte: Dados da pesquisa.

Apds a precipitacdo, os valores de potencial zeta aumentam em maodulo,
variando de -12,4 a -8,51 mV paras amostra n&o precipitadas em comparagdo com a
variagao de -23,7 a-13,6 mV, para o sobrenadante obtido apds a precipitagdo. Assim,
a remocgao do polissacarideo residual que poderia estar atuando como estabilizante
estérico acaba conferindo maior estabilidade eletrostatica, uma vez que os valores de
potencial zeta tornam-se mais negativos apos a precipitagéo.

Os valores de tamanho variaram entre 100 e 300 nm, sendo as
nanoparticulas obtidas com menor tempo de aquecimento as que apresentaram maior
diametro. As nanoparticulas obtidas com 60 minutos de aquecimento apresentaram
menor didmetro (111 nm). Antes da precipitacdo, o menor valor de IPd obtido foi de
0,444 e apos a precipitacio, os valores de indice de polidispersividade diminuem para
um valor que varia em torno de 0,200. Esse € um valor baixo, uma vez que o0 mesmo
pode variar de 0 a 1, sendo 0, um sistema totalmente monodisperso e 1, um sistema
totalmente polidisperso (STETEFELD, MCKENNA e PATEL, 2016). Esses valores
indicam que apds a precipitagdo os sistemas mantém particulas de tamanho
semelhantes.

A técnica de espalhamento de luz fornece o tamanho das particulas
baseado no seu raio hidrodinamico (STETEFELD, MCKENNA e PATEL, 2016), sendo
interessante reportar esses dados quando as nanoparticulas caracterizadas forem
aplicadas em solugéo ou dispersas, como na grande maioria de aplicagdes bioldgicas
e farmacoldgicas. Para analisar a morfologia e o tamanho das nanoparticulas isoladas
sem efeito das caracteristicas do meio que as circundam, faz-se uso de técnicas de
imagem que utilizam o material seco, como na analise de microscopia eletrénica de
transmissao (MET).

Trabalhos mostram que os valores de tamanho de particula por DLS sao
maiores que os encontrados por MET e que os valores de tamanho obtidos por DLS,
expressos em numero, sdo 0s que mais se aproximam dos valores obtidos por TEM
(EATON et al., 2017;SOUZA,CIMINELLI, MOHALLEM, 2016).

Dessa forma, na Figura 30 também sd&o mostrados os graficos de
distribuicao de tamanho de particula expressos em numero de particulas. Percebe-se
que ao mudar a representacdo, os tamanhos de particulas de todas as amostras
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sofrem uma redugdo, chegando a mais de 50% do tamanho, exceto para a amostra
NP10P. A tendéncia de aumento ou redugcdo de tamanho com o tempo de
aquecimento obedece aquela encontrada para os valores de intensidade, sendo o
menor valor de tamanho encontrado para a amostra NP60P (50,8 nm).

Baseando-se no conjunto de resultados obtidos, a amostra NP40P foi
escolhida para a realizagédo da analise de microscopia eletrénica de transmissao. Essa
amostra apresenta tamanho de particula expresso em numero, de 90,3 nm, sendo um
valor menor do que aquele expresso em intensidade, e mais comparavel aos

tamanhos de particulas obtidos pela analise de MET.

4.3.6 Morfologia e tamanho de particulas por Microscopia Eletrénica de

Transmissao (MET)

A Figura 31 mostra micrografias obtidas da amostra NP40P. As
nanoparticulas mostram-se esféricas e na Figura 31a € possivel observar uma regiao
com nanoparticulas de menor tamanho (6+2 nm). A Figura 31b, observa-se uma outra
regido, de particulas maiores (145 nm). O tamanho de particula obtido por MET
mostrou-se menor que medido por espalhamento de luz e sdo semelhantes aos
reportados para nanoparticulas fluorescentes obtidas em micro-ondas domeéstico
(Tabela 1).

Além da fotoluminescéncia, o tamanho das particulas € uma caracteristica
fundamental dos pontos quéanticos de carbono, sendo assim considerado quando
apresentar tamanho inferior a 10 nm, uma vez que particulas maiores resultam em
dispersées com menor rendimento quantico. Dessa forma, uma propriedade, o

tamanho, deve interferir em outra, a fotoluminescéncia.

Figura 31 — Imagens de microscopia eletronica de transmissao das NP40P
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Fonte: dados da pesquisa.

Contudo, para esse tipo de material, muitas outras variaveis estédo
envolvidas, como a oxidagao da superficie das nanoparticulas, solvente no qual estao
dispersas, a presenca de moléculas passivadoras na superficie, dentre outras. Por
isso, tem-se relatos de nanoparticulas de tamanho elevado, de 25 a 45 nm, que
apresentaram rendimento quéntico elevado (24,2%) (LIU et al., 2014), ao mesmo
tempo que nanoparticulas menores, com cerca de 3,6 nm apresentaram rendimento
quéantico abaixo de 1% (ENGLAND; PATIL; MANN, 2015).

4.4 Atividade antioxidante das nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP)

4.4.1 Sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

A Figura 32 mostra os resultados do ensaio de sequestro do radical DPPH
para a goma do cajueiro bruta e para a amostra NP40.

A atividade antioxidante de pontos quanticos de carbono é pouco relatada,
quando comparada ao grande volume de publicagdes voltadas a sua sintese e
caracterizagdo. Uma das analises mais comumente empregadas para investigar a

atividade antioxidante de substancias é o sequestro do radial DPPH.
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Figura 32 — Sequestro do radical DPPH com o aumento da concentragdo de goma do cajueiro bruta
(GCB) e da amostra NP40 (a) e comparagéo com o controle (BHT) (b)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se que para o polissacarideo precursor (GCB) a atividade
antioxidante ndo ultrapassa os 22% em toda a faixa de concentragdo empregada.
Assim, mesmo na maior concentracao de GCB (4 mg/mL) n&o foi possivel determinar
o valor de Clso, havendo um aumento discreto na atividade antioxidante com o
aumento da concentragcado de goma.

Para a amostra NP40 observa-se um aumento da atividade antioxidante
com o aumento da concentracdo de amostra e que essa relacio é linear. Utilizando o
programa Origin®, tem-se o ajuste linear aplicado descrito pela equacéo 6, a partir da

qual obteve-se o valor de Clso de 1,4 mg/mL para a amostra NP40.

y = 19,09261 + 23,97241x (R?=0,99056) (6)

Esse valor mostrou-se proximo ao encontrado por Sachdev e Gopinath,
2015 (1,5 mg/mL) para pontos quanticos de carbono obtidos a partir de folhas de
coentro, por meio de carbonizagao hidrotérmica em autoclave. Além disso, a atividade
antioxidante na concentragdo de 4 mg/mL € maior que a concentragdo do controle

positivo (BHT) na mesma concentracéo.
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4.4.2 Atividade quelante do ion ferroso (Fe?*)

A quelacao do ion ferroso € um método utilizado para verificar a atividade
antioxidante, pois metais reagem no organismo com o peréxido de hidrogénio,
ocorrendo principalmente com o ferro, dada sua alta biodisponibilidade. O ion ferroso
(Fe?*) reage com o peroxido de hidrogénio segundo a reagéo de Fenton (equagéo 7):

Fe2* + H202-> Fe¥* + HO™+ HO' (7)

O peroxido de hidrogénio ndo se mostra nocivo, mas o radical hidroxila
(HO") gerado na reagcdo com ions metalicos mostra-se altamente oxidante, reagindo
com DNA, RNA, proteinas e lipidios. Dessa forma moléculas que se liguem ao ion
ferroso competem com o H202 na interagdo com ion metalico, diminuindo a formacgao
do radical hidroxila, possuindo assim, atividade antioxidante (CAILLET et al., 2007).

A Figura 33 apresenta o resultado para o ensaio de quelagéo do ion ferroso
(Fe?*) para a goma do cajueiro bruta (GCB), a amostra obtida com 40 minutos de

aquecimento (NP40) e o controle (EDTA).

Figura 33 — Atividade quelante do ion ferroso (Fe?*) com o
aumento da concentracdo de goma do cajueiro bruta (GCB)
e da amostra NP40, em comparacao com o controle (EDTA)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Atividade quelante do ion Fe

Com o aumento da concentracdo da amostra NP40, nota-se um aumento

discreto da atividade quelante, enquanto que para a GCB essa resposta mostra-se
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praticamente constante em toda a faixa de concentragcdo. Percebe-se que a
modificagdo da goma, por aquecimento, n&o levou a um aumento significativo da
atividade quelante do ion ferroso, sendo os valores de atividade da GBC e NP40
semelhantes e muito baixos, em relacdo ao padrdo de EDTA.

Pelo resultado encontrado observa-se que a amostra NP40, apesar de
apresentar boa atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, ndo apresenta

atividade antioxidante pela via de quelacao do ion ferroso.
4.4.3 Capacidade antioxidante pela formagao do complexo fosfomolibdénio

A variacdo da capacidade antioxidante pelo método do fosfomolibdénio
com a concentragdo de goma do cajueiro bruta (GCB) e para a amostra NP40 é

mostrada na Figura 34.

Figura 34 — Capacidade antioxidante pela formagdo do
complexo fosfomolibdénio com o aumento da concentracao
de goma do cajueiro bruta (GCB) e da amostra NP40
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Fonte: Dados da pesquisa.

O valor de ICso para a amostra NP40 também foi obtido por regresséo linear
segundo o ajuste que forneceu a equacgao 8, a partir da qual obteve-se o valor de 2,9
mg/mL, mais que o dobro da concentragao obtida pelo método do sequestro do radical
DPPH. Nao foram encontrados ensaios de atividade antioxidante pelo método do
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fosfomolibdénio para pontos quanticos de carbono, como meio de comparagéo para

o resultado obtido.

y = 16,95986x + 0,94561 (R2=0,99764) (8)

4.5 Citotoxicidade das nanoparticulas fluorescentes de carbono

A Figura 35 mostra o ensaio de citotoxicidade para as nanoparticulas NP40,
frente a células tumorais e ndo tumorais. As nanoparticulas ndao se mostraram
citotoxicas para nenhuma das linhagens utilizadas. Somente em concentragdes mais
elevadas, foi observada toxicidade, porém essa concentracdo € muito elevada para
considerar a amostra citotoxica (YANG et al., 2009).

A baixa toxicidade das nanoparticulas fluorescentes de carbono atrai o
interesse para a aplicagdo desse tipo de material em aplicagdo bioldgica seja em
bioimagem (DIAO et al., 2018; LUO et al., 2013 e LECROY et al., 2016) seja como
carreadores de farmaco (YUANA et al., 2017; WANG et al., 2015).

Figura 35 — Inibigdo de crescimento de células tumorais (HCT-116,
PC-3M e B16-F10) e nao tumorais (293-A e L929) pelas
nanoparticulas fluorescente de carbono (NP40)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Foram reportados dados onde o farmaco doxorubicina apresenta menor
toxicidade em concentracdes quando carreado por carbon-dots sem comparagao ao

farmaco livre, isso ocorre pela liberacdo controlada proporcionada pelos carbon-dots.
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Tal resultado mostra-se interessante devido aos efeitos colaterais do farmaco na

terapia do cancer, dada sua elevada toxicidade (WANG et al., 2015).

4.6 Nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP) como agente redutor e

estabilizante na sintese de nanoparticulas de prata (NPAg)

A Figura 36 mostra os espectros de absorgao na regido do UV-Vis obtidos
em diferentes tempos de reagao para a sintese de nanoparticulas de prata, utilizando
as nanoparticulas fluorescentes de carbono como agente redutor e estabilizante, em

duas diferentes concentragdées de NP 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL.

Figura 36 — Espectros na regido do UV-Vis para o
progresso, com o tempo, das sinteses de nanoparticulas
de prata (NPAgQ) a partir das nanoparticulas fluorescentes
de carbono (NP) atuando como agente redutor e
estabilizante nas concentra¢des de 0,5 mg/mL (a) e 1,0
mg/mL (b)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A atividade antioxidante de um composto pode ou ndo estar associada a
sua capacidade redutora. A atividade antioxidante da amostra NP40 foi confirmada
pelo ensaio do sequestro do radical DPPH e pelo ensaio de fosfomolibdénio, porém,
esses ensaios nao confirmam se o material produzido apresenta atividade redutora.
Para isso buscou-se um ensaio que comprovasse o efeito redutor das nanoparticulas
fluorescentes e que ao mesmo tempo propusesse uma aplicabilidade dessa
propriedade. Para tanto, foi proposta a sintese de nanoparticulas de prata utilizando
a amostra NP40 como agente redutor e estabilizante.

Pela Figura 36 € possivel observar o surgimento de uma banda na regido
de 400 nm, caracteristica de nanoparticulas de prata (SUN e XIA, 2003). Essa banda
intensifica-se com o tempo de reacdo indicando o aumento da formacdo de
nanoparticulas de prata. Também é possivel verificar que o sistema que possui a
maior concentracdo de NP40 forma uma maior quantidade de nanoparticulas,
considerando o mesmo tempo de reagéo.

A Figura 37 mostra a mistura reacional no tempo zero, com a adi¢gao das
NP e da solugéo de prata (a) e as dispersdes coloidais obtidas com 180 min de reagao
(b). A imagem comprova os espectros mostrados anteriormente, com a dispersao de
nanoparticulas de prata obtida com maior concentragdo de NP40 (1,0 mg/mL)
apresentando cor mais intensa.

Figura 37 — Dispersdes contendo apenas as nanoparticulas
fluorescentes de carbono e solugdo de nitrato de prata (a) e

dispersoes obtidas apds 180 min nas concentracdes de NP de 0,5
mg/mL e 1,0 mg/mL (b)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A fim de confirmar que a formacdo das nanoparticulas de prata esta
associada a estrutura das nanoparticulas fluorescentes de carbono, as condi¢cdes
reacionais foram reproduzidas utilizando a goma bruta do cajueiro. Os espectros
obtidos em diferentes tempos de reagao utilizando a goma do cajueiro bruta como
agente redutor e estabilizante, sGdo mostrados na Figura 38.

Percebe-se que ndo ha formacéao evidente de banda plasmoénica na regido
de 400 nm, isso mostra que nas mesmas condigdes reacionais empregadas para a
sintese das NPAg com as nanoparticulas fluorescentes de carbono, a goma do

cajueiro bruta apresenta baixo poder redutor

Figura 38 — Espectros na regidao do UV-Vis para o progresso, com
o tempo, da sintese de nanoparticulas de prata com as
nanoparticulas fluorescentes de carbono atuando como agente
redutor e estabilizante na concentragdo 1,0 mg/mL
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Fonte: Dados da pesquisa.

. O poder redutor de polissacarideos esta associado aos seus grupos
funcionais, como sulfatos ou com os agucares redutores que estao presentes nas
extremidades das cadeias. Os agucares redutores precisam que o carbono anomérico
esteja disponivel, o que n&o ocorre para as unidades ligadas, pelo carbono anomérico,
na estrutura do polissacarideo. Assim, quando ocorre a redu¢ao da massa molar pela
degradacao térmica, as ligacdes glicosidicas sdo quebradas e mais cadeias de menor

tamanho sao geradas e, por consequéncia, mais terminais redutores sao formados no
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meio. Além de terminais redutores, a presenca de grupos hidroxila também pode atuar
como agente redutor.

Analises de tamanho de particulas por espalhamento dindmico de luz foram
realizadas para avaliar o tamanho das particulas em solu¢do apds a formacao das
nanoparticulas de prata. Lembrando que as nanoparticulas fluorescentes de carbono,
utilizadas na sintese das nanoparticulas de prata, ainda possuem polissacarideo

residual (NP40) procedeu-se com a precipitagdo em acetona.

Figura 39 — Distribuicées de tamanho de particula obtidas por
DLS para as amostras em diferentes etapas de obtencao das
nanoparticulas de prata (NPAg) produzidas com
nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP40) em duas
diferentes concentragdes, 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A Tabela 10 mostra os valores de didmetro de particula (d) e indice de
polidispersividade (IPd) do sistema de nanoparticulas de prata produzidas e
nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP40). Apds a formagao das nanoparticulas
de prata o sistema compédsito NP40-NPAg apresenta menores valores de tamanho e
baixo indice de polidispersividade quando comparados a amostra NP40.

Tabela 10 — Didmetro de particula (d) e indice de polidispersividade (IPd) do sistema nanocompésito

de nanoparticulas de prata e nanoparticulas fluorescentes de carbono (NP40-NPAg)em diferentes
etapas de produgao do compdsito

NP40 (mg/mL) Amostra d (nm) IPd

Pos-sintese 157+3,25 0,382+0,035

0.5 Dialisado 95,9+1,12 0,258+0,001

’ Sobrenadante 145+40,9 0,337+0,074
Precipitado 176+5,30 0,166+0,011

Pos-sintese 77,9+1,38 0,370+0,087

10 Dialisado 99,1+0,40 0,275+0,001

’ Sobrenadante 119+0,07 0,563+0,015
Precipitado 19046,72 0,221+0,013

Fonte: Dados da pesquisa.

A Figura 40 mostra os espectros de emissdo de fluorescéncia do
nanocompodsito NP40-NPAg obtido com as nanoparticulas de carbono na

concentragao de 0,5 mg/mL.

Figura 40 — Efeito do comprimento de onda de
excitagdo nos espectros de emissao da
dispersdo do nanocompdsito NP40-NPAg
obtido com as nanoparticulas fluorescentes de
carbono na concentragéo de 0,5 mg/mL
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A Figura 41 mostra o efeito da precipitacdo na fluorescéncia dos
nanocompodsitos NP40-NPAg. Como identificado para a sintese das NPFC, o material

decantado apds a precipitagao nao contém as nanoparticulas fluorescentes, que como

mostrados na Figura 41b, estdo presentes no sobrenadante.

Figura 41 — Efeito do comprimento de onda de excitacdo nos espectros de emissdo do material
precipitado (a) e sobrenadante (b) obtidos apds a precipitagdo da dispersao do nanocompésito NP40-
NPAg obtido com NP40 na concentracao de 0,5 mg/mL
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A Figura 42 mostra os espectros de UV-Vis para nanocompdsitos NP40-

NPAg apés precipitagao.

Figura 42 — Espectros de UV-Vis para o precipitado e o
sobrenadante oriundos da precipitagdo do nanocompdésito
NP40-NPAg

0,5

0,4

0,3+

Abs

0,2+

0,1+

NP40-NPAg
Precipitado
Sobrenadante

0,0
300

400
A (nm)

Fonte: Dados da pesquisa.
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A Figura 42 mostra que assim como as nanoparticulas fluorescentes de
carbono encontram-se no sobrenadante, as nanoparticulas de prata também
permanecem no sobrenadante, podendo estar ancoradas nas NP40.

Algumas publicagbes tém tratado da sintese de nanoparticulas de prata
utilizando carbon-dots, contudo, essas sinteses ocorrem em meio basico para que
ocorra a formagao das nanoparticulas de prata, seja pela adigdo de aménia (JIN et al.,
2015) ou de hidroxido de sodio (JANA et al., 2015), ou pelo uso de radiagdo UV de
alta intensidade (CHOI et al., 2014). Os resultados apresentados mostram a obtencéo
de nanoparticulas de prata e nanoparticulas fluorescentes de carbono por uma rota
simples e verde, uma vez que nanoparticulas fluorescentes de carbono sao obtidas
pela simples dissolugdo da goma do cajueiro bruta em agua, submetendo-a ao
aquecimento, seguido da adicdo de prata ibnica, sem qualquer outro reagente

envolvido no processo.
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5 CONCLUSOES

Foram obtidas nanoparticulas fluorescentes de carbono a partir da goma
do cajueiro bruta por uma rota simples e verde por aquecimento em micro-ondas,
obtendo-se amostras com diferentes propriedades ao variar o tempo de aquecimento.

O tempo de aquecimento desempenha papel crucial na formacdo das
nanoparticulas fluorescentes de carbono atingindo um valor 6timo em 40 minutos.

As nanoparticulas podem ser utilizadas como nanocompdsitos na presenca
de polissacarideo residual ou apds a remogao do polissacarideo por precipitacdo, sem
grandes alteragdes nas suas propriedades.

A amostra NP40 apresentou atividade antioxidante pelo método do DPPH
e pela formacado do complexo de fosfomolibdénio, alcangando valor superior a ao
controle positivo, no ensaio de DPPH.

A amostra NP40 n&do se mostrou citotdxica frente a células humanas
normais e tumorais, mostrando seu potencial para aplicagdes bioldgicas.

A amostra NP40 apresentou poder redutor e estabilizante na sintese de
nanoparticulas de prata, sendo um método eficaz, simples e verde utilizando apenas

agua, polissacarideo e nitrato de prata.
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Movel and Fast Microwave-Assisted Synthesis of Carbon Quantum Dots from Raw
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Carbon quantum dots {C-dots’} with sverage size of 9 nm were synihesized from an sguecus
solution of ma cashew gum (ROO) using a novel and Bst microwsve-assisied echrigue which
imvalves two steps. In the first step | partial depolymenzaton in solution) some monomer anils ane
formed thromgh the seichydmlysis of 06 and 8 small anscunt of 5-hydrmoxs ymetbyl furfursl canbe
whinined. The second stop mnvol ves polycondenmstionpolymetization o give rise to n poly fomenic
structure followed by aromatization'carbonization and noclear barst. Al the end of the process
s comipasite of partially depolymerzed OO and C-dot was formed. A mechanism imvolved in
micr i EwC-StEps i was sugge A 1igh o peacivation reagent was wsed,
an i ¥ blue | imescent inl in UV Eght was obinined. C-dot was chamcierized
by spectroscopy in the mediam infrared, thermal anslysis, gel pormeation chromabegraphy,
tramsmission electron micrmscopy, 2ei | inl, amdl p nescenoe.

Keywords: carhon quan tum dots. cashow gum, microwayve-aasisied synibesis, phololiminesconce

Intreduction

Carbon guantom dots (C-dots) are @ new class of
carhon nanomaterials. with sizes of < 10 nm, which were
pocidently discovered in 2004." They have emesged as
an inriguing material due to their high water solubility,
bright photoluminescence in the visible spectrum, low
toxicity, good biocompatibility, high stability and easy
functionalization.** The unique properties of C-dois lead
to promising applications in biosensing, cellolar imaging.
drug delivery and catalysis. Inspired by the varisty of
applications, there is 8 growing interest in the synthesis of
new carbon dots. Laser ablation of carbon targets. pyrolysis,
electrochemical shocking of carbon nanotubes (CNTs),
electrochemical exfoliation of graphite, hydrothermal
treatments, plasma treatment. ultmsonic treatment ood
microwave heating are the synthetic routes that genemte
C-dots_* Hydmthermal treatments based on aotoclave and
microwave technigues are the main rovtes employed. *?

The synthesis procedure using an aotoclave requires
2.5-12.00 h of hydrothermal heating at temperstaes up to
200 *C.** and in some cases strong alkaline solotions * or
organic solvents®® need to be used. When a microwave is

*o_rmil: judith Gdgei ult b

employed, the irmdistion ime decreases significanty (1-
10 min}. " [n all these cited studies, surface passivation
ngents were sdded before the synthesis. An additional and
time-consuming step, such as dialysis for one to saveral
doys, 13442217 hag to be added in order to obizin porified
C-dots. This step removes the advantage of microwave
based on the low Hme consumption.

Carhohydmte-based precursors such monosaccharides,
polysaccharides and other mw materials are the main
carbon source (o synthesize low-cost C-dots. Low molar
mass carbohydrates_ such as glocosa "™ and sucrosa "™ and
also fructose and maliose. ™ have been described. Chitosan ®
alginic acid and starch.™ and peach gum'™ are examples of
polymeric carbohydrates applied &s a carbon soarce. Raw
material containing carbohydrate. such as bagasse * grape
juice.* orange juice.” sugar cane juice,* and plont leaves™
have also bean studied. Low cost and sustainability are
important criteria for selecting carbohydrates s a carbon
source o prodoce C-dods.

Herein, & novel microwave-assisted procedors
for the synthesis of carbon dots, based on two steps
{depolymerization in solution and partial carbonization
in o solid) is reported. An sbundant and low-cost raw
material (an exodste from the cashew nut tree known as
cashew gom) is the precursor employed. Cashew pum is
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APENDICE B - CURVA DE CALIBRAGAO PARA DETERMINAGAO DA MASSA
MOLAR DE PICO, UTILIZANDO PADROES DE PULULANA
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APENDICE C - ESPECTROS DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA PARA AS
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AMOSTRAS OBTIDAS EM DIFERENTES TEMPOS DE AQUECIMENTO, APOS
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APENDICE D - DISTRIBUIGOES DE TAMANHO OBTIDAs POR
ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO PARA AS AMOSTRAS OBTIDAS EM
DIFERENTES TEMPOS DE AQUECIMENTO, APOS PRECIPITAGAO EM
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