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Resumo

Esta dissertacdo apresenta a sintese de Nanopontos de Carbono (NPsC) luminescentes
realizada por métodos sustentaveis, utilizando como fonte de carbono a biomassa e
uma cultura de Porphyridium cruentum, uma microalga vermelha marinha muito utilizada

industrialmente devido as suas caracteristicas Unicas.

Os NPsC obtidos foram submetidos a processos de purificagéo, incluindo filtracéo e
extragao liquido-liquido e caracterizados estruturalmente por espetroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia magnética nuclear de
protdo (RMN 'H). As suas propriedades fotofisicas foram analisadas utilizando técnicas
de espetroscopia de absorgdo no estado fundamental (UV-Vis) e fluorescéncia de
estado estacionario. A analise morfolégica por microscopia de forgca atomica (AFM) foi

também realizada para NPsC previamente selecionados.

Os NPsC foram avaliados quanto a bioatividade, tendo sido estudadas as suas
atividades antioxidante e antimicrobiana, bem como a sua citotoxicidade em diversas
linhas celulares. Em paralelo, foi analisada por microscopia de fluorescéncia a interagao

de alguns NPsC com células animais e humanas (Vero, 3T3, HeLa e S180).

Os NPsC sintetizados a partir da biomassa seca de P. cruentum por carbonizagao
hidrotérmica com aquecimento convencional, apresentaram maiores rendimentos
quanticos de fluorescéncia, comparativamente aos obtidos quer a partir da cultura da
microalga, quer a partir da biomassa humida. Por outro lado, o tratamento hidrotérmico
da biomassa humida produziu NPsC que revelaram uma maior bioatividade, exibindo
tanto acdo bacterioestatica, como bactericida para E. coli e S. aureus, embora com
atividade antioxidante moderada. Na generalidade, os NPsC produzidos nao revelaram
citotoxicidade para as linhas celulares testadas até 2000 upgmL™, propriedade

fundamental para aplicagdes bioldgicas.

O recurso a microscopia de fluorescéncia permitiu visualizar a presenga dos NPsC no

interior das células animais e humanas em estudo.

Palavras-chave: Nanopontos de carbono; microalgas; fluorescéncia; atividade

antioxidante; citotoxicidade



Abstract

This dissertation presents the synthesis of luminescent Carbon Nanodots (CNDs)
through sustainable methods, using biomass and a culture of Porphyridium cruentum, a
marine red microalga widely used industrially due to its unique characteristics, as carbon

sources.

The obtained CNDs were subjected to purification processes, including filtration and
liquid-liquid extraction, and were structurally characterized by Fourier Transform Infrared
spectroscopy (FTIR) and proton nuclear magnetic resonance (NMR 'H). Its
photophysical properties were analyzed using ground-state absorption spectroscopy
(UV-Vis) and steady-state fluorescence techniques. Morphological analysis by atomic

force microscopy (AFM) was also performed for previously selected NPsC.

The CNDs were evaluated for their bioactivity, and their antioxidant and antimicrobial
activities were studied, as well as their cytotoxicity in several cell lines. In parallel, the
interaction of some NPsC with animal cells (Vero, 3T3, HeLa and S180) was analyzed

by fluorescence microscopy.

The CNDs synthesized from the dried biomass of P. cruentum by hydrothermal
carbonization with conventional heating showed higher quantum yields compared to
those obtained from microalgae culture or wet biomass. On the other hand, hydrothermal
treatment of the wet biomass produced NPsC that showed greater bioactivity, exhibiting
both bacteriostatic and bactericidal action for E. coli and S. aureus, although with
moderate antioxidant activity. In general, the NPsC produced showed no cytotoxicity for

the cell lines tested up to 2000 ugmL-", a fundamental property for biological applications.

The use of fluorescence microscopy made it possible to visualize the presence of the

NPsC inside the animal and human cells under study.

Keywords: Carbon nanodots; microalgae; fluorescence; antioxidant activity; cytotoxicity
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ca. Quantidade aproximada

C_Porphy.cr. Cultura de Porphyridium cruentum

D

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo)
E

EAG Equivalentes de &cido galico

EAU Extragao assistida por ultrassons

EC Equivalentes de catequina

ED Etilenodiamina

em Emissao
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1.1 Preambulo

Neste trabalho € apresentada a sintese de nanopontos de carbono (NPsC) obtidos a
partir de Porphyridium cruentum, uma microalga vermelha que tem despertado bastante
interesse na comunidade cientifica, devido a sua capacidade de produzir diversos
compostos bioativos, com aplicagdo comprovada em areas muito distintas,
nomeadamente nas industrias alimentar, cosmética e farmacéutica.

Neste capitulo, sera realizado um enquadramento sobre a origem, classificacao,
composicao quimica e principais aplicagdes das microalgas. Os métodos mais comuns
para o isolamento de biocompostos com valor acrescentado serdo igualmente
apresentados.

Na vertente da sintese de NPsC, um dos objetivos deste trabalho, sera realizada uma
revisdo bibliografica dos diferentes tipos de nanoestruturas de carbono e dos métodos
de sintese mais comuns utilizados na sua obtencdo. Serdo também apresentadas as
suas propriedades fotofisicas e as areas de aplicacido mais representativas.

De forma a contextualizar a matéria-prima utilizada na sintese dos NPsC, sera feita uma
breve abordagem sobre a importancia e a valorizagdo da biomassa, produzida por

microalgas, na vertente da nanotecnologia.



Introdugéo

1.2 Microalgas

As microalgas sao organismos unicelulares, fotossintéticos, com células do tipo
eucariota, que vivem numa grande variedade de ambientes aquaticos, incluindo
oceanos, lagos, rios e até superficies terrestres hiumidas. No grupo das microalgas, séo
frequentemente incluidas as cianobactérias, embora seja uma questdo controversa
junto da comunidade cientifica, atendendo as diferengas na sua estrutura celular.” As
microalgas tém varias formas, tamanhos e cores devido a presenca de diferentes
pigmentos. Como produtores primarios, formam a base das cadeias alimentares
aquaticas, fornecendo nutrientes essenciais e energia para uma gama diversificada de
organismos, desde o zooplancton até aos mamiferos marinhos.'? Através da
fotossintese, as microalgas também contribuem significativamente para a producao de
oxigénio, libertando quase metade do oxigénio do planeta Terra para a atmosfera.'-?
Estes microrganismos vivem em habitats naturais complexos e adaptam-se facilmente
a condi¢cdes adversas designadamente a alteracbes de salinidade, temperatura,
nutrientes e a radiagdo ultravioleta. Neste contexto, podem produzir uma grande
variedade de metabolitos de elevado interesse (com novas estruturas e atividades
biolégicas que, em geral, sdo inexistentes noutros organismos). Desconhece-se
quantas espécies de microalgas existem, estimando-se que o seu numero varie entre
muitas centenas de milhar a varios milhdes, sendo que até 2019, somente 30000
espécies estavam documentadas, e destas, apenas uma pequena percentagem pode
ser mantida viva em cultura, pelo que, sé o cultivo de algumas se tornou viavel
comercialmente."23

A versatilidade das microalgas tornou-as objeto de interesse em varios campos de
investigagdo e também na vertente industrial. A comunidade cientifica tem vindo a
explorar as suas potenciais aplicagbes em biotecnologia, na produgdo de
biocombustiveis, na industria alimentar, no tratamento de &aguas residuais, nas
industrias farmacéutica e cosmética. A elevada taxa de crescimento das microalgas, o
seu alto teor de lipidos e a capacidade de se desenvolverem em diversos ambientes,
tornam-nas candidatas muito atrativas para o (bio)processamento sustentavel.24°

O desenvolvimento tecnolégico aliado ao cada vez mais aprofundado conhecimento
sobre as microalgas e as suas potenciais aplicagdes, permitira desenvolver processos

otimizados e sustentaveis, direcionados para uma economia circular.*

1.3 Microalgas Vermelhas
As micro e macroalgas podem ser divididas em classes, de acordo com a sua
composicdo em pigmentos, nomeadamente, Phaeophyceae (algas castanhas),

Chlorophyceae (algas verdes), Pyrophyceae (dinoflagelados), Bacillariophyceae



Introdugéo

(diatomaceas), Chrysophyceae (algas douradas) e Rhodophyceae (algas vermelhas).
As microalgas vermelhas sdo um grupo importante, exibindo caracteristicas muito
particulares e unicas, contudo, atualmente ainda se encontram pouco exploradas.
Destas, as mais estudadas sao as pertencentes aos géneros Porphyridium, Rhodella e
Rhodosorus, com espécies que sdo consideradas mais simples do ponto de vista
morfologico.b"®

As espécies do género Porphyridium sao microalgas unicelulares, que podem ser
encontradas em agua doce, agua salobra, agua salgada e em solo humido, tendo sido
classificadas como GRAS (Generally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug
Administration).® Pertencem ao filo Rhodophyta, classe Bangiophyceae, ordem
Porphyridiales e a familia Porphyridiaceae.® Das nove espécies de Porphyridium
conhecidas, Porphyridium purpureum (também designada por Porphyridium cruentum)
€ a que tem sido mais estudada como espécie-modelo, sendo cultivada para a producéo
e comercializacido de produtos de elevado valor nutricional, nomeadamente acidos
gordos poli-insaturados (PUFA) de cadeia longa (e.g. acidos gordos émega-3) e
polissacaridos, bem como de compostos antioxidantes (e.g. compostos fendlicos) e
pigmentos. A cor rosa-avermelhada carateristica da Porphyridium deve-se ao teor de B-
ficoeritrina, uma proteina da familia das ficobiliproteinas existente no cloroplasto e que
participa como pigmento acessoério na captacdao de luz durante o processo de
fotossintese.51°

As células das microalgas vermelhas apresentam-se encapsuladas por uma camada de
polissacaridos sulfatados (PS), constituida por uma fragao que durante o crescimento
permanece ligada a membrana celular e por outra fragdo que se dissolve no meio,
conferindo-lhe viscosidade. Estes polimeros séo designados por EPS (Extracellular
Polysaccharides), substancias poliméricas extracelulares ou exopolissacaridos.®®
Muitos estudos revelam que os EPS de Porphyridium sp. apresentam atividade anti-
inflamatdria e antioxidante, tendo por isso ja sido introduzidos na formulagdo de uma
vasta gama de produtos cosméticos e farmacéuticos.®1°

Porphyridium cruentum € uma microalga vermelha (Figura 1) muito utilizada
industrialmente, pelo facto de possuir propriedades Unicas, designadamente
capacidade de produzir polissacaridos extracelulares sulfatados e PUFAs de cadeia
longa, com aplicagbes em areas muito diversificadas.®'®"" A elevada procura de
suplementos nutricionais e alimentos funcionais, tem potenciado a utilizagdo desta
microalga na industria alimentar, devido aos seus teores de nutrientes e de compostos

bioativos.®!
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Figura 1- Cultura de Porphyridium cruentum (Culture Collection of Algae (SAG)).

Em termos nutricionais, a P. cruentum é composta por ca. 32.1% de proteinas, 21.7%
de fibras brutas e 29.5% de aminoacidos, possuindo ainda varios minerais como calcio,
magnésio, zinco e potassio. E uma microalga facil de produzir e para crescer nao requer
vitamina B, contrariamente a outras microalgas.!! Na Tabela 1, sdo evidenciadas

diferentes areas de aplicagdo da sua biomassa e dos seus compostos com bioatividade.

Tabela 1 - Aplicagdes da biomassa e de compostos bioativos extraidos de P. cruentum
(adaptado de Tsvetanova et al.8).

Biomassa/Compostos Bioativos Aplicagao

Regeneracao celular, agente
hidratante (cosméticos)

Agentes antioxidantes, anti-

Polissacéridos sulfatados . . - .
inflamatérios e antimicrobianos

Protecao solar, agentes anti-
inflamatérios e anti-
envelhecimento

. - Vasoconstricao dos vasos
Oligossacaridos &

sanguineos
Ficobiliproteinas Diagnéstico médico
Biomassa Aquacultura

Além dos constituintes mencionados, esta microalga também apresenta na sua
composicao tocoferol, flavonoides, alcaloides e pigmentos carotenoides, sendo
alargada a sua aplicagdo na area farmacéutica, em particular na formulagdo de
antibioticos, de anti-hiperglicémicos e de antioxidantes.®'"?

A importancia ecoldgica das microalgas ultrapassa o seu papel de produtores

primarios.*13
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Atualmente, a sua utilizagdo encontra-se em franco desenvolvimento noutras industrias,
nomeadamente na producao de biocombustiveis, dado que podem acumular grandes
quantidades de lipidos, sendo estes aproveitados para a producao de biodiesel, estas

também tém revelado um bom desempenho na remediagdo ambiental.*'3

1.4 Extracdao de Compostos Bioativos a partir de Microalgas

O isolamento de compostos bioativos de microalgas tem merecido uma atengdo
significativa nos ultimos anos, devido as suas potenciais aplicacées em varias industrias,
incluindo a farmacéutica, a cosmética e a alimentar funcional.*°

O processo de obtencao destes compostos a partir da biomassa das microalgas envolve
a sua extracao e ulterior purificacdo para aplicacbes especificas. Um dos principais
desafios inerentes reside na etapa de extracdo destas biomoléculas, pois 0 método
selecionado influencia a composi¢cado dos extratos, as propriedades intrinsecas dos
varios compostos, bem como as suas estruturas. A extracdo com solventes organicos,
designadamente com etanol, metanol, acetona ou hexano, onde a solubilidade desses
compostos bioativos é elevada, € um dos métodos mais comuns. No entanto, existe um
interesse crescente no desenvolvimento de métodos de extragcao mais sustentaveis, tais
como extracdo com fluidos supercriticos, extragao assistida por irradiacdo microondas
ou também ultrasonicagdo.'* s

O método mais convencional utilizado para maximizar a concentragao de polissacaridos
soluveis e insollveis em agua é o método de extracao fracionada em cinco etapas, que
envolve extragdo com agua quente, seguida de extragdes com solugdes alcalinas
conduzidas a temperaturas e tempos variaveis. O isolamento dos polissacaridos
insolUveis em agua requer ainda a utilizagao de solug¢des acidas, pelo que as variagdes
de pH durante os processos extrativos, podem comprometer a estrutura dos
polissacaridos e, consequentemente a sua massa molecular, com impacto direto nas
suas caracteristicas, nomeadamente na sua bioatividade.®

Desta forma, as extragdes convencionais apresentam varios inconvenientes,
designadamente tempos de extragdo longos, utilizacdo de solventes orgéanicos, baixa
seletividade e consumo de energia, tornando-se premente desenvolver processos de
extragao alternativos mais eficientes para obtengdo de compostos bioativos a partir de
algas e que se revelem ambientalmente sustentaveis.'®

A extragdo com fluidos supercriticos (EFS) surgiu como uma alternativa baseada nos
principios da Quimica Verde e demonstrou ser eficiente na extragdo de compostos
bioativos presentes nas microalgas. Na EFS, o dioxido de carbono € utilizado como
solvente a uma temperatura e pressao criticas, o que Ihe permite atuar como um fluido

supercritico com excelente poder solvente. A vantagem desta extragcédo reside na sua
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seletividade, uma vez que consegue extrair compostos bioativos especificos, separando
componentes indesejaveis, de onde resulta um extrato mais limpo e concentrado. Outra
abordagem inovadora, € o recurso a extragdo assistida por ultrassons (EAU), que se
baseia na aplicacdao de ondas sonoras de alta frequéncia para lisar as células das
microalgas e libertar os compostos bioativos para o solvente. Este método reduz
significativamente o tempo de extragao e melhora a eficiéncia global comparativamente
aos métodos convencionais. >

Mais recentemente, o recurso a extragéo assistida por enzimas para a libertagdo de
compostos bioativos presentes na biomassa de microalgas revela-se também uma
alternativa muito promissora. As enzimas podem degradar as paredes celulares,
facilitando assim o processo de extracdo e aumentando o rendimento destes
compostos.'>1”

Apds a extragdo, a mistura de compostos bioativos é sempre sujeita a purificagao,

levando a obteng&o de produtos com um elevado grau de pureza.'®

1.5 Métodos de Doseamento de Compostos Bioativos

1.5.1 Métodos Colorimétricos

As técnicas colorimétricas ou espetrofotométricas fundamentam-se na avaliagado da
transmissao ou absorg¢ao de radiagdo a um dado comprimento de onda pelo analito,
para quantificacdo da sua concentracdo. Estes métodos sdo amplamente utilizados na
atualidade, especialmente em microescala, devido a sua simplicidade, rapidez, alta

sensibilidade, especificidade e por serem bastante econémicos.

1.5.1.1 Método do Fenol-Sulfarico

O método do fenol-sulfirico, foi desenvolvido por Dubois et al.?® em 1956 para
quantificar  carbohidratos  (polissacaridos, oligossacaridos, = monossacaridos),
continuando a ser até hoje o método colorimétrico mais utilizado, devido a sua elevada
sensibilidade, simplicidade e rapidez de execugao. Este tem como principio a
desidratacao dos carbohidratos, originando derivados de furfural em meio acido, estes
ultimos, ao reagirem com fenol, formam complexos de cor acastanhada que absorvem
no visivel (Aabs = 490 nm).18:19.20. 21

O método tem sofrido algumas adaptagdes, de forma a alargar o limite de detecdo e

também reduzir a exposig¢éo ao fenol, com a diminuigdo dos tempos de reago. 82021

1.5.1.2 Método do Corante Congo Red
O corante Congo Red tem sido utilizado para avaliar as conformacdes de polissacaridos

e em particular as de 8-(1,3)-D-glucanos.??
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Os pB-glucanos sao polissacaridos normalmente presentes em plantas, algas e
cogumelos e tém suscitado consideravel interesse devido a sua notavel atividade
biolégica, destacando-se pelas suas propriedades de modulacdo do sistema
imunoldgico, potencial anti-tumoral e agdo antioxidante.?>%

Estes polissacaridos s&do constituidos por monémeros de D-glucose ligados entre si por
ligagbes B-glicosidicas (1,3), (1,4) ou (1,6).2* Os primeiros métodos disponiveis para
quantificar estes polissacaridos eram economicamente inviaveis e de dificil execucao,
sendo urgente a procura de alternativas mais econdémicas e com menores tempos de
execucéo. Nitschke et al.?® e Semedo et al.?? desenvolveram um método para a detegéo
de B-D-glucanos de tripla hélice utilizando o corante Congo Red, verificando-se a
ocorréncia de uma interagao seletiva e sensivel com (-(1,3)-(1,6)-glucanos com esse
tipo de conformag&o.?3:2526

As ligacdes do corante a complexa estrutura tridimensional da tripla hélice dos
B-(1,3)-(1,6)-glucanos sdo mediadas por forgas eletrostaticas, ligagbes por pontes de
hidrogénio e interagdes de Van der Waals. Estas interagbes provocam um desvio
batocrémico de 488 nm para 516 nm. Semedo et al.?? otimizaram o método para a escala
em microplaca de 96 pocgos, permitindo assim a utilizagdo de menores volumes de

amostra e solvente, bem como uma redugdo no tempo do ensaio.?3?

1.5.1.3 Método do Corante Azul de Toluidina

O método do corante azul de toluidina é utilizado no doseamento de polissacaridos
sulfatados, relevando-se um método rapido e seletivo. Na presenga do corante, ocorre
uma interagédo entre a carga negativa do grupo éster sulfato dos polissacaridos com a
carga positiva das moléculas do corante, observando-se um decréscimo na intensidade

de absorvancia monitorizada a 632 nm.?’

1.5.1.4 Método do Corante Azul de Coomassie

O método do corante Azul de Coomassie ou método de Bradford € muito utilizado em
bioquimica e biologia molecular, permitindo quantificar a concentragédo de proteinas
numa solucdo, devido a sua reprodutibilidade, rapidez, precisdo, simplicidade e
viabilidade economica.?® Este método explora a interagdo do corante com os grupos
amino das proteinas, resultando numa mudanga de cor para o azul, que é quantificada
espetrofotometricamente a 595 nm. Esta ligagdo forma um complexo bastante estavel

durante algum tempo (ca. uma hora).?
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1.5.2 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante de muitos compostos desempenha um papel fundamental
em varios dominios cientificos, nomeadamente na area da nutrigdo, na saude e no
desenvolvimento de alimentos funcionais e de produtos farmacéuticos.?

Os compostos antioxidantes normalmente encontram-se na forma de enzimas ou
moléculas derivadas de nutrientes ingeridos, que protegem as células e as estruturas
biolégicas dos danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio. A avaliagao
das suas propriedades antioxidantes €& determinante, atendendo aos inegaveis
beneficios que apresentam para a saude humana. O stress oxidativo, que ocorre
quando ha um desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio e a
capacidade do organismo em os neutralizar, € o principal responsavel pelo
desenvolvimento de inumeras doengas (e.g. cardiovasculares, cancro, doengas
neurodegenerativas e diabetes).?®

Os compostos antioxidantes presentes nas microalgas, especialmente os carotenoides,
os compostos fendlicos, os acidos gordos poli-insaturados, os polissacaridos sulfatados,
os flavonoides e os alcaloides, desempenham um papel importante no controlo do
processo oxidativo, suscitando assim um grande interesse neste dominio.’

A avaliagdo da capacidade antioxidante pode ser realizada com recurso a ensaios
in vitro e a modelos baseados em células, que permitem a quantificacdo da capacidade
de uma substancia em eliminar radicais livres, inibir reacdes oxidativas e proteger contra
danos celulares. A atividade antioxidante pode ser monitorizada recorrendo a uma
grande variedade de métodos, envolvendo diferentes mecanismos, nomeadamente a
transferéncia de atomos de hidrogénio, a transferéncia de um Unico eletrdo, o poder
redutor e a quelacdo de metais, entre outros.?®

Os métodos mais utilizados para a dete¢ao e quantificacdo de moléculas associadas a
capacidade antioxidante, sdo o método do Folin-Ciocalteau, usado na determinagao dos
compostos fendlicos totais, o método do radical ABTS (2,2-Azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), o método do radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) e

ainda o teste da capacidade quelante dos ides Fe?*.*°

1.5.2.1 Determinagao de Compostos Fendlicos e Flavonoides

Os compostos fendlicos sdo um grupo importante de compostos bioativos devido a sua
contribuicdo em reagdes oxidativas, exibindo elevada capacidade de reagdo com
espécies oxidantes, com a consequente neutralizagdo do seu efeito. Para quantificar
estes compostos, o método do Folin-Ciocalteau € o método colorimétrico mais utilizado,
baseando-se na reagédo dos compostos polifendlicos com o reagente Folin-Ciocalteu,

originando um complexo de cor azul com Aaps = 655 nm. 3132
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No grupo dos compostos polifendlicos naturais, destacam-se os flavonoides que
representam uma das classes de compostos mais prevalentes em frutos, plantas e
algas. Estudos epidemioldgicos clinicos e em animais revelam que os flavonoides
podem exercer efeitos protetores contra varias patologias, incluindo doencas
cardiovasculares e cancro, para além de possuirem efeitos antibacterianos, antivirais e
anti-inflamatérios.

Para a quantificagdo de flavonoides totais € utilizado o método colorimétrico do cloreto
de aluminio, que consiste na formagao de complexos acidicos estaveis entre o grupo
carbonilo C4 ou grupos hidroxilo C3 ou C5 dos flavonoides com o cloreto de aluminio,

todos detetaveis na gama do espetro visivel (Aabs = 510 nm).3*

1.5.2.2 Método do Radical ABTS

Neste método, a molécula ABTS (2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(incolor) quando oxidada, origina o radical ABTS que exibe uma coloracdo azul-
esverdeada muito caracteristica. O processo oxidativo ocorre quando a molécula de
ABTS ¢ colocada na presenca de persulfato de potassio, resultando no catido radical
ABTS, cuja coloragao apresenta uma intensidade que é diretamente proporcional a
quantidade do catido radical formado (4 = 645 nm). Esta espécie catidnica, ao entrar em
contacto com compostos antioxidantes, reduz-se a sua forma nao-radicalar, tornando-

se novamente incolor (Figura 2),35:36.37.38

'
_0 \\O N

// . //
N % o NH* Qo
o /@: >_N S g\/ + Antioxidante o >=N s S\\/
=N, R\ —_— \ N\
/\\s s N=< j©/ 0 K,SO5 R s N—< j@/ 0
-0 \\o //N

Radical ABTS Radical ABTS-H
(Azul-esverdeado) (Incolor)

Figura 2 - Reagéo de redugao do radical ABTS (adaptado de Rodriguez et al.38).

Este método oferece multiplas vantagens, destacando-se pela sua simplicidade,
versatilidade e rapidez. E aplicavel a uma vasta gama de amostras e pode ser utilizado
para comparar o potencial antioxidante de varios compostos. Os resultados sao
frequentemente expressos em equivalentes de trolox, que € um analogo hidrossoluvel

da vitamina E, sendo utilizado como composto de referéncia.3*%"

1.5.2.3 Método do Radical DPPH
O método do radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) baseia-se no principio da

mudanca de cor, que ocorre quando o radical DPPH reage com compostos
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antioxidantes. Este método é relativamente simples e é frequentemente utilizado para
avaliar o potencial antioxidante geral de uma substancia, podendo ser aplicado a uma
vasta gama de amostras, nomeadamente a extratos de plantas e de microalgas, entre
outros.3940

O radical DPPH é um radical livre estavel de cor purpura com um eletrdo nao
emparelhado. Na presenca de uma molécula com caracteristicas antioxidantes é
reduzido a sua forma nao radicalar, resultando numa descoloracdo de purpura para
amarelo ou mesmo incolor (Figura 3). O grau de descoloracgio ¢ indicativo da atividade
antioxidante do composto testado. Um maior grau de descoloragdo sugere uma maior
capacidade do composto para doar eletrées e eliminar os radicais livres, sendo esta
quantificacao realizada por UV-Vis, monitorizando a diminuicdo da absorvancia a

515 nm.39:40

O.N O.N
v— v, + ®EH) o N v, + (R)-
O,N O,N
DPPH-H
DPPH :
(cor purpura) (incolor)
A=515nm

Figura 3 - Reacdo de redugdo do radical DPPH. RH = molécula antioxidante, R = radical
antioxidante (adaptado de Liang et al.%°).

Os resultados obtidos neste método sao habitualmente comparados com os resultados
do método do radical ABTS, que frequentemente origina valores mais elevados,
apresentando como principal vantagem poder ser realizado em diferentes condi¢des de
pH.%

1.5.2.4 Capacidade Quelante de 16es Fe?*

A quelacao tem implicagdes importantes em varios dominios, incluindo na quimica, na
biologia e na medicina. Nos sistemas bioldgicos, a quelagédo desempenha um papel vital
em varios processos, nomeadamente no transporte de metais, na atividade metabdlica
€ na regulacao celular. No contexto médico, os agentes quelantes sao utilizados para
tratar o envenenamento por metais, uma vez que podem formar complexos estaveis

com metais toxicos e facilitar a sua eliminagdo do organismo.3%4!
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Deste modo, o método da capacidade quelante de ferro é utilizado na avaliagao da
atividade antioxidante de substancias, devido a sua apeténcia para ligar ides ferro,
impedindo a participagao deste metal em reagbes que produzem espécies reativas de
oxigénio. Esta ligacao limita a capacidade de o ferro contribuir para o stress oxidativo,
um desequilibrio associado ao envelhecimento celular e a diversas doencas
degenerativas.?%4'

O método da capacidade quelante dos ibes Fe?*, origina um complexo de ido Fe?'-
ferrozina de coloracdo avermelhada, que quando na presenca de agentes quelantes
sofre destrui¢ao, resultando na diminuicdo da intensidade da cor (Figura 4) aliada ao

comprimento de onda de 560 nm.354?

2-

Fe?* + 3 Ferrozina® —» Fe(Ferrozina)‘é‘

Complexo de A =560 nm
cor avermelhada /\
(Agente Quelante) ( Fe2*- Agente Quelante)

Figura 4 - Reagdo da capacidade quelante dos ibes Fe?* (adaptado de Canabady-rochelle et al.35).

1.6 Nanomateriais de Carbono

O carbono é um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre e possui uma
notavel habilidade para estabelecer ligagcdées covalentes com outros atomos de carbono,
adotando diferentes hibridizagdes (sp, sp? sp°®), resultando na ocorréncia de uma
grande variedade de alétropos, de onde se destacam o diamante, a grafite e estruturas
amorfas de carbono. O grande desenvolvimento nas areas da nanociéncia e da
tecnologia, tem conduzido a um aumento significativo da conce¢édo de materiais a base
de carbono, desde a macro escala até a escala nanométrica.*34

Em 1985, Kroto e seus colaboradores® isolaram os fulerenos (Ceo), inaugurando assim
a era das nanoestruturas de carbono de dimensdo zero. Posteriormente, no inicio da
década de 90, Ljima“* conseguiu sintetizar nanotubos de carbono unidimensionais e ja
em 2004, Novoselov*’ e a sua equipa isolaram materiais bidimensionais como o grafeno;
Xu et al.®® identificaram pela primeira vez nanoparticulas de carbono com propriedades
fluorescentes. Posteriormente, Sun et al.*° foram pioneiros na sintese de nanoparticulas
de carbono luminescentes e estaveis, com didmetro inferior a 10 nm, conhecidas como
pontos de carbono (PsC) ou C-Dots (CDs).5%:51%2

Os PsC séao assim classificados como uma classe de nanomateriais fluorescentes a
base de carbono com dimensao inferior a 10 nm, exibindo funcionalidade quimica e
propriedades fotofisicas variaveis. Os PsC podem ser classificados em trés categorias:

pontos quanticos de grafeno (PQsG), nanopontos de carbono que podem ser divididos
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em nanoparticulas de carbono (NPsC) e pontos quéanticos de carbono (PQsC) e ainda

pontos de polimero carbonizados (PsPC) (Figura 5).5

-

Pontos quanticos de grafeno

(PQsG)

—T—  Pontos quénticos de  Nanoparticulas de

carbono (PQsC) carbono (NPsC)

Pontos de
carbono

(PsC)

— Pontos de polimero

carbonizado (PsPC)

Figura 5 - Diferentes categorias de Pontos de Carbono (adaptado de Ozyurt et al.?3).

Os PsC ganharam um enorme reconhecimento na area da ciéncia dos materiais pelo
seu elevado desempenho, pela disponibilidade de precursores baratos para a sua
obtencdo, pelas abordagens de sintese faceis, bem como pela vasta gama de
aplicagdes. Uma outra vantagem, reside na possibilidade de poderem substituir os
pontos quénticos baseados em metais toxicos, estes ultimos com grandes limitacdes
em aplicagdes biolégicas e ambientais, face aos efeitos nefastos na saude humana e
no meio ambiente. Os PsC apresentam uma boa biocompatibilidade, exibem baixa
toxicidade, elevada luminescéncia e estabilidade quimica e ainda excelentes
propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas, proporcionando uma grande amplitude de
aplicagdes, designadamente na detecao de explosivos, em dete¢do quimica, em
seguranga alimentar, em biocimagiologia, na administracdo de farmacos, na conversao
de energia, em fotocatdlise, entre outras.®'5254

A funcionalizacdo da superficie dos PsC com heteroatomos (e.g. oxigénio, azoto,
fésforo, enxofre, boro) reflete-se nas suas propriedades estruturais e dticas,

possibilitando assim a sua modelagdo em fungdo da aplicagdo pretendida.5':52:54

1.6.1 Métodos de Sintese
Na ultima década, houve um grande progresso na preparagdo de NPsC, ndo s6 na

simplificacado dos processos de fabrico, mas também na parametrizacdo das condigbes
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reacionais, tendo como proposito a modelacdo das suas propriedades de
luminescéncia.®® Existem duas abordagens na obtencdo dos NPsC, designadas por
métodos bottom-up e top-down (Figura 6). A abordagem bottom-up consiste no corte e
oxidacdo, sendo a estrutura maior do aglomerado de carbono clivada em pequenas
nanoparticulas de carbono, resultando em NPsC. Pelo contrario, a abordagem top-down
baseia-se numa série de rea¢des quimicas a partir de pequenas moléculas precursoras

originando igualmente nanomateriais de carbono.%%°1:5

Método top-down 1 ‘I! Método bottom-up
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Descarga < s ‘S¢

Moléculas Orgénicas

e, L¥LY i
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Recursos de Carbono NPsC Irradiacio por
}

Figura 6 - Estratégias para a formagao de NPsC a partir de diferentes fontes de carbono (adaptado de
Anuar et al.5?).

microondas

[ d

As técnicas fop-down tém como principais vantagens a possibilidade de aumento de
escala na produgado de NPsC e obtencao de estruturas bem definidas; por outro lado,
as técnicas bottom-up sdo mais dificeis de modular devido a possibilidade de originarem
produtos secundarios, exigindo etapas adicionais de purificagdo, embora com a
vantagem de permitirem a funcionalizagéo da superficie num Unico passo. Dos varios
métodos bottom-up conhecidos, 0 método hidrotérmico € o mais utilizado na sintese de
NPsC devido ao seu baixo custo, aos procedimentos simples e utilizagdo, em geral, de
materiais n&o toxicos.55"5%

O tipo de técnica e os precursores escolhidos na sintese, determinam as propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas resultantes, nomeadamente o seu tamanho,
cristalinidade, rendimento quantico, estabilidade coloidal e a compatibilidade com um

determinado solvente.5"%°
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1.6.1.1. Método Bottom-up

As abordagens bottom-up baseiam-se na reagdo de polimerizagcdo de pequenas
moléculas, normalmente moléculas organicas, por carbonizacdo a temperaturas que
variam tipicamente entre 150 °C e 300 °C conduzindo a obtengdo de NPsC. Esta
metodologia permite escolher uma gama muito vasta de precursores, especialmente
derivados de biomassa de diferentes origens, designadamente residuos agricolas,
industriais e domésticos,®®5"%® algas marinhas, entre outros (Figura 7), sendo uma

vertente que converge para a sustentabilidade.%35

Bottom-up
3 3 3 Polimerizacio

Moléculas naturais ou sintéticas
de tamanho pequeno a médio

SR X:l(:' PSPC PQsG

Precursores poliméricos

Figura 7 - Método bottom-up na produgdo de NPsC (adaptado de Ozyurt et al.%3).

Os métodos mais expeditos sdo o tratamento hidrotérmico convencional, a irradiagao
assistida por microondas e os ultrassons, resultando na producdo de NPsC com
elevados rendimentos quénticos de fluorescéncia.5!%25°

O método hidrotérmico apresenta um baixo custo e utiliza matérias-primas de recursos
naturais, sendo assim um processo ecolégico, com parametros de reagéo facilmente
controlados, tornando viavel o aumento de escala. No entanto, o isolamento dos NPsC
exige a aplicagdo de técnicas de purificagdo para remocdo de impurezas,
nomeadamente material insolivel e moléculas de baixa polaridade. O recurso a
irradiacao assistida por microondas revela-se assim como uma alternativa muito
promissora, combinando as vantagens do processo hidrotérmico e da radiagdo de
microondas, com uma diminuicdo do tempo de reacdo muito significativa; no entanto,
apresenta limitagdes de escala atendendo a capacidade dos reactores, para além da
purificagdo ser mais dificil.%'-52

Nos diferentes métodos de bottom-up, o acido citrico, devido ao custo relativamente
baixo e a sua grande disponibilidade, € o precursor mais utilizado para a sintese de
NPsC, sendo reportados NPsC com elevado rendimento quantico (ca. @ = 0.69) obtidos

por processo hidrotérmico, na presenga de etilenodiamina (ED) como aditivo.*?
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Em 2009, foram relatados os primeiros NPsC produzidos a partir de hidratos de carbono
utilizando irradiagdo assistida por microondas, resultando em nanomateriais com

excelentes propriedades luminescentes.®"

1.6.1.2. Método Top-down

A abordagem top-down utiliza como precursores alétropos de carbono, como a grafite,
mas também carbono amorfo, bem como o éxido de grafeno, que ao sofrerem clivagem
originam NPsC através de métodos de sintese fisicos, quimicos e eletroquimicos,

envolvendo condicbes mais severas comparativamente aos métodos bottom-up.

Top-down

Pontos quanticos
de grafeno (PQsG)

Pontos quénticos
de carbono (PQsC)

Nanoparticulas de
carbono (NPsC)

Figura 8 - Método top-down na produgéo de PsC (adaptado de Ozyurt et al.53).

Esta abordagem recorre a métodos como ablacdo a laser, descarga elétrica e oxidagao
eletroquimica. Por exemplo, a descarga elétrica, levou a descoberta dos NPsC
fluorescentes em 2004, por Xu et al.,*® a partir da purificagdo de nanotubos de carbono
por eletroforese.5':5

O método top-down para produzir pontos de carbono proporciona um elevado grau de
controlo sobre as propriedades das nanoparticulas resultantes, possibilitando modelar
a sua dimensao, a funcionalidade da superficie e as caracteristicas luminescentes para
aplicagdes especificas. No entanto, estes métodos requerem equipamentos mais

especializados e envolvem etapas de processamento bastante complexas.5!°460

1.6.2 Funcionalizagao da Superficie e Dopagem

A funcionalizagao da superficie e a dopagem sé&o estratégias cruciais para melhorar as
propriedades e alargar as areas de aplicagao dos NPsC. Estes processos envolvem a
modificagdo quimica da superficie dos NPsC através da ligagdo covalente de grupos
funcionais ou na dopagem com heteroatomos na sua estrutura. Estas modificacdes

personalizadas permitem ajustar as propriedades dos NPsC, nomeadamente o
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incremento da luminescéncia, a estabilidade, a biocompatibilidade e a interagdo com
moléculas-alvo, tornando-os ainda mais versateis para varias areas de investigacao e
aplicagdo. 461,62

Em geral, os NPsC sintetizados ndo sao fluorescentes ou possuem rendimentos
quanticos de fluorescéncia bastante baixos, o que limita as suas aplicagdes. Assim, o
recurso a funcionalizacdo da superficie e a dopagem sao estratégias essenciais para
melhorar as carateristicas 6ticas destes materiais, em particular o seu rendimento
quantico (@x).%":62

A passivacao da superficie € normalmente obtida pela formagédo de uma fina camada
isolante, geralmente pela fixagdo de materiais poliméricos organicos como o PEG
(polietilenoglicol), sendo este o agente de passivagdo mais comum. Shen et al.®®
conseguiram obter PsC com melhor rendimento quantico ao utilizarem o PEG como
agente de passivagao.

Zhu et al.®* sintetizaram PsC dopados com azoto através de processos hidrotérmicos,
utilizando acido citrico e etilenodiamina, tendo obtido PsC com um rendimento quantico
de 80.6% (JAexc = 360 nm). Li et al.%®> conseguiram também obter PsC com um rendimento
quantico de 83%, (Aexc = 360 nm) utilizando mais do que um elemento para a dopagem,
0 magneésio e o azoto. A introdugdo de magneésio e a preservagao do grupo carboxilo
decorrente do quelato acido Mg:acido citrico, aumentaram consideravelmente a
fotoluminescéncia dos PsC dopados.®2°

Durante o processo de passivagao, alguns grupos funcionais, como grupos amina,
hidroxilo e carboxilo podem ser introduzidos na superficie dos PsC, preenchendo os
defeitos na superficie, sem que ocorra alteracdo no estado do centro, conferindo uma
maior solubilidade em agua e reatividade quimica especifica. Outras abordagens de
passivacao incluem a oxidacao da superficie dos PsC com acidos fortes ou com um sal
inorgénico (ZnO ou ZnS) ou ainda com heteroatomos (S ou N), resultando na obtencao
de PsC com propriedades especificas.®?

Dos elementos mais utilizados para a dopagem, o nitrogénio ocupa lugar de destaque.
Qu et al.®® mostraram que da utilizagdo de acido citrico como fonte de carbono e
etilenodiamina e ureia como fonte de nitrogénio na sintese de PsC, foram obtidos
nanomateriais com rendimentos quanticos superiores comparativamente aos PsC nao
dopados (& = 22% vs. 94%).%°

Recentemente, varios nanomateriais modificados com acidos borénicos foram utilizados
em aplicagbes biomédicas, nomeadamente na separacgéo selectiva de glicopéptidos e

glicoproteinas, agentes terapéuticos para tratamento do cancro e diabetes.®’
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1.6.3 Propriedades Fotofisicas e Oticas

Os PsC exibem propriedades oticas semelhantes, apesar das diferencas nas suas
estruturas, métodos de sintese, dopagem com heteroatomos, precursores e ambiente
quimico. As técnicas mais expeditas para obter informacéo sobre a estrutura quimica e
o comportamento de absorcdo/emissdo dos PsC sdo técnicas espetroscéopicas,
nomeadamente espetroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis) e fluorescéncia de estado
estacionario.%368

Geralmente, os PsC apresentam amplos maximos de absor¢cédo ética na regidao do
ultravioleta (UV) (250-350 nm), conjuntamente com uma fraca cauda de absor¢cdo na
regido do visivel nos espetros de UV-Vis. No espetro de UV-Vis, os PsC exibem duas
bandas de absorgéo caracteristicas, uma entre 230-270 nm, com origem em transi¢des
n-n* das ligacbes C=C do nucleo de carbono e outra entre 300-340 nm, geralmente
atribuivel a transigdo n-n* dos grupos carbonilo de superficie. Estas transi¢cdes exibem
uma intensa capacidade de absorcao na regido do UV, apesar da auséncia ou fraca
ocorréncia de emissao de fluorescéncia devido a existéncia de lacunas.5'5265

Gedda et al.®® sintetizaram PsC a partir de cascas de camarao obtendo duas bandas de
absor¢cdo a 280 e 330 nm, com origem na ftransicdo eletrénica n-n* e n-n*,
respetivamente, indicando a presenca de ligagdes C=C e C=0. Mehta et al.”® também
obtiveram resultados semelhantes com duas bandas de absor¢ao a 250 nm e 300 nm
em PsC sintetizados a partir de sumo de maga.%?"*

A maioria dos PsC, preparados por oxidacao eletroquimica, microondas e/ou ultrassons,
exibem uma banda de absorgcdo carateristica entre 260-320 nm. No entanto,
Li et al.”? verificaram que a absorvancia dos PsC sofreu um desvio batocrémico apos a
passivagdo da superficie com 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina (TTDDA) ou
organosilano (350-550 nm e 340-410 nm, respetivamente).

A fotoluminescéncia € uma das caracteristicas mais fascinantes dos PsC, pelo que
muitos investigadores tém proposto varias explicagbes da sua origem, como os efeitos
de confinamento quantico, defeitos de superficie, grupos funcionais e o grau de
passivagao na superficie. Contudo, os estudos das propriedades 6ticas dos PsC sao
controversos, uma vez que os mecanismos exatos da fotoluminescéncia continuam por
definir. Uma propriedade unica da fotoluminescéncia dos PsC é a sua dependéncia do
comprimento de onda de excitagdo com o comprimento de onda de emissao e respetiva
intensidade.”?

Em geral, os PsC emitem no azul sob iluminagédo de luz UV, existindo também
nanomateriais com emissao na regido do verde, amarelo e vermelho.” Por exemplo,

Qu et al.”* obtiveram PsC com emissao no laranja e @ de 46%, a partir de acido citrico
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€ ureia como precursores por processo hidrotérmico, na presenca de
N, N-dimetilformamida.

A fluorescéncia dos PsC depende do estado molecular, cuja avaliacdo é feita
observando os espetros de UV-Vis destes fluoréforos, os quais exibem sempre uma
banda gaussiana muito carateristica, com o espetro de emissdo independente do
comprimento de onda de excitagdo, podendo a fluorescéncia proveniente do estado
molecular ser reduzida apés procedimentos de purificagdo por didlise.”

Alguns estudos indicam que o estado do nucleo de carbono dos PsC possui um
rendimento quantico inferior, mas uma fotoestabilidade mais forte, em comparagao com
o estado molecular. A carbonizacdo do nucleo € sempre incompleta e a sua estrutura
deve conter redes poliméricas, hidrocarbonetos policiclicos, grafite dopada com
heteroatomos, entre outros. Assim, o efeito de confinamento quéntico ndo pode ser
rigorosamente seguido na maioria dos casos, pois muitos outros factores podem afetar
as propriedades de fotoluminiscéncia dos PsC e o efeito do centro de carbono ficar
dissimulado por outros centros com forte luminescéncia.” "

Foi também demonstrado que a fluorescéncia dos PsC oxidados depende do seu
tamanho, observando-se nos espetros de excitacdo e de emissdo, um desvio para o
vermelho quando ocorre um aumento do seu peso molecular. Num outro estudo, onde
foi explorada a fotoluminescéncia visivel de PQsG com diferentes formas e tamanhos
(5-35 nm), foi possivel observar a dependéncia do tamanho e da forma na
fotoluminescéncia. O aumento do tamanho dos PQsG originou um deslocamento do Aem
para o vermelho. Adicionalmente, na mesma gama de dimens&o, a absorcdo maxima
ocorreu a comprimentos de onda superiores e a intensidade diminuiu com o aumento
do tamanho dos PQsG."®

Outra caracteristica importante dos PsC € a sua fotoestabilidade, ou seja, ndo se
observa degradagao significativa de fluorescéncia quando irradiados durante longos
periodos a um dado comprimento de onda, tornando-os adequados para aplicagbes em
imagiologia de longo prazo, onde é crucial que a intensidade de fluorescéncia seja
mantida.”’

O maior @r registado para PsC é inferior a 10%,’® no entanto, recorrendo a dopagem e

a funcionalizagéo da superficie dos PsC, o @ pode aumentar de forma significativa.’®8

1.6.4 Propriedades Biol6gicas
O carbono é um dos principais elementos presente nas biomoléculas e nas células, pelo
que a notavel biocompatibilidade exibida pelos PsC, os coloca em posicéo de destaque

face a outros nanomateriais. Apesar das propriedades dos PsC, nomeadamente
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possivel citotoxicidade, variarem significativamente em fun¢gdo dos métodos de sintese,
varios estudos mostraram o seu potencial para aplicagdes biomédicas in vitro e in vivo.>*
Zheng et al® reportaram que células de carcinoma hepatocelular humano
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia superior a 90%, apos exposi¢cao a PsC numa
concentragdo de 0.5 mgmL™, valor acima do necessario para estudos de bioimagem.
Relataram ainda que os PsC exibiram uma citotoxicidade negligenciavel para muitas
outras linhas celulares. Peng et al.”® demonstraram que concentragdes de PQsG até
50 ugmL™' ndo apresentaram toxicidade significativa para linhas celulares de cancro da
mama humano. Outro tipo de ensaios conduzidos em ratos utilizando PsC passivados
com PEG, nao revelaram alteragdes nos animais apds administracao intravenosa de 40
mg desses nanomateriais.>*

Recentemente, Sousa et al.®° reportaram nanopontos de carbono fluorescentes obtidos
a partir de bagago de azeitona que revelaram citotoxicidade negligenciavel quando
testados in vitro para duas linhas celulares ndao-tumorais e tumorais de mamiferos, L929
e Hela, respetivamente.

O método colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio
(MTT) é um método estabelecido para determinar a viabilidade de culturas em estudos
de proliferacéo celular e de citotoxicidade. Este ensaio baseia-se na reducio dos sais
de tetrazdlio, MTT, a formazan, catalisada por desidrogenases mitocondriais em células
metabolicamente ativas, sendo a quantidade de formazan produzida diretamente
proporcional ao numero de células vivas expostas ao MTT.8182

Por ser rapido, pratico e econdmico, tem sido um dos métodos mais utilizados para
quantificacdo de células viaveis em meios de cultura. No entanto, foram identificados
varios parametros que podem afetar o metabolismo celular e outros factores que
modificam significativamente a atividade especifica para o MTT, podendo originar
resultados pouco precisos. Por conseguinte, € essencial estabelecer parametros de
ensaio com controlos adequados para cada linha celular, visando otimizar as condi¢des
de teste e minimizar erros experimentais. Estes pardmetros devem incluir densidades
celulares adequadas, selecdo do meio de cultura apropriado, bem como de

concentragdes de MTT e de tempos de exposi¢édo 6timos.8"82

1.6.5 Aplicagoes

As excelentes propriedades oticas e bioldgicas exibidas pelos PsC tém despertado
interesse na sua utilizagdo em areas muito diversificadas, nomeadamente em
bioimagiologia, em fotocatalise, em (bio)sensores, em optoelectronica, como agentes

antimicrobianos, entre outras.
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1.6.5.1 Sensores Quimicos e Biossensores

Os PsC demonstraram um notavel potencial em aplica¢des sensoriais, dado que podem
ser sintetizados de forma a responder seletivamente a analitos especificos,
designadamente na detecao de ides metalicos, biomoléculas®’ e poluentes ambientais,®
bem como a alteragdes de pH. Esta sensibilidade torna-os ferramentas valiosas para a
concecao de sensores e (bio)sensores de elevada precisao e especificidade.

A sua versatilidade e facilidade de funcionalizagdo permitem o desenvolvimento de
plataformas de detecio portateis e econdmicas para uma vasta gama de aplicacoes,
incluindo a monitorizagcdo ambiental e o diagnéstico médico, designadamente na
detegdo de proteinas hémicas, como a hemoglobina.?*’° Qu et al.®* sintetizaram NPsC
por métodos hidrotérmicos utilizando acido ascoérbico como fonte de carbono, que
demonstraram elevada sensibilidade e seletividade para esta proteina,
comparativamente a detegao de caseina ou de albumina do soro bovino.%38

A utilizacdo de PsC na detegao de ides essenciais a varias fungdes no metabolismo
celular tem sido amplamente explorada; refira-se por exemplo, a monitorizacdo de
Cu(ll), idao essencial como cofator de numerosas enzimas e cuja deficiéncia pode
conduzir ao desenvolvimento de diversas doengas como Alzheimer e lesdes hepaticas.
Zheng et al.** reportaram que NPsC funcionalizados com poli(etilenoimina) ramificada
foram utilizados no desenvolvimento de um sistema de detecédo de Cu(ll) rapido, fiavel

e seletivo com um limite de detegdo de 6 nM.>*

1.6.5.2 Optoelectrénica

Os PsC emergiram como materiais versateis e promissores no dominio da
optoelectronica dado que exibem propriedades de fotoluminescéncia notaveis, emitindo
luz numa vasta gama de comprimentos de onda. Esta propriedade impulsionou a sua
integracdo em dispositivos emissores de luz, incluindo LEDs. Os seus espetros de
emissao sintonizaveis, a elevada pureza de cor e a sua facil sintese abrem caminhos
para o desenvolvimento de tecnologias LED eficientes e personalizaveis. Os PsC podem
melhorar a precisdo da cor, a eficiéncia energética e a estabilidade dos LEDs,
contribuindo para avangos em solugdes de iluminacdo, ecrds e sistemas de

comunicacgao visual %286

1.6.5.3 Bioimagiologia

Uma das aplicagdes mais auspiciosas dos NPsC é no dominio da bioimagiologia. As
suas excecionais propriedades fluorescentes, estabilidade, biocompatibilidade e baixa
toxicidade torna-os excelentes candidatos para a marcacdo de varias biomoléculas,
células e até organismos, assegurando que o processo de imagiologia nao perturba o

comportamento natural ou a viabilidade das amostras biologicas em estudo.®®
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A possibilidade de modelar o comprimento de onda de emissao variando o comprimento
de onda de excitacao, permite a multiplexagem, também conhecida por multiplexagao,
uma técnica que possibilita marcar e monitorizar varios componentes celulares em
simultdneo, capacidade que revolucionou o campo da bioimagem, por permitir a
visualizacdo de interagdes celulares complexas e processos dinAmicos em sistemas
vivos.5%67

Células de rim de porco (LLC-PK1) foram utilizadas para testar a utilidade dos NPsC em
imagiologia celular e os NPsC foram detetados na membrana celular e no citoplasma,
provavelmente apos internalizagdo por endocitose.”? Observou-se emissdo de
fluorescéncia na regidao do vermelho nas células LLC-PK1 que tinham sido cultivadas
num meio contendo 1.2 mgmL’' de NPsC durante 24 h, quando excitadas a
comprimentos de onda entre 510-530 nm, ndo se verificando qualquer emissao de
fluorescéncia nas células livres de PsC quando excitadas na mesma gama de
comprimento de onda. A elevada intensidade de fluorescéncia detetada nas células
demonstrou a estabilidade dos NPsC, confirmando a sua manutencdo em meios de
elevada forca idnica e a viabilidade celular média determinada foi superior a 95%, para
uma concentragdo de NPsC até 1.8 mgmL™'. Estes resultados revelaram que os NPsC
exibem melhor biocompatibilidade do que os pontos quénticos."

Os NPsC comparativamente aos pontos quanticos semicondutores, apresentam
multiplas vantagens, incluindo propriedades oticas comparaveis, boas estabilidades
quimica e fotoquimica, sendo a auséncia de toxicidade uma das vantagens mais
relevantes, uma vez que os pontos quanticos possuem metais pesados, conduzindo a
problemas de toxicidade para a saide humana e para o meio ambiente. Assim, os NPsC
sdo cada vez mais utilizados na visualizagdo de sistemas biolégicos in vitro e in vivo,
contudo, como os agentes de passivacao aplicados na sintese dos NPsC podem nao
ser totalmente indcuos, os mesmos devem ser empregues em baixas concentragdes.®
Os PQsC também tém sido amplamente utilizados em imagiologia de linhas celulares
cancerigenas, verificando-se que os mesmos podem entrar rapidamente nas células
através de pinocitose ou endocitose mediada por lipidos. Devido as diferengas
estruturais dos PQsC e aos diversos tipos de células testados, os PQsC podem estar
distribuidos nas mitocondrias, lisossomas, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi
ou nucléolo.?’

De uma forma geral, os NPsC podem ser funcionalizados com ligandos ou anticorpos
especificos que se ligam seletivamente a determinados biomarcadores na superficie
das células. Esta potencialidade possibilita a imagiologia direcionada, permitindo aos
investigadores visualizar tipos especificos de células ou moléculas relacionadas com

certas doencas. No dominio do diagnéstico, a imagiologia baseada em NPsC é bastante
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promissora para a detecao precoce e na caraterizacdo de doengcas como o0 cancro, em
que marcadores moleculares especificos estdo associados a determinadas fases da

doenga.526567

1.6.5.4 Atividade Antimicrobiana

A emergéncia e prevaléncia de bactérias resistentes a antibioticos representa
atualmente uma séria ameacga para a saude publica global. Face as crescentes
preocupacdes e a necessidade de novas abordagens terapéuticas para combater as
infecbes causadas por microrganismos multirresistentes, os NPsC surgem como uma
aposta promissora para enfrentar este desafio. Os NPsC apresentam propriedades
antibacterianas e antifungicas inerentes e os dados disponiveis sugerem que 0s seus
efeitos antimicrobianos resultam de multiplos mecanismos. A sua dimensao tipicamente
na escala nanométrica favorece a interacdo com as membranas das células
microbianas, perturbando a sua fungdo e integridade estrutural e conduzindo a lise
celular. Adicionalmente, os NPsC podem produzir espécies reativas de oxigénio
(Reactive Oxygen Species, ROS) quando expostos a luz, o que pode causar stress
oxidativo resultando em danos nas células microbianas. Esta abordagem de dupla agéo
aumenta o seu potencial antimicrobiano e reduz a probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia.526587

Também a intensidade da fluorescéncia e o comprimento de onda de emisséo dos varios
tipos de PQsC séao influenciados pelos microrganismos existentes, pelo que, na
presenca de populagdes bacterianas mistas, os PQsC fluorescentes podem ser
utilizados como uma ferramenta seletiva de espécies diferentes, funcionando como
sonda/marcador fluorescente de bactérias. Atualmente, os PQsC tém sido aplicados em
imagiologia de diferentes células microbianas, citando-se como exemplos Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, leveduras, entre outros.®”
Shahshahanipour et al.®® exploraram duas espécies de bactérias, Escherichia coli
(Gram-negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva) para testar a capacidade
antibacteriana de NPsC obtidos por processos hidrotérmicos utilizando como precursor
a planta Hena (Lawsonia inermis) em diferentes concentragdes. Os resultados
revelaram que para concentragdes muito baixas de precursor (100 ugmL™), os NPsC
atuaram como bactericidas tanto para bactérias Gram-positivas como Gram-negativas.
Shahshahanipour et al.® anteciparam que a morte bacteriana podera ter ocorrido devido
ao tamanho dos NPsC e a sua elevada relagéo superficie/volume, podendo causar
danos nas membranas ou produzirem radicais livres e espécies oxidantes levando a

morte bacteriana. 5288
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1.7 Sintese de Nanomateriais de Carbono a partir de Microalgas

Ao longo dos anos, as microalgas tém sido uma fonte de compostos uteis utilizados
principalmente como alimentos e suplementos dietéticos. Atualmente, a sintese de
nanomateriais de carbono surge da necessidade de substituir materiais perigosos por
recursos alternativos ecologicamente mais sustentaveis e economicamente viaveis.®®
Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica tem assim direcionado a sua ateng¢ao na
sintese de nanoparticulas obtidas a partir de diferentes precursores, através da
valorizagdo de residuos de diversas origens como alternativa a sintese quimica
convencional. Até ao momento, uma grande diversidade de fontes de carbono,
nomeadamente enzimas, extratos de plantas, residuos alimentares e agroflorestais,
bactérias, algas e fungos, entre outros, tém sido utilizados na producdo de
nanoparticulas.56:58:89

Esta nanotecnologia verde representa uma tecnologia altamente promissora com uma
ampla gama de aplicacbes na area farmacéutica, ao proporcionar uma relagédo
superficie/volume significativamente maior comparativamente as nanoparticulas
produzidas por processos quimicos mais convencionais.®” Nanoparticulas sintetizadas
a partir de algas foram descritas na literatura e as mesmas revelaram-se eficazes no
tratamento e prevengdo de infe¢des causadas por microrganismos resistentes a
antibidticos.®

A sintese de NPsC a partir de microalgas apresentam varias vantagens, sendo uma
fonte de matéria-prima renovavel e de rapido crescimento, reduzindo a dependéncia das
fontes de carbono tradicionais, nomeadamente de combustiveis fosseis, conduzindo a
um processo mais ecolégico devido ao seu alto teor de carbono. Os processos de cultivo
e a carbonizac&o de microalgas podem considerar-se rentaveis, especialmente quando
comparados com os métodos tradicionais que requerem materiais precursores
dispendiosos ou equipamento sofisticado.®:8

Uma outra vantagem reside no facto de facilmente poder implementar-se um aumento
de escala, uma vez que as microalgas podem ser cultivadas em grandes quantidades
utilizando biorreatores, o que as torna uma matéria-prima escalavel para a sintese de
nanomateriais de carbono. &89

As propriedades Unicas dos nanomateriais de carbono derivados de microalgas poderao
abrir novos caminhos para aplicagdes diversificadas, nomeadamente em aplicagdes
biomédicas, como biossensores, em bioimagiologia, em sistemas de libertacao
controlada de farmacos ou como agentes antimicrobianos.®

Contudo, a sintese de NPsC a partir de microalgas pode ser um processo complexo,

que requer um controlo criterioso de varios parametros reacionais.
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Embora as microalgas oferecam propriedades unicas, podem nem sempre ser a
matéria-prima mais adequada para uma dada aplicacao, pelo que fontes alternativas de
carbono ou métodos de sintese diferenciados estdo em permanente
desenvolvimento.89.90.91

As algas vermelhas, como referido anteriormente, sdo maioritariamente utilizadas
como fonte de alimento em varios paises devido ao seu sabor diferenciado, aos
elevados teores de proteinas e vitaminas, podendo a sua presenca minimizar e
estabilizar a produgdo de NMsC.8° A produgdo de nanoparticulas a partir de algas
vermelhas marinhas esta ainda por isso numa fase inicial de desenvolvimento devido a
fendbmenos de agregacdo, ao crescimento lento e a problemas de estabilidade. A
Porphyra vietnamensis € uma espécie de macroalga vermelha que tem sido investigada
exaustivamente pela sua capacidade de gerar varios tipos de nanoparticulas, gragas a
existéncia de um potencial agente redutor, como sdo os polissacaridos sulfatados.®?
Na generalidade, a sintese de NMsC a partir de microalgas é ainda uma area de
investigagcdo emergente, existindo desafios continuos na otimizagcdo do processo, na
reprodutibilidade dos ensaios, bem como o intuito do sempre desejavel, aumento de
escala, tendo como foco os principios da Quimica Verde e do desenvolvimento de

materiais sustentaveis.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO
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2.1 Preambulo

Neste capitulo serdo apresentados os processos empregues na sintese de NPsC
recorrendo a microalga vermelha como fonte de carbono. Os ensaios foram realizados
utilizando a cultura direta de P. cruentum, a biomassa seca e a biomassa humida,
designando-se ao longo do texto por C_Porphy.cr., BS_Porphy.cr.,, BH_Porphy.cr.,
respetivamente. Numa fase posterior, a biomassa foi lavada e seca, tendo sido
igualmente utilizada na sintese de NPsC (BH_APL_Porphy.cr. e BS_APL_Porphy.cr.).
A caracterizagao fisico-quimica da matéria-prima foi realizada para quantificacdo dos
compostos extra e intracelulares, sendo que os extracelulares se encontram presentes
no sobrenadante.

A avaliacao foi realizada nos respetivos lotes fornecidos, sendo o 1° lote designado por
1_SB_Porphy.cr. e 0 2° lote por 2_SB_Porphy.cr.; ja os compostos intracelulares estao
presentes nas fracdes obtidas apds extracdo MSE, tendo sido designados por
S_MSE_Porphy.cr. Esta caracterizagao consistiu na determinagéo dos sélidos totais,
flavonoides, compostos fendlicos totais, polissacaridos proteinas, cinzas e lipidos.
Foram também obtidos os espetros de FTIR da biomassa resultante dos
processamentos anteriormente referidos.

Os NPsC produzidos através de processos hidrotérmicos, quer em reator de alta
pressdo, quer por irradiagcdo assistida por microondas e em mufla, foram
caracterizados por FTIR e ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN 'H).
Foram também avaliadas as suas propriedades fotofisicas utilizando técnicas
espetroscopicas de ultravioleta-visivel (UV-Vis) e de fluorescéncia de estado
estacionario. Perspetivando potenciais aplicagbes bioldgicas, foi estudada a atividade
antioxidante dos NPsC, utilizando os métodos dos radicais ABTS e DPPH e também
foi explorada a capacidade quelante de ferro (Il). Nos NPsC que exibiram melhor
rendimento quantico foi avaliada a sua atividade antimicrobiana e a citotoxicidade in
vitro em diferentes linhas celulares (n&o-tumorais e tumorais), acompanhada por
microscopia de fluorescéncia com a pretensdo de explorar o seu potencial para

aplicacdes em bioimagiologia.
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2.2 Caracterizagao da Matéria-Prima (Cultura de P. cruentum)

2.2.1 Quantificagcao de Sélidos Totais

Quantificou-se o teor de sdlidos totais da cultura de P. cruentum, (ca. 40 mL) nos
diferentes lotes (Tabela 2). Estes valores serviram de base aos calculos necessarios
para a realizagao das reacdes de carbonizagdo (em reator de alta-presséo, em reator

de microondas e em mufla) na presenca de varios aditivos.

Tabela 2 - Quantificagdo dos sodlidos totais dos
lotes da cultura de P. cruentum.

P. cruentum Solidos Totais (mgmL-1)
Lote 1 32.62
Lote 2 32.43

2.2.2 Quantificagao do Teor de Cinzas Totais
A determinacdo das cinzas permitiu quantificar o teor de materiais inorganicos
presentes na cultura de P. cruentum em estudo (Tabela 3). Este teor foi determinado

em ambos os lotes, segundo o procedimento descrito por Sluiter et al..>

Tabela 3 - Teor de cinzas na cultura
de P. cruentum.

P. cruentum Cinzas Totais (%)
Lote 1 86.3
Lote 2 85.6

O teor de cinzas totais nos lotes em estudo foi bastante elevado, indiciando a presenca
de uma grande quantidade de matéria inorganica e consequentemente, um baixo teor
de carbono. Dados disponiveis na literatura indicam para a P. cruentum valores entre

16.8% e 23.6%,"" valores que ndo sdo compativeis com os resultados obtidos.

2.2.3 Quantificagao do Teor de Lipidos

A quantificagado dos lipidos presentes nos lotes em estudo da cultura de P. cruentum
foi realizada por extragdo continua em Soxhlet utilizando n-hexano como solvente,
durante 5 horas, com uma carga de 3 g de biomassa previamente seca em estufa a
105 °C (Tabela 4).
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Tabela 4 - Teor de lipidos presentes na cultura
de P. cruentum.

P. cruentum Lipidos (%)
Lote 1 7.6
Lote 2 1.3

De acordo com a literatura, as algas vermelhas apresentam um teor de lipidos que
varia entre 10-47%,'S sendo os valores obtidos bastante baixos, em particular no
lote 2.

2.2.4 Quantificagdo dos Compostos Bioativos presentes na cultura de

P. cruentum

Os componentes extra e intracelulares da cultura de P. cruentum foram quantificados,
separando-se o sobrenadante da biomassa por centrifugagao. O recurso a métodos
espetrofotométricos, permitiu a sua quantificagdo, sendo o sobrenadante analisado
diretamente apds centrifugacdo e a biomassa sujeita a extracdo MSE, onde cada
fracdo obtida foi caracterizada, nomeadamente foi determinado o teor em
polissacaridos, em proteinas, em compostos fendlicos, bem como avaliada a sua
capacidade antioxidante. Os resultados obtidos do S_MSE_ Porphy.cr. representam o
somatorio dos conteldos determinados para as 5 fragdes resultantes da extracdo MSE
(FW1, FW2, FKOH, FHCI e FNaOH).

A caracterizagdo do sobrenadante foi feita individualmente para cada um dos lotes
(Tabela 5); a biomassa, devido a pouca quantidade foi caraterizada com a resultante

dos dois lotes (Tabela 6).
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Tabela 5 - Compostos bioativos presentes no sobrenadante de P. cruentum.

1_SB_Porphy.cr. 2_SB_Porphy.cr.

Concentragéo % Concentragéo %

(mg/mL) 0 (mg/mL) 0
Proteinas 0.36 1.09 0.29 0.90
Polissacaridos totais 4.94 15.21 2.61 8.03
Polissacaridos 0.39 119 0.37 112

sulfatados

Polissacaridos acidos 0.47 1.46 0.42 1.28
Lipidos 0.06 0.19 0.03 0.11
B-Glucanos n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. - ndo detetado. % (massa / massa sélidos totais na biomassa).

Tabela 6 - Compostos bioativos presentes nas fracdes de MSE obtidas a partir da
biomassa de P. cruentum.

S_MSE_Porphy.cr. Massa (mg/g biomassa) %
Proteinas 3.30 5.98
Polissacaridos totais 8.12 14.76
Polissacaridos sulfatados 1.08 1.97
B-Glucanos n.d. n.d.
Polissacaridos acidos 9.24 16.80
Lipidos 4.36 7.92

% (massa / massa solidos totais na biomassa); n.d. ndo detetado.

A biomassa que foi sujeita a extragdo por MSE apresenta os valores mais elevados
em compostos bioativos, resultado expetavel atendendo que o sobrenadante é
essencialmente meio de cultura exausto. Contudo, as etapas de congelamento e
descongelamento da amostra podem ter resultado em lise celular, pelo que é provavel
que alguns componentes bioativos quantificados no sobrenadante possam ser de
origem intracelular. Atendendo a dados reportados na literatura, os valores obtidos
para os compostos bioativos intracelulares sdo bastante inferiores, podendo esta
evidéncia ter origem na baixa concentragdo de biomassa presente na cultura, bem

como na eventual libertagdo ja mencionada destes compostos para o meio.%1%15

2.2.41 Avaliacao da Capacidade Antioxidante
A atividade antioxidante foi avaliada para os varios extratos, utilizando os métodos

descritos em 3.3.8.
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A quantificagéo de flavonoides totais e compostos fendlicos para os sobrenadantes de

cada lote (1_SB_Porphy. cr. e 2_SB_Porphy. cr.) é apresentada na tabela seguinte.

Tabela 7 - Teores de flavonoides totais e compostos fendlicos nos sobrenadantes
da cultura de P. cruentum.

Flavonoides Compostos Fendlicos

MBI (mg EC/g biomassa) (mg EAG/g biomassa)
1 SB_Porphy.cr. 3.84 +0.07 1.46 £ 0.05
2_SB_Porphy.cr. 3.92+0.29 1.25+0.18

Os conteudos totais de compostos fendlicos e flavonoides dos extratos de algas
marinhas podem variar significativamente com o método de extragdo utilizado.™
Assim, o método de extragdo desempenha um papel crucial na quantificacdo destes
componentes, atendendo as diferencas de solubilidade nas condi¢cbes de temperatura
e pH impostas nas varias etapas envolvidas no processo extrativo. A etapa onde a
extracado é realizada com agua quente e da qual resulta a fragdo FW2 revela teores

superiores desses compostos (Tabela 8).

Tabela 8 - Teores de flavonoides e compostos fendlicos das fragdes obtidas na
extragdo MSE da biomassa de P. cruentum.

Fragio cbidaem SE ( fluanedes | Compostes Fendloos (mg
FwW1 1.36 £0.17 0.04 £0.0
FwW2 3.04 £0.18 0.05+0.01
FKOH 0.51+£0.02 0.04+0.0
FHCI 0.70 £ 0.04 0.03+£0.02
FNaOH 0.16 £ 0.07 n.d.
S_MSE_Porphy.cr. 576 +£1.14 0.16 £ 0.01

Tabela 9 - Teores de flavonoides e compostos fendlicos no sobrenadante e
biomassa de P. cruentum.

Amostra % Flavonoides % Compostos Fendlicos
1 _SB_Porphy.cr. 0.55 0.17
2_SB_Porphy.cr. 0.56 0.14
S_MSE_Porphy.cr. 10.47 0.24

% (massa / massa soélidos totais na biomassa).

Os teores de flavonoides e compostos fendlicos na biomassa sdo superiores

comparativamente aos teores observados no sobrenadante (Tabela 9), contudo
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bastantes inferiores aos de compostos fendlicos reportados para a biomassa de
P. cruentum apds extragdo com etanol, n-hexano ou metanol.®

Os polissacaridos sulfatados presentes na microalga P. cruentum sao os principais
responsaveis pela sua capacidade antioxidante.'> Os resultados obtidos revelaram
uma baixa percentagem de polissacaridos sulfatados ca. 2 %, quer no sobrenadante
quer na biomassa (Tabela 5 e Tabela 6), que aliados aos teores de flavonoides e
compostos fendlicos determinados antecipavam uma baixa resposta antioxidante. De
acordo com a literatura, durante o crescimento da P. cruentum ha produgdo de
polissacaridos extracelulares sulfatados,® desta forma era de esperar que o teor destes
polissacaridos fosse superior no sobrenadante, o que nao se verificou. Contudo,
apesar de reduzida, foi observada atividade antioxidante (método radical ABTS) mais
elevada no sobrenadante (1.10£0.0 mg ET/ g biomassa), face a obtida para a fragédo
FKOH de MSE (0.02+0.10 mg ET/ g biomassa), que foi a unica que exibiu essa
atividade.

Como anteriormente referido, o processo de congelamento/descongelamento da
amostra, podera ter originado lise celular, direcionando componentes intracelulares,
responsaveis pela atividade antioxidante, para a fragao de sobrenadante.

Pelo método do radical DPPH, n&o foi detetada atividade nos sobrenadantes nem nas
fracoes MSE.

2.2.5 Caracterizagao Estrutural

A caraterizagao estrutural dos lotes da cultura de P. cruentum, da biomassa seca (antes
e apods lavagem e designadas ao longo do texto por C_Porphy.cr._1lote,
C_Porphy.cr._2lote, BS_Porphy.cr. e BS_APL_Porphy.cr., respetivamente), foi

realizada por espetroscopia de FTIR (Figura 9 e Figura 10).
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——— C_Porphy.cr_1lote
C_Porphy.cr_2lote

Absorvancia/ u.a.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda/cm-t

Figura 9 - Espetros de FTIR da cultura de P. cruentum em pastilha de KBr.

A andlise dos espetros revela um perfil muito semelhante para ambos os lotes,
destacando-se como bandas mais relevantes uma banda alargada a ca. 3405 cm
(OH), com ombro a 3240 cm™' (NH de amida), 2970 e 2930 cm™' (=C-H e C-H de grupos
alquilo), 1650 cm™ (C=0 de acidos e amidas e C=C), 1552, 1453 e 1380 cm™ e ainda

a 1160 cm™ (C-0).

—— BS_APL_Porphy.cr
——— BS_Porphy.cr

Absorvancia/ u.a.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda/cm™?

Figura 10 - Espetros de FTIR da biomassa de P. cruentum antes e apds
lavagem em pastilha de KBr.
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Conforme observado nos espetros anteriores (Figura 9), o perfil volta a ser muito
similar, embora seja notéria uma maior evidéncia das bandas respeitantes as
vibragdes de C-H e =C-H a ca. 2942, 2928, 2850 cm™ na biomassa apds lavagem,
com manutengédo em ambas da banda alargada de OH a 3415 cm™ e C=0/C=C a ca.
1640 cm™.

2.3 Sintese e Caracterizacao de NPsC a partir da Microalga P. cruentum
A sintese dos NPsC foi realizada através de métodos sustentaveis, designadamente
por carbonizacao hidrotérmica com aquecimento convencional, recorrendo a utilizagao
de um reator de alta pressao, por carbonizagao hidrotérmica assistida por irradiacao
microondas realizada em reatores de microondas monomodo e microondas doméstico
e também carbonizagdo com recurso a aquecimento em mufla. Na sintese por
aquecimento convencional foram utilizados 3 tipos de amostra, designadas ao longo
do texto por C_Porphy.cr., BS Porphy.cr., BH_Porphy.cr.. Os NPsC obtidos por
carbonizacdo hidrotérmica assistida por microondas e aquecimento em mufla,
utilizaram a BS_Porphy.cr. como precursor. As misturas reacionais obtidas foram
filtradas por membrana de celulose regenerada 0.2 ym e purificadas por extragao

liquido-liquido com solventes organicos (CH2Cl, e AcOEY).

2.3.1 Sintese por Carbonizagido Hidrotérmica com Aquecimento
Convencional

Foram realizados varios ensaios no reator de alta pressdo, variando as condigoes
operatdrias, designadamente o tipo de aditivo, o racio aditivo/biomassa, a temperatura,
o tempo de residéncia e as condi¢cdes de arejamento e ainda as condi¢des fisicas da
amostra. Na sintese com C_Porphy.cr. (120 mL) foram utilizados diferentes aditivos
como fonte de nitrogénio: etilenodiamina (ED), ureia, melamina (ML),
para-fenilenodiamina  (p-PD) e orto-fenilenodiamina (o0-PD). A avaliagcéo
espetroscopica dos NPsC produzidos revelou maior intensidade de fluorescéncia com
Aexe = 340 nm e nalguns casos, a comprimentos de onda ligeiramente superiores
(360 nm).

Considerando o rendimento quéntico de fluorescéncia como um dos parametros mais
relevantes para determinadas aplicagbes, avaliou-se o efeito da variagdo do racio
aditivo/biomassa no rendimento quantico. Os NPsC obtidos com racio massico de ED

0.16 demonstraram, em geral, valores de rendimento quantico mais elevados, quando
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comparados com racios massicos superiores (até 0.32), mantendo inalteradas as
restantes condi¢bes reacionais (temperatura e tempo de residéncia).

O efeito da temperatura na sintese dos NPsC foi igualmente avaliado (Tabela 10).

Tabela 10 - Efeito da temperatura no rendimento quantico e massico dos NPsC.2)

T (°C) Rendimento Massico NPsC (%)  Teor de Sélidos (mgmL™1) @r (340nm)
200 78.4 33.04 0.09*
250 70.4 37.74 0.12

@ Condigdes operatorias: C_Porphy.cr. (120 mL), ED (10.65 mmol), racio méassico (ED/C_Porphy.cr.) = 0.16, 6 h, com
agitagdo. *Aexc = 360 nm.

Do tratamento hidrotérmico a temperatura mais baixa, verificou-se uma diminuicdo do
rendimento quéantico, podendo concluir-se que os melhores rendimentos quanticos
foram alcangados a temperaturas superiores (até ca. 16 %; vide adiante), resultados
ndo concordantes com o reportado na literatura,®® onde é referido que o aumento de
temperatura promove a degradacdo das espécies emissivas, resultando numa
diminui¢cdo do @ dos NPsC.

Da analise dos espetros de FTIR (Figura 11) verifica-se que com o aumento da
temperatura, as bandas a ca. 2975 e 2955 cm™, referentes a extensao das ligagdes N-

H e C-H tornam-se mais pronunciadas.

—250°C

Absorvancia/u.a

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda /cm™

Figura 11 - Espetros de FTIR dos NPsC a diferentes temperaturas em
pastilha de KBr.

Um outro parametro em avaliacdo foi o tempo de residéncia, ndo se observando

incremento no rendimento quéntico para tempos de reagcdo mais prolongados

38



Resultados e Discussao

(4 hvs. 6 h) (Tabela 11). Tempos mais prolongados poder&o ser explorados atendendo
ao seu beneficio na criacdo do nucleo de carbono e consequentemente, nas

propriedades odticas inerentes.%

Tabela 11 - Efeito do tempo de reagédo e da temperatura no rendimento quantico e massico dos NPsC.?

Rendimento Massico

t (h)/T (°C) @r (340 nm) Teor de Sélidos (mgmL™?)

NPsC (%)
4/200 0.08 74.3 31.92
4/250 0.16 72.8 33.15
6/200 0.09 78.4 33.04
6/250 0.159 74.6 37.74

@ Condigcbes operatérias: C_Porphy.cr. (120 mL), ED (10.65 mmol), racio massico (ED/ C_Porphy.cr.) = 0.16, com
agitacio; ® e = 360 nm; ® média dos ensaios.

Considerando que a funcionalizacdo da superficie de carbono, com espécies de
nitrogénio, potencia as propriedades luminescentes dos NPsC, foi explorado o impacto
de diferentes aditivos (Ureia, ML, p-PD e o0-PH) (Tabela 12) nas suas propriedades

oOticas.

Tabela 12 - Efeito da natureza do aditivo no rendimento quéantico e massico dos NPsC2),

AETTvE RAcio D Rendimento Massico Teor de Sélidos
(Aexc=340nm) NPsC (%) (mgmL™)
- - 0.06 90.1 32.65
0.16 0.12 70.4 37.74
ED
0.32 0.15 72.5 39.24
0.16 0.07 81.7 33.71
Ureia
0.32 0.07 49.7 32.09
0.16 0.05 66.0 29.98
ML
0.32 0.07 55.8 29.41
0.16 0.01 62.5 30.01
p-PD
0.32 0.03* 55.2 30.57
o-PH 0.16 0.07 70.1 31.91

*Jexc = 360 Nm; @ CondigBes operatdrias: C_Porphy.cr. (120 mL), 250 °C, 6 h, com agitag&o.

Nenhuma das aminas testadas (com excecdo para a ED conforme ja referido

anteriormente) contribuiu positivamente para o incremento do rendimento quéantico,
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quando comparados os valores dos @& dos NPsC com o obtido na auséncia de
qualquer aditivo (ca. 0.06), sendo que na presenca da p-PD se obtém &k inferiores
para qualquer um dos racios testados (0.01 e 0.03 para racios 0.16 e 0.32,
respetivamente).

A ED demonstrou ser a fonte de nitrogénio que originou NPsC com maior
luminescéncia, em particular para um racio massico de 0.32, sendo que valores mais
elevados (até 0.64) ndo mostraram qualquer mais-valia no rendimento quéantico. As
reacdes foram realizadas sempre com as mesmas condi¢des operatorias, i.e., 120 mL
de C_Porphy.cr., 250 °C, 6 h com agitacdo e em atmosfera oxidativa, fazendo apenas

variar o racio ED/C_Porphy.cr. (Tabela 13).

Tabela 13 - Efeito da quantidade de ED no rendimento quantico e massico dos NPsC2).

Rendimento Massico

Racio D~ (Aexc=340nm) Teor de Sélidos (mgmL™t)

(NPsC %)

— 0.06 90.1 32.65
0.08 0.11 82.5 32.92
0.16 0.12 70.4 37.74
0.32 0.15 725 39.24
0.64 0.17 68.3 37.60

a Condigdes operatorias: 250 °C, 6 h.

O incremento do racio de ED mostra um aumento progressivo do rendimento quantico,
acompanhado pelo teor de solidos, embora haja uma diminuicdo dos rendimentos
massicos dos NPsC.

Paralelamente foram realizados ensaios em duplicado para cada um dos racios
massicos, de forma a avaliar a reprodutibilidade dos ensaios (Tabela 14), podendo
considerar-se os resultados aceitaveis atendendo a heterogeneidade da matriz em

estudo.
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Tabela 14 - Ensaio em duplicado para diferentes racios massicos de ED?).

Ensaio Racio (ﬂexc:(?,pZOnm) Rendim?stg ol\/lol;;lssico Teor de Sélidos (mgmL-')
1 0.11 82.5 28.5
2 0.08 0.14 86.4 35.8
1 0.12 70.4 377
2 0.16 0.16 80.9 334
1 0.15 62.4 39.2
2 0.32 0.16 71.3 33.5
1 0.15 63.6 38.9
2 0.64 0.14 65.1 40.9

a) Condigdes operatorias: 250 °C, 6 horas.

O impacto do desarejamento foi também avaliado em condigdes de carbonizagao
hidrotérmica tipicas, ndo se observando um efeito significativo nas propriedades dos
NPsC (Tabela 15).

Tabela 15 - Efeito da natureza da atmosfera nas caracteristicas dos NPsC.

Atmosfera  @r (4..=340nm) Rendimento NPsC (%) Teor de Solidos (mgmL?t)

Ar 0.16 80.9 33.40

N2 0.18 76.4 30.99

Dado que a proveniéncia da biomassa da microalga e os procedimentos que
envolvem a sua obtengdo, particularmente a etapa de centrifugacao para separagao
da biomassa do meio nutriente, influenciam de forma significativa as suas
propriedades fisico-quimicas, foram sintetizados NPsC utilizando a biomassa humida
e seca, designando-se por BH_Porphy.cr. e BS_Porphy.cr., respetivamente. Assim,
nos ensaios de carbonizagao foi utilizada biomassa direta da centrifugagao (biomassa
humida e seca) e também biomassa que, apds a centrifugagéo foi previamente lavada
e posteriormente seca para ser utilizada como precursor na sintese de NPsC
(BS_APL_Porphy.cr.) e utilizada diretamente ap6s lavagem (BH_APL_Porphy.cr.).

Os resultados obtidos em cada sintese encontram-se descritos na Tabela 16.
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Tabela 16 - Efeito da origem da matéria-prima no rendimento quéntico e massico dos NPsC.

Matéria-Prima Racio Teo(rntl:lgen?t"ﬁi)d 0s Rendim:;éo(:\/l‘l, ;issico @F (Aexc 340 nm)
BH_Porphy.cr. 0.16 2.59 5.13 0.07
BS_Porphy.cr. 0.16 28.99 63.70 0.16
BS_Porphy.cr. 0.32 2542 51.00 0.20
BH_Porphy.cr. 0.32 3.67 6.12 0.05
BH_APL_Porphy.cr. 0.16 1.95 4.22 0.05
BS_APL_Porphy.cr. 0.16 23.85 52.57 0.15

Verifica-se que ao utilizar a biomassa humida sem e com lavagem, ha uma diminuigéo
significativa do teor de sodlidos, no rendimento massico em NPsC e também no
rendimento quantico; contudo, mesmo para a biomassa seca, os rendimentos
massicos em geral sdo mais baixos que os obtidos para os NPsC sintetizados

utilizando a cultura direta (C_Porphy.cr.) (Tabela 13).

2.3.2 Carbonizacao Hidrotérmica Assistida por Irradiagcao Microondas

A carbonizagao hidrotérmica de biomassa assistida por irradiagdo microondas (CHMw)
para a sintese de NPsC foi também explorada, utilizando apenas a BS_APL_Porphy.cr.
como precursor. Os ensaios foram realizados em reatores monomodo em vials de
10 mL (CHMw_10) e 30 mL (CHMw_30) de capacidade maxima, tendo também sido
utilizado um reator doméstico.

Nos ensaios realizados nos reatores monomodo, avaliou-se o efeito do tempo de

reagao, variando o tempo entre 5 e 60 min (Tabela 17 e Tabela 18).

Tabela 17 - Efeito do tempo de reagdo no rendimento quantico e massico dos NPsC obtidos por
CHMW_102

Ensaio t (min) Teo(rn?;mSIf')_lli)dos Rendim::éo((l)\//{l)?ssico @ (Aexe 380 nM)
NPsC_Mw_5 5 28.4 19.6 0.05
NPsC_Mw_10 10 28.2 324 0.06
NPsC_Mw_20 20 24.0 30.3 0.07
NPsC_Mw_30 30 26.0 32.9 0.06

3 Condigdes operatdrias: 150 mg BS_APL_Porphy.cr., 4.5 mL agua, 150 °C, 27 uL ED.

Nos ensaios realizados nos vials de menor capacidade, foi possivel observar que o
tempo de reagdo nao teve impacto significativo nas caracteristicas 6ticas dos NPsC.

Comparativamente com os NPsC obtidos por tratamento hidrotérmico convencional,
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verifica-se um desvio batocrémico no UV-Vis para 380 nm, sendo este o comprimento
de onda de excitacao utilizado no estudo das propriedades o6ticas destes materiais
(Tabela 17). Verificou-se também que nas condigdes testadas, os rendimentos
quanticos de fluorescéncia revelaram valores inferiores comparativamente aos

observados nos NPsC obtidos por tratamento hidrotérmico convencional.

Tabela 18 - Efeito do tempo de reagdo no rendimento quantico e massico dos NPsC obtidos
por CHMw_302).

Teor de Sélidos Rendimento Massico

Ensaio t (min) (mgmL-) NPSC (%) Dr (Aexc 360 nm)
NPsC_Mw_15 15 29.15 37.7 0.05
NPsC_Mw_30 30 30.35 52.3 0.06
NPsC_Mw_60 60 25.25 69.7 0.09

) Condigbes operatérias: 500 mg BS_APL_Porphy.cr, 15 mL &agua, 200 °C, 89 uL ED
(ED/ Porphy.cr. = 0.16).

Nos NPsC obtidos por CHMw_30, o aumento do tempo de reagao contribuiu para um
incremento quer no rendimento massico, quer no rendimento quantico dos NPsC.
Comparativamente com os NPsC obtidos por tratamento hidrotérmico convencional e
por CHMw_10 verifica-se um desvio batocrémico no UV-Vis para 360 nm (Tabela 18).
No reator monomodo com capacidade maxima de 10 mL, a quantidade de aditivo na
carbonizacao foi também avaliada, podendo concluir-se que essa variagdo nao teve
um impacto significativo no rendimento quantico (Tabela 19).

Devido ao pequeno volume de NPsC isolado em cada reagéo (ca. 2 mL), néo foi

possivel determinar o teor de sélidos dos NPsC.

Tabela 19 - Efeito da quantidade de ED no rendimento quantico e massico dos NPsC por

CHMw_109.
i Rendimento Massico )
Racio @Dr (Aexc 380nm) Teor de Sélidos (mgmL?)
NPsC (%)

— 0.02 51.8 24.3

0.08 0.05 n.d. n.d.

0.16 0.05 19.6 284

0.32 0.03 n.d. n.d.

3 Condigdes operatérias: 150 mg BS_APL_Porphy.cr., 4.5 mL agua, 150 °C, 5 min. n.d.- ndo
determinado.

Nos ensaios realizados no reator doméstico foram variados os tempos de reacao e os

resultados comparados com os obtidos nos reatores monomodo. Foram alcangados

43



Resultados e Discussao

rendimentos massicos ligeiramente superiores, contudo, os rendimentos quéanticos sao

menores (Tabela 20).

Tabela 20 - Efeito do tempo de reagdo no rendimento quéantico e massico dos NPsC obtidos por

CHMwD.?®
Ensaio t (min) Tec;:n%ens‘lt_j_lli;jos Rendi'r\lnsgéo((l)\/fll;flssico D= (Aexc 360 Nm)
NPsC_MwD_5 5 22.0 60.7 0.04
NPsC_MwD_10 10 12.2 33.7 0.04
NPsC_MwD_15 15 20.7 57.1 0.05

a) Condigdes operatérias: 800W, 89 uL ED (ED/ Porphy.cr. = 0.16).

Para além dos métodos de carbonizagdo enunciados anteriormente, realizaram-se
ensaios exploratdrios utilizando uma mufla como fonte de aquecimento. A biomassa
seca, o aditivo selecionado e agua foram colocados num reator de ago inox com vaso
de Teflon que foi previamente desarejado e selado. Selecionou-se para o estudo a
temperatura de 150 °C e 6 h como tempo de residéncia; fez-se variar o racio do aditivo
(0.16 e 0.32) e selecionou-se como precursor a biomassa BS_APL_Porphy.cr.
(Tabela 21).

Tabela 21 - Efeito do racio de ED na sintese de NPsC em mufla.?

am Rendimento .
Biomassa Aditivo  Racio Teo(rr:e:f_t';j 0s Massico e 30 C|(r:/z)a S
g NPsC (%)  (ferc 340nm) °
ED 0.16 27.84 43.2 0.06 57.0
BS_APL_Porphy.cr.
ED 0.32 30.28 46.8 0.06 51.7

a3 Condigdes operatorias: 150 °C, 6h, sem agitagdo, desarejado.

Avaliando as diferentes condicdes testadas, é possivel inferir que a carbonizagao
hidrotérmica convencional, na presenca de ED como aditivo e utilizando como
precursor a biomassa BS_Porphy.cr., foi a que produziu NPsC com rendimentos

quanticos e massicos relevantes.

2.3.3 Purificagao de Nanomateriais de Carbono

O processo de purificagao é realizado de forma a remover impurezas inorganicas e
também moléculas de polaridade média/baixa que estejam presentes na mistura
reacional e que possam interferir nas propriedades luminescentes do NPsC

produzidos. A metodologia aplicada, apdés a filtracdo da mistura reacional por
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membrana de acetato de celulose, foi a extracdo da dispersao aquosa com solventes
organicos (diclorometano e acetato de etilo). Uma outra abordagem envolveu o recurso
a cromatografia de exclusao molecular em coluna de Sephadex.

Paralelamente, foi avaliado o teor de cinzas nos NPsC produzidos a partir da cultura
de P. cruentum (Tabela 22).

Tabela 22 - Quantificagéo teor de cinzas totais dos NPsC sintetizados a partir C_Porphy.cr.

Aditivo Réacio Cinzas (%) Aditivo/Réacio Cinzas (%)
0.08 84.1 p-PD/0.16 95.0
0.16 84.3 0-PHI0.16 98.5
=D 0.32 78.3 “ EI,D;%(}?C) 82.1
0.64 711 “ E,Dé%ésoc:) 89.5
Ureia 0.16 83.9 “ E]%%g%C) 81.9

Todas as condicoes testadas produziram NPsC com elevado teor de cinzas, inferindo-
se da presenca de materiais inorganicos em quantidade muito significativa. Este
resultado podera ter origem na fonte da matéria-prima (microalgas), a qual se encontra
dispersa no meio de cultura com nutrientes, onde a razdo biomassa/meio de cultura

podera ser baixa.

Tabela 23 - Quantificagéo teor de cinzas dos NPsC
sintetizados a partir da biomassa de P. cruentum

Matéria-prima Cinzas (%)
BH_Porphy.cr. 40.4
BS_Porphy.cr. 74.9
BS_Porphy.cr.* 75.6
BH_Porphy.cr.* 30.0
BH_APL_Porphy.cr. 31.2
BS_APL_Porphy.cr. 73.0

"Racio (ED/Porphy.cr) = 0.32.

Da quantificacdo das cinzas dos NPsC produzidos com a biomassa de P. cruentum
(recuperada do meio de cultura) (Tabela 23), foi possivel observar que ha uma
diminuigao significativa no seu teor, com particular destaque para os NPsC produzidos

a partir de biomassa humida.

2.3.3.1 Extracgao Liquido-Liquido
As misturas reacionais foram filtradas por membrana de acetato de celulose com

tamanho de poro 0.20 uym e purificadas por extracido liquido-liquido com CHxCly,

45



Resultados e Discussao

seguido de AcOEt. A fase aquosa resultante das extragdes foi levada ao evaporador
rotativo para remogao do solvente residual, as fases organicas foram evaporadas a

secura e os respetivos residuos quantificados.

Na Figura 12 sdo apresentados os espetros de FTIR das fragBes organicas.

Fracdo AcOEt
Fragdo CH2CI2
r Disperséo aquosa

Absorvancia/ u.a.
T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda/cm-t

Figura 12 - Espetros de FTIR das fragdes organicas e da dispersdo aquosa em pastilha de KBr.

O espetro de FTIR da dispersao aquosa dos NPsC apresenta como bandas mais
caracteristicas as associadas a vibragdes de extensdo de ligagdes OH (3400 cm™)
com ombro a 3239 cm™ (N-H) e ainda a 2989 e 2945 cm™ (=CH e CH). A existéncia de
grupos amida ¢é identificada pela presenca de uma banda de absorcdo intensa a
1654 cm™', caracteristica de vibragdes de extensao de ligagdes C=0. Nos espetros das
fragbes organicas, observa-se uma maior contribuicdo das bandas de vibragcdo dos

grupos =CH e CH de Csp? e Csp?, respetivamente.

2.3.3.2 Purificagcao por Sephadex G75

A purificagao por Sephadex G75 assenta na premissa da separagao por cromatografia
de exclusao molecular. Esta purificacdo teve como objetivo a exclusdo por tamanho
de constituintes da amostra a purificar (NPsC), onde as espécies de maior dimensao
sdo eluidas na frente do solvente, resultando em tempos de retencdo menores na
coluna cromatogréfica. A purificacao foi realizada por gravidade e as fragbes eluidas
foram rastreadas por fluorescéncia com Aexc = 340 nm, comprimento de onda maximo

de absor¢ao dos NPsC.
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A purificagao foi realizada no lote de NPsC_C_Porphy.cr. obtidos na presenca de ED
(0.32) e cujo rendimento quantico de fluorescéncia foi ca. 0.15. A coluna previamente
empacotada com Sephadex G75 foi carregada com 1.3 mL de NPsC (ca. 50 mg), tendo
sido recolhidas 14 fragdes, com volumes aproximados de 7 mL/fracdo e avaliada a sua

intensidade de fluorescéncia (Figura 13).
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Figura 13 - Intensidade de fluorescéncia das fragdes eluidas da coluna com Sephadex G75.

Foram selecionadas quatro fragcbes e reunidas duas a duas atendendo ao seu maximo
de emissao (NPsC_Seph_C1 (fracdo 6 e 8) e NPsC_Seph_C2 (7 e 9)) e determinado
o respetivo rendimento quantico, obtendo-se 0.13 e 0.07 para NPsC_Seph_C1 e
NPsC_Seph_C2, respetivamente.

O resultado obtido parece demonstrar que embora a fragcdo NPsC_Seph_C1 apresente
menor @& comparativamente a fragdo original (& = 0.15), o processo cromatografico

permitiu a separacgao de fragdes com propriedades 6ticas aparentemente distintas.

2.3.4 Propriedades Fotofisicas dos NPsC

Para cada dispersao aquosa dos NPsC foram analisadas as caracteristicas fotofisicas
recorrendo a técnicas espetroscopicas, nomeadamente espetroscopia de absor¢do de
estado fundamental (UV-Vis) e fluorescéncia de estado estacionario (emissao e
excitagéo). Os espetros apresentados (Figura 14) correspondem aos NPsC obtidos a
partir da biomassa seca de P. cruentum a 250 °C durante 6 horas, na presenga de ED
com um racio de 0.32, os quais revelaram os rendimentos quanticos de fluorescéncia

mais elevados.
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Figura 14 - Espetros de UV-Vis (linha cinza), emissao (linha laranja; Aexc=340 nm) e
excitagdo (linha azul; monitorizado a 435 nm) de uma dispersédo aquosa 0.1 mgmL-
" NPsC obtidos a partir de BS_Porphy.cr..

O espetro de UV-Vis exibe bandas bem definidas a ca. 280 nm e 330 nm, podendo ser
atribuidas a transigbes n-n* do centro de carbono e transigdes de n-r*, podendo indicar
a presenga dos cromoforos C=C e C=0.

Os NPsC obtidos na presenca de ED como aditivo, mostraram uma forte dependéncia
entre o comprimento de onda de excitacdo e o comprimento de onda de emisséao

(Figura 15), verificando-se um progressivo desvio batocromico.
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Figura 15 - Espetros de emissé&o de dispersdes aquosas 0.1 mgmL-' de NPsC com
excitagdo a diferentes comprimentos de onda (300 a 400 nm), obtidos a partir da

BS_Porphy.cr.

Quando excitados a Aexc = 340 nm, as dispersbes aquosas emitem no azul,
apresentando o maximo de emissdo a 435 nm. Na Figura 16, apresentam-se
fotografias de uma dispersao aquosa dos NPsC produzidos que exibem fluorescéncia

no azul sob luz UV com A = 366 nm.

Figura 16 - NPsC em dispersao aquosa
sob luz natural (A); NPsC em dispersao
aquosa sob lampada UV (4 =366 nm) (B).

O efeito do pH na luminescéncia dos NPsC foi também avaliado, fazendo variar o pH
da dispersdo aquosa dos NPsC (0.1 mgmL-"; pH inicial 7.76) de 1 a 12, recorrendo a
adicao de solugdes aquosas de HCI e NaOH, mantendo a concentragdo dos NPsC

inalterada (Figura 17).
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Figura 17 - Variagao da fotoluminescéncia (Aexc= 340nm; monitorizado a 430 nm)

da dispersdo aquosa de NPsC 0.1mgmL-", obtidos da C_Porphy.cr..

Verificou-se que a fotoluminescéncia dos NPsC é sensivel as variagdes de pH do meio.
A acidificacdo do meio conduziu a um aumento da intensidade de fluorescéncia com o
pH variando entre 2 e 4, sendo que a valores de pH superiores ao valor de pH inicial
(acima de 8), a intensidade de fluorescéncia diminuiu.

Considerando o potencial de aplicagao dos NPsC na area sensorial, bem como em
bioimagiologia, a sua fotoestabilidade é um fator determinante, i.e., a capacidade de
manter a sua fluorescéncia inalterada.

Assim, a fotoestabilidade da dispersdo aquosa (0.1 mgmL™) dos NPsC obtidos por
carbonizacao hidrotérmica com aquecimento convencional, foi avaliada sob condi¢des
de irradiacdo continua de UV (Aexc= 340 nm) durante 1 hora. Decorrido esse periodo,
verificou-se a manutencédo da intensidade de fluorescéncia (monitorizada ao
comprimento de onda de emissé&o, (1em = 435 nm), sendo o decréscimo de intensidade

nulo (Figura 18).
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Figura 18 - Espetros de emissdo de dispersdo aquosa (0.1 mgmL'') de NPsC

(Aem = 425 nm) apos 1 hora de irradiagao continua (Aexc= 340 nm).

2.3.5 Caracterizacao Estrutural
A caracterizagao estrutural dos NPsC com BS_Porphy.cr. e BS_APL_Porphy.cr. foi
realizada por FTIR e RMN 'H.
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Figura 19 - Espetros de FTIR dos NPsC obtidos da BS_Porphy.cr. e da
BS_APL_Porphy.cr. em pastilha de KBr.

As bandas mais representativas sdo atribuiveis a vibragdo de OH a ca. 3398 cm™ com
ombro a 3250 cm™ (NH), 2972, 2930 cm™ (=CH e CH de grupos arilo e alquilo) e

também a 1653 e 1430 cm™ correspondentes a acidos/carboxilatos e amidas.
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Os espetros dos NPsC sintetizados a partir de matéria-prima obtida em diferentes
condi¢cbes, nao aparentam diferencas significativas, sendo os espetros praticamente
sobreponiveis.

O espetro de RMN 'H foi obtido na tentativa de verificar a presenga de funcionalidades
na superficie dos NPsC, tendo sido possivel identificar ressonancias em duas zonas
distintas, uma primeira zona com sinais entre 1.0 e 2.5 ppm, sugerindo a presenca de

CH alifaticos e entre 2.8 e 4.3 ppm sinais correspondentes a CHN e CHO (Figura 20).

MU

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

Figura 20 - Espetro de RMN "H dos NPsC obtidos a partir de biomassa seca de P. cruentum. (D20);
*solvente residual.

2.3.6 CARATERIZAGAO MORFOLOGICA

A partir de uma solugdo aquosa de NPsC a 0.1 mgmL™' foi realizada a analise
morfoldgica por AFM (Atomic Force Microscopy). A solugao foi depositada em lamelas
de vidro e deixadas evaporar naturalmente ao ar. Foram adquiridas as imagens que

de seguida se apresentam.
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Figura 21 - Imagem obtida por AFM dos NPsC sintetizados a partir da C_Porphy.cr. (A) e representagéo

da variacdo de tamanho das particulas (B).

Da analise da Figura 21 é possivel observar que os NPsC sintetizados a partir da
C_Porphy.cr. (ED/ Porphy.cr. = 0.64) apresentam uma boa dispersividade, n&o
evidenciando aglomeracao significativa, exibindo uma dimensé&o de particulas inferior
a 9 nm. Estes resultados permitem corroborar os resultados obtidos na microscopia de
fluorescéncia realizada para os NPsC em células animais (cf. apresentado no tépico
Marcagéo Celular com NPsC por Microscopia de Fluorescéncia, adiante neste
documento). De acordo com o descrito na literatura, os NPsC devem ter um tamanho
inferior a 10 nm para conseguirem entrar facilmente na célula e interagir com os
componentes intracelulares,®” o que se verificou nas imagens de microscopia de
fluorescéncia obtidas no presente trabalho. Foram também analisados NPsC
produzidos nas mesmas condi¢gdes, mas com menor racio de ED (0.16), tendo sido
observado tamanhos igualmente inferiores a 10 nm. Destes resultados, foi possivel
inferir que o racio de ED nao influenciou o tamanho dos NPsC produzidos (imagens
ndo apresentadas).

Resultados similares foram obtidos para os NPsC produzidos a partir da BS_Porphy.cr.

(Figura 22), embora com dimensao na ordem dos 4 nm.
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Figura 22 - Imagem obtida por AFM dos NPsC sintetizados a partir da BS_Porphy.cr. (A) e

representagao da variagdo de tamanho das particulas (B).

Como se observa na Figura 22 (B), o tamanho dos NPsC ¢ inferior a 4 nm, podendo
inferir-se de que a natureza da biomassa utilizada na produg¢do dos NPsC tera tido
impacto nas caracteristicas morfolégicas dos NPsC. Foram também avaliadas as
carateristicas morfoldgicas dos NPsc obtidos por carbonizagéo assistida por irradiagéo

microondas (Figura 23).
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Figura 23 — Imagem obtida por AFM dos NPsC obtidos a partir da BS_Porphy.cr. por carbonizagdo

assistida por irradiagdo microondas (A) e representagéo da variagdo de tamanho das particulas (B).

Estes resultados parecem mostrar a ocorréncia de aglomerados (tamanho ca. 40 nm).
Uma deposicao/evaporacdo inadequada, pode ter comprometido uma boa
dispersividade; contudo, estes NPsC revelaram na emissdo de fluorescéncia um
desvio bactocromico, sendo descrito na literatura’ que NPsC de maiores dimensdes
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originam um deslocamento para o vermelho, acompanhado de uma diminui¢gdo do
rendimento quantico, o que se observou nas propriedades oticas destes

nanomateriais.

2.3.6 Avaliagao da Bioatividade dos NPsC
Para os diferentes lotes de NPsC produzidos foram avaliadas as atividades

antioxidante e antimicrobiana, bem como a sua citotoxicidade in vitro.

2.3.6.1 Atividade Antioxidante
A avaliacado da atividade antioxidante foi realizada pelo método dos radicais ABTS e
DPPH. Os resultados obtidos sdo descritos em percentagem de inibicéo (%) e em ug

de equivalentes de trolox (ET) por mg NPsC (Figura 24 e Tabela 24, respetivamente).
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Figura 24 - Atividade antioxidante em percentagem de inibigdo dos NPsC.

55



Resultados e Discussao

Tabela 24 - Atividade antioxidante dos NPsC.

Atividade antioxidante (ug ET/mg NPsC)

Amostra ABTS DPPH
ED 0.16 0.80 £ 0.00
ED 0.32 4.22 +0.00 n.d.

ED 0.64 5.67 £ 0.30

ED 4h, 250 °C 1.66 £ 0.42 19.43+0.20

Ureia 0.16 0.35+0.00 6.36 £ 0.00

ML 0.16 0.69 + 0.00 0.43+0.07

p-PD 43.03 + 1.07 28.83 +0.69

o0-PD 4.02 +0.04 6.91 + 2.00

BH_Porphy.cr 66.00 + 0.37 19.19+0.78

BS_Porphy.cr 64.00 + 0.44 4.45 + 0.09

BH_APL_Porphy.cr 48.51+1.32 10.35+0.09

BS_APL_Porphy.cr 48.43 £ 1.98 6.48 + 0.17
NPsC_Mw_15 24.85 + 1.64
NPsC_Mw_30 23.55 +2.37
NPsC_Mw_60 24.41 + 2.85
NPsC_Mw 5 18.41 + 0.00
NPsC_MwD_5 4.67 + 0.66

NPsC_MwD_10 5.45 + 0.00 e

NPsC_MwD_15 3.66 + 0.66
NPsC_Mw_10 38.67 + 0.66
NPsC_Mw_20 2415 +0.22
NPsC_Mw_30 35.49 +1.32

n.d. - ndo detetado.

Em geral, a atividade antioxidante revelou-se elevada no método do radical ABTS,
principalmente para os NPsC sintetizados com BH_Porphy.cr. (ca. 94.19 + 0.47 %,;
66.00 + 0.37 uyg ET/mg NPsC). Contudo, a atividade antioxidante determinada pelo
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método do radical DPPH, foi para a maioria dos NPsC bastante mais baixa e para
alguns nao foi mesmo detetada. Os NPsC sintetizados com a biomassa de
P. cruentum sao os que apresentaram maior atividade antioxidante.

A capacidade dos NPsC na quelagado de ibes Fe?* foi também explorada, verificando-
se que os NPsC sintetizados com a biomassa seca de P. cruentum apdés lavagem

foram os que apresentaram maior capacidade quelante (91.45 + 0.23 %) (Figura 25).
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Figura 25 - Capacidade Quelante de ies Fe?* para NPsC.

2.3.6.2 Atividade Antimicrobiana dos NPsC

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos NPsC foi realizada por dois métodos
distintos, o método de difusdo em discos e 0 método colorimétrico de microdiluigdo em
meio liquido, permitindo este ultimo a determinagéo dos valores de MIC (Concentracao
Minima Inibitéria) e de MLC (Concentragédo Minima Letal).

No método de difusdo em discos, os NPsC avaliados foram os sintetizados com a
biomassa de P. cruentum; no método colorimétrico de microdiluigdo em meio liquido
testaram-se os NPsC sintetizados com a cultura de P. cruentum e com a respetiva
biomassa.

Método de Difusdo em Discos
Para a avaliagao da atividade antimicrobiana, os NPsC foram testados com diferentes
massas (100, 500 e 1000 ug) contra duas espécies bacterianas, Escherichia coli e

Staphylococcus aureus, usando-se como controlo positivo, o antibidtico gentamicina
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(GNT) e como controlo negativo agua estéril (W). Foram testados os NPsC sintetizados
por aquecimento hidrotérmico convencional e por irradiacdo microondas. Verificou-se
nao ocorrer qualquer efeito antimicrobiano contra as bactérias estudadas, face a
auséncia de halo de inibicdo de crescimento ao redor dos discos impregnados com
NPsC. Contudo, refira-se que para 1000 ug de NPsC produzidos com biomassa seca
(antes e apods lavagem), observou-se um halo com crescimento retardado de E. coli

(Figura 26 e Figura 27).

S. aureus

Figura 26 - Resultados dos ensaios de difusdo em disco, apds incubagéo das culturas
bacterianas com NPsC obtidos de BS_Porphy.cr. (100, 500 e 1000 ug). Controlos: GNT
(10 ug) e W.

= st

E. coli S. aureus

Figura 27 - Resultados dos ensaios de difusdo em disco, apds incubagdo das culturas
bacterianas com NPsC obtidos de BS_ APL_Porphy.cr. (100, 500 e 1000 pg). Controlos: GNT
(10 pg) e W.

Um comportamento idéntico foi observado para os NPsC produzidos por irradiagao
Mw (Figura 28 e Figura 29).
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E. coli S. aureus

Figura 28 - Resultados dos ensaios de difusdo em disco, apds incubagéo das culturas
bacterianas com NPsC_Mw_15 (100, 500 e 1000 pg). Controlos: GNT (10 ug) e W.

S. aureus

Figura 29 - Resultados dos ensaios de difusdo em disco, apds incubacgéo das culturas
bacterianas com NPsC_Mw_30 (100, 500 e 1000 ug). Controlos: GNT (10 pug) e W.

Face aos resultados obtidos, realizaram-se ensaios paralelos recorrendo ao método
de microdiluicdo em meio liquido com resazurina, conhecido como sendo um método

mais sensivel e fiavel.

Método de Microdiluicao em Meio Liquido

A viabilidade celular das culturas bacterianas em meio liquido, na presencga de
diferentes concentragbes de NPsC, foi avaliada por um método colorimétrico que
consiste na reducao da resazurina nao fluorescente a resorufina fluorescente por parte
das células metabolicamente ativas. Desta forma foi possivel determinar a
concentragao minima inibitéria (MIC) e a concentragao minima letal (MLC) dos NPsC.
A atividade antimicrobiana foi avaliada contra as bactérias E. colie S. aureus, utilizando
agua e meio MHB (Mueller Hinton Broth) no ensaio em branco.

Os NPsC sintetizados a partir de C_Porphy.cr. nao demonstraram capacidade em inibir
o crescimento das duas bactérias testadas, ndo apresentando assim atividade
antimicrobiana até 20 mgmL™'; o mesmo resultado foi observado nos NPsC
sintetizados por irradiagédo assistida por microondas doméstico. Os NPsC obtidos por
carbonizagdo em reator monomodo foram igualmente testados, tendo sido observada
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alguma atividade antimicrobiana, permitindo a determinacdo dos valores de MIC e
MLC (Tabela 25).

Os NPsC produzidos por aquecimento convencional em reator de alta-pressao a partir
da biomassa de P. cruentum, também apresentaram inibicdo de crescimento para as

duas bactérias, tendo sido determinados os valores de MIC e MLC (Tabela 25).

Tabela 25 - Valores de MIC e MLC para os NPsC sintetizados a partir da biomassa de P. cruentum.

E. coli S. aureus
NPsC MIC (mgmL?) | MLC (mgmL?) | MIC (mgmL?) | MLC (mgmL?)
BH_Porphy.cr. 0.63 1.25 0.63 2.5
BS_Porphy.cr. >10.0
BS_Porphy.cr.* >10.0 10.0 >10.0 10.0
BH_Porphy.cr.* 2.5 >5.0 2.5 5.0
BH_APL_Porphy.cr. 1.25 2.5 1.25 2.5
BS_APL_Porphy.cr. >10.0 5.0
MW_15 5.0
>10.0
MW_30 5.0
MW_60 5.0 >10.0 10 >10.0
MWD_5
= >10.0
MWD_15

*Récio ED = 0.32.

Os NPsC sintetizados com biomassa humida (com ou sem lavagem) sao 0s que
apresentam maior inibicdo de crescimento para E. coli e S. aureus. (Tabela 25).

Dados reportados na literatura para NPsC sintetizados a partir da planta Hena,®
de de

100 ygmL", tendo-se observado valores muito inferiores para os NPsC obtidos a partir

revelaram atividade bacteriostatica a partir uma concentragao
da microalga em estudo, o que reforga o potencial destes nanomateriais no controlo
microbiano (Tabela 25).

O aumento da concentragdo dos NPsC originou uma diminuigdo progressiva do
crescimento celular da E. coli, atingindo um crescimento de apenas 21.59 + 4.18 % a
uma concentragdo de 0.63 mgmL™', sendo este o seu valor de MIC; para concentragdes
superiores a 1.25 mgmL-", deixou de haver crescimento celular, mostrando assim uma

atividade bactericida por parte dos NPsC a partir desta concentragéo (Figura 30).
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Figura 30 - Viabilidade de E. coli avaliada pelo método colorimétrico da resazurina,
apos incubacdo de diferentes concentragdes de NPsC obtidos a partir de
BH_Porphy.cr

Ja para a S. aureus (Figura 31), verificou-se que para a gama de concentragbes de
NPsC testada, a viabilidade celular foi sempre baixa (< 58.04 £ 0.79 %), podendo

inferir-se que esta bactéria € mais sensivel aos NPsC nessas concentragdes.
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Figura 31 - Viabilidade de S. aureus avaliada pelo método colorimétrico da

resazurina, apos incubagao de diferentes concentragdes de NPsC obtidos a
partir de BH_Porphy.cr.
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Verificou-se assim, que com o aumento da concentracdo dos NPsC, o numero de
células bacterianas viaveis foi diminuindo, sendo possivel determinar os valores de
MIC e MLC. O MIC foi atingido para viabilidades de E. coli de 21.6 + 4.2 % e de
S. aureus de 19.67 £ 2.92 %; o MLC é um indicador de morte celular, que foi alcangado
a concentragbes de NPsC de 1.25 e 2.5 mgmL"' para E. coli e S. aureus,
respetivamente.

Para os NPsC sintetizados a partir da biomassa humida apés lavagem, a viabilidade
celular das duas bactérias foi sempre inferior a 70 %, indicando maior suscetibilidade
da E. coli para estes NPsC, comparativamente com a obtida com os
NPsC_BH_Porphy.cr. (Figura 32 e Figura 33).
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Figura 32 - Viabilidade de E. coli avaliada pelo método colorimétrico da

resazurina, apos incubacao de diferentes concentragdes de NPsC obtidos a
partir de BH_APL_Porphy.cr..
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Figura 33 - Viabilidade de S. aureus avaliada pelo método colorimétrico da
resazurina, apos incubagio de diferentes concentragbes de NPsC obtidos a
partir de BH_APL_Porphy.cr..

Em geral, os NPsC sintetizados a partir de BH_APL_Porphy.cr., revelaram um
comportamento semelhante aos anteriores, verificando-se que com o aumento da
concentracdo dos NPsC ocorreu uma diminuicdo da viabilidade das culturas
bacterianas. Os valores de MIC foram atingidos para viabilidades de E. coli de
86+1.8%e3.9+29%deS. aureus.

Atendendo aos resultados obtidos, foi possivel concluir que os NPsC sintetizados
utilizando como precursor a biomassa de P. cruentum sao os que apresentaram
melhores respostas, quer de atividade antioxidante, quer de atividade antibacteriana.
Refira-se ainda, que os NPsC sintetizados com a biomassa humida apresentaram
bioatividade igualmente relevante contra E. coli e S. aureus, contudo, a biomassa seca

originou NPsC com melhores rendimentos quanticos.

2.3.6.3 Citotoxicidade in vitro dos NPsC

A citotoxicidade dos NPsC avaliada em ensaios in vitro, foi explorada para os NPsC
com rendimentos quanticos mais elevados. Foi estudada a sua interacdo com quatro
linhas celulares distintas, 3T3 (células fibroblastos embrionarios de murganho, NIH-
3T3 ATCC® CRL-1658), células de sarcoma (linha celular de sarcoma de murganho,
S180 ATCC® TIB-66), HeLa (células tumorais do colo do utero, ATCC® CCL-2) e Vero
(células epiteliais renais de macaco verde, ATCC® CCL-81). Os NPsC foram avaliados

a diferentes concentragbes e a sua citotoxicidade foi rastreada pelo método do MTT,
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cujo procedimento se encontra descrito no capitulo dos Materiais e Métodos. Os
resultados serdo de seguida apresentados para cada linha celular.

Da avaliagao da interacdo dos NPsC_C_Porphy.cr._6h (produzidos a partir da cultura
de P. cruentum durante 6 horas) com a linha celular 3T3, verificou-se que os NPsC nao
afetaram significativamente a viabilidade celular. No entanto, para a concentragao de
4000 ugmL™, a viabilidade diminuiu para ca. 68.07 + 0.72 %.

Para os NPsC_C_Porphy.cr_4h (produzidos com a cultura de P. cruentum durante
4 horas), a viabilidade celular manteve-se sempre superior a 80 %, na gama de
concentracoes testada (Figura 34).

No entanto, os NPsC_BH_Porphy.cr. (produzidos a partir da biomassa humida de
P. cruentum durante 6 horas) apresentaram uma resposta distinta, uma vez que a
viabilidade celular diminuiu significativamente para 3.82 + 0.22 % a uma concentragao
de 4000 ugmL-' (Figura 34).

Para os NPsC_BS_Porphy.cr. (produzido a partir de biomassa seca de P. cruentum
durante 6 horas), o comportamento citotoxico foi similar ao observado para
NPsC_C_Porphy.cr._6h, com reducdo da viabilidade (56.79 % 3.81 %) com
4000 pygmL™" (figura néo apresentada).
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Figura 34 - Citotoxicidade in vitro dos NPsC_C_Porphy.cr. a 250 °C durante
6h (a) e durante 4 h (b) e com NPsC_BH_Porphy.cr. (c) na linha celular
3T3.

O efeito dos NPsC sintetizados com a cultura de P. cruentum foi similar na linha celular
S180, nao existindo um impacto significativo na viabilidade para as menores
concentragcoes de NPsC testadas; contudo, observaram-se decréscimos para a
concentragdo de 4000 pgmL' de NPsC, atingindo 55.97+1.17% com
NPsC_C_Porphy.cr._6h e 70.15£1.83% com NPsC_C_Porphy.cr._4h (Figura 35).
Para os NPsC_BH_Porphy.cr., os resultados foram semelhantes aos evidenciados
para a linha celular anterior, demonstrando citotoxicidade a partir de 1000 pgmL™,
verificando-se uma grande diminuigdo da viabilidade (ca. 93 %) a 4000 pgmL-’
(viabilidade de 6.59+0.34 %, Figura 35).
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Figura 35 - Citotoxicidade in vitro dos NPsC_C_Porphy.cr. a 250 °C durante
6h (a) e durante 4 h (b) e com NPsC_BH_Porphy.cr. (c) na linha celular
S180.

Nos ensaios com a linha celular HelLa, os NPsC_C_Porphy.cr._6h exibiram
citotoxicidade superior em comparagao com as obtidas para as linhas celulares
anteriores, tendo a viabilidade celular diminuido a partir de 62.5 pgmL’
(ca. 77.75+2.06 %), decrescendo progressivamente até 23.31+0.92 % para
4000 pugmL™" (Figura 36). Tal resultado de citotoxidade aumentada para estas células

tumorais potencia a aplicabilidade dos NPsC_C_Porphy.cr._6h.
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Figura 36 - Citotoxicidade in vitro dos NPsC_C_Porphy.cr. a 250 °C durante
6h (a) e durante 4 h (b) na linha celular HelLa.

Para os NPsC_C_Porphy.cr._4h, a viabilidade celular manteve-se sempre acima de
85%, com um ligeiro decréscimo (74.13+0.59%) na concentragdo de 4000 ygmL’
(Figura 36). Para esta linha celular ndo foi possivel testar os NPsC produzidos com
biomassa seca e humida.

Para as células Vero incubadas com os NPsC_C_ Porphy.cr._4h, verificaram-se
viabilidades celulares sempre acima de 80%. Porém, a adigdo de 4000 ygmL™" de
NPsC_C_Porphy.cr._6h e NPsC_BH_Porphy.cr., a morte celular foi expressiva
(viabilidades de 49.46+1.23 % e 7.94+0.79 %, respetivamente (Figura 37). Refira-se
que os NPsC BH_Porphy.cr. demonstraram elevada citotoxicidade para
concentragdes a partir de 2000 ugmL™', corresponde a 15.83+1.05 % de viabilidade.
Os NPsC_BS_Porphy.cr. apresentaram um comportamento similar aos anteriores,
onde a viabilidade celular diminuiu para 18.55+0.83 % a uma concentragcdo de

4000 ugmL™" (figuras néo apresentadas).
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Figura 37 - Citotoxicidade in vitro dos NPsC_C_Porphy.cr. a 250 °C durante
6h (a) e durante 4 h (b) e com NPsC_BH_Porphy.cr. (c) na linha celular
Vero.

A citotoxicidade dos NPsC sintetizados por CHMw a 200°C (NPsC_CHMw_200) e a
150°C (NPsC_CHMw_150) também foi avaliada.

Os NPsC_CHMw_200 nao provocaram morte significativa das linhas celulares 3T3 e
S180, tendo sido detetadas viabilidades superiores a 80 % para concentragbes até
2000 pgmL'. Na linha celular Vero, estes NPsC exibiram alguma citotoxicidade,
levando a uma diminuic¢ao significativa da viabilidade celular (apenas de 60 %) mesmo
para a concentragdo mais baixa de NPsC avaliada (0.015 ugmL™) (Figura 38). Este
comportamento permite inferir que esta linha celular parece demonstrar maior
sensibilidade para estes NPsC, limitando a aplicabilidade dos NPsC_CHMw_200 em
aplicagdes biologicas.
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Figura 38 - Citotoxicidade in vitro dos NPsC_CHMw_200 a 200 °C durante
1h nas linhas celulares 3T3 (a), S180 (b) e Vero (c).

Os NPsC CHMw 150 tiveram um  comportamento semelhante aos
NPsC_BS Porphy.cr. nao demonstrando citotoxicidade relevante até uma
concentragdo de 4000 uygmL™" para as linhas celulares testadas (3T3, Vero e S180), a
partir da qual ocorre uma diminuicdo para 47.05%1.66 %, 35.88+3.21 % e
16.18+1.36 %, respetivamente (imagens nao apresentadas).

De uma forma geral, verificou-se para os NPsC_C_Porphy.cr. e NPsC_BS_Porphy.cr.
auséncia de citotoxicidade até uma concentragdo de 4000 ugmL', mantendo-se a
viabilidade das culturas (ca. 70-100 %), com excegao das células HeLa e Vero, para
as quais os NPsC_C_Porphy.cr._6h na concentragdo de 4000 pugmL™' induziram
viabilidades de apenas 23.31£0.92 % e 49.461£1.23 %, respetivamente. Os
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NPsC_BH_Porphy.cr. apresentaram alguma citotoxicidade a partir de concentragdes
de 2000 pygmL™. Contudo, refira-se que a morte celular foi verificada apenas para
concentracdes bastante elevadas, muito superiores as usualmente empregues em
aplicagdes médicas.

Resultados reportados por Zheng et al.>* de viabilidade celular superior a 90% para
células do carcinoma hepatocelular humano apods exposicdo a PsC numa
concentragdo de 500 pugmL™', permitem corroborar os resultados obtidos. Foram
também reportadas por Peng et al.”® viabilidades celulares elevadas de linha de

carcinoma da mama humano, até uma concentragdo de PsC de 50 ygmL™".

2.3.6.4 Marcacgao Celular com NPsC por Microscopia de Fluorescéncia

Os NPsC_C_Porphy.cr. que ndo evidenciaram citotoxicidade nos ensaios in vitro foram
testados como marcadores fluorescentes de células animais e humanas.

Foram avaliados os NPsC_C_Porphy.cr. por microscopia de fluorescéncia, atendendo

ao seu @& (ca. 17 %), propriedade determinante para aplicagdo em bioimagiologia,

bem como a sua biocompatibilidade para as linhas celulares testadas (Figura 39 a
Figura 42).
Excitagao
330-385 nm 460-490 nm 510-550 nm

\ 4

Controlo

Hel.a

Figura 39 - Imagens de microscopia de fluorescéncia dos NPsC_C_Porphy.cr. na presenca

de células Hela e respetivos controlos (ampliacdo 400x).
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A 4
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Figura 40 - Imagens de microscopia de fluorescéncia dos NPsC_C_ Porphy.cr. na presenga

de células Vero e respetivos controlos (ampliagao 400x).

Excitagao
330-385 nm 460-490 nm 510-550 nm
o
[
=
o}
o
20 ym 20 ym
o
[=e]
»
20 ym

Figura 41 - Imagens de microscopia de fluorescéncia dos NPsC_C_Porphy.cr. na

presenca de células S180 e respetivos controlos (ampliagdo 400x).
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Excitagao

330-385 nm 460—-490 nm 510-550 nm

Controlo

373

Figura 42 - Imagens de microscopia de fluorescéncia dos NPsC_C_Porphy.cr. na

presenca de células 3T3 e respetivos controlos (ampliagdo 400x).

Da analise das imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia foi possivel inferir
que a internalizacido dos NPsC ocorre a volta do nucleo, dado que se observa um
“anel” em torno do mesmo. De forma a tornar mais nitido o contraste entre os NPsC e
0 nucleo, poder-se-a perspetivar a utilizacdo de um corante fluorescente na gama de
emissao dos nanomateriais, (e.g. DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol, marcador
fluorescente utilizado para corar acidos nucleicos)).

Estes resultados evidenciam o potencial destes NPsC como marcadores de células,
contudo, esta aplicacdo requer uma investigagdo mais aprofundada. A eventual
auséncia de afinidade dos NPsC, para um determinado componente celular ou regido
da célula, impulsiona a sua conjugagdao com anticorpos dirigidos, evidenciando a sua

capacidade de marcacgao seletiva.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Preambulo

Neste capitulo serdo apresentados os reagentes, as técnicas gerais e o

equipamento utilizado.

Esta parte experimental sera dividida nas seguintes Secc¢des:

3.2. Reagentes. Material biolégico. Técnicas Gerais e Equipamento
3.3. Caracterizacao da cultura de P. cruentum

3.4. Sintese e Purificacao dos NPsC

3.5. Avaliacao da Bioatividade dos NPsC
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3.2 Reagentes, Material Biolégico, Técnicas Gerais e Equipamento
2,2’-Azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), 98%; acido poli-galacturdnico
(CeH1007); 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, 95%, Alfa Aesar; acido galico (CrHsOs);
ferrozina, 97%; trolox, 97%, Aldrich; sal de sédio resazurina, > 85%, TCI; azul toluidina,
Biochem. Chemopharma; etilenodiamina, 99%, catequina hidratada 98%, Thermo
Scientific; reagente Bradford, Bio-Rad Quick Start™; sulfato de dextrano 200 Da,
B-(1,3)-D-glucano de cevada >95%, carbazole, albumina de soro bovino 62-88%, sal de
sulfato de gentamicina, Sigma; MTT (3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) >98%,
reagente Folin-Ciocalteu, PanReaC AppliChem; azul de tripano (GIBCO®, Thermo
Fisher Scientific), Congo red, Schering Kahlbaum A.G Berlin.

Os reagentes/solventes utilizados na sintese, purificagdo e caracterizagdo dos NPsC
foram utilizados conforme recebidos.

A cultura de Porphyridium cruentum utilizada na sintese dos NPsC foi recolhida na
unidade industrial Allmicroalgae - Natural Products, S.A., Pataias, Portugal, tendo sido
fornecidos dois lotes distintos obtidos nas mesmas condicdes.

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados com Escherichia coli ATCC®
25922 e Staphylococcus aureus ATCC® 25923. Para avaliacdo da citotoxicidade dos
NPsC recorreu-se as linhas celulares 3T3 (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658), S180 (ATCC®
TIB-66), HeLa (ATCC® CCL-2) e Vero (ATCC® CCL-81).

A cultura da microalga previamente desenvolvida em fotobiorreator tubular na
Allmicroalgae - Natural Products, S.A. foi armazenada a -15 °C em garrafas de
polietileno, sendo estabilizada a temperatura ambiente antes de cada ensaio.

Os NPsC foram sintetizados por tratamento hidrotérmico num reator de alta pressao em
aco inox (Parr 4843), com capacidade de 300 mL com sensores e controladores de
pressdo, agitagao e temperatura. Paralelamente, foram obtidos NPsC por irradiagcao
assistida por microondas num reator monodo da marca Anton Paar, modelo Monowave
300, num reator microondas monomodo da marca CEM, modelo Discover, em tubos de
pyrex com capacidade de 30 mL e 10 mL, respetivamente e também num microondas
doméstico da marca Teka, modelo MW-219, em tubos de ensaio com capacidade de 15
mL. Em reator de ago-inox com vaso de Teflon de 50 mL, foram ainda preparados NPsC
com aquecimento em mufla da marca Nabertherm, modelo B 170.

Ao longo do texto serdo descritos o0s procedimentos empregues no
processamento/isolamento das misturas reacionais obtidas em cada ensaio, sendo
usual a realizagao de filtracdo por membrana de celulose de 0.2 ym da Whatman™
RC58.
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Os espetros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram tragados num
espetrofotémetro Briiker Vertex 70 com uma resolugdo de 2 cm™ em pastilhas de
brometo de potassio de pureza espetroscépica ou em discos de NaCl.

Na descricdo de cada espetro, os dados serao indicados da seguinte forma: vmax (estado
da amostra: pastilha de KBr (brometo de potassio)); n° de onda (cm™') correspondente
a frequéncia do maximo de absor¢cdo de uma banda, atribuicdo de vibragdo a um
agrupamento molecular.

Os espetros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram tragados num espetrofotometro da
marca Jasco, modelo V-750. Os reagentes e concentragdes utilizadas serdo descritas
em cada caso.

Os espetros de fluorescéncia no estado estacionario foram tracados num
espetrofluorimetro da Perkin Elmer, modelo LS45, utilizando geometria a 90° e células
de quartzo de 1 cm; os ensaios foram realizados a 25 °C.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN 'H, 400 MHz) foram
realizados num espectrometro Bruker AVANCE IlI+ (400 MHz), utilizando D-O como
solvente.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram determinados em agua Millipore®,
utilizando como padrao sulfato de quinino, >98% (Fluka) em H,SO4 0.1 M (@& = 0.54%
em condigoes de equilibrio com o ar e geometria a 90°), através do método do declive.®®
A determinacdo do pH nas etapas de sintese e de caracterizagao foram realizadas num
aparelho de pH VWR, modelo UM 6100L.

A caracterizagao morfoldgica dos NPsC foi realizada num microscépio de forga atomica
(AFM) da Nanosurf, NaioAFM, em modo de for¢a dindmica e area variavel.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro foram realizados no Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT-NOVA), tendo sido utilizada uma camara de fluxo laminar horizontal
(TL 2448) e uma estufa de incubacdo de CO. (Heaeus, HERA cell 240). As
concentragoes celulares foram determinadas pelo método de exclusao do corante azul
de tripano (GIBCO®, Thermo Fisher Scientific) numa camara de contagem Neubauer
Improved (Superior Marienfeld), utilizando um microscoépio 6tico invertido, OLYMPUS,
CK2.

Os ensaios de marcacao celular com os NPsC foram conduzidos num microscépio de
fluorescéncia Olympus, modelo BX51 com conjunto de filtros (330-385 nm,
460-490 nm e 510-550 nm).

Durante os ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana, as bactérias em estudo
foram manipuladas numa camara de seguranga bioldgica SafeFAST Classic e as

culturas foram incubadas numa estufa (Memmert)
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As leituras em microplacas de 96 pocos foram realizadas em leitores de microplacas
Bio-Rad, modelo 680, NanoQuant Infinite, modelo M200 Pro e num fluorimetro Labtech-
BMg, modelo FLUOstar OPTIMA.

3.3 Microalga Porphyridium cruentum

3.3.1 Caracterizagao Estrutural
O residuo obtido da cultura de Porphyridium cruentum, apés evaporagao e secagem a

105 °C foi caracterizado por FTIR em pastilhas de KBr.

3.3.2 Quantificagao de Solidos Totais
Os soélidos totais foram quantificados apds evaporagao a secura de uma toma de 40 mL
da cultura da microalga e posterior secagem a 105 °C em estufa; a quantificagao foi feita

em triplicado.

3.3.3 Quantificagao de Cinzas

As cinzas na cultura de P. cruentum (e também nos NPsC) foram quantificadas; os
ensaios foram realizados em duplicado. Os cadinhos de porcelana foram previamente
secos a 105 °C durante uma hora e de seguida colocados numa mufla a 575 °C durante
12 horas. Decorrido esse periodo, os cadinhos foram arrefecidos num exsicador durante
uma hora. Adicionou-se a amostra a cada cadinho e colocou-se novamente na mufla a
575 °C durante 12 horas. Arrefeceram-se os cadinhos num exsicador até peso constante

e quantificaram-se as cinzas resultantes.®

3.3.4 Extracdao de Compostos Bioativos da P. cruentum

Para a extracdo de composto bioativos da P. cruentum foi utilizado o método de
extragdo convencional de fracionamento em 5 etapas (MSE).Z® O processo foi iniciado
com agua fria, seguido de agua em ebulicdo e posteriormente, em condi¢gbes alcalinas
e acidas.

Na primeira etapa, foram adicionados a biomassa dois volumes de agua destilada e
agitou-se durante cinco minutos em vortex, seguido de centrifugagédo durante 5 minutos
a 11000 rpm e a 4 °C. Foi recolhido o sobrenadante, obtendo-se a primeira fragao (FW1).
De seguida, ao sedimento (residuo obtido apds centrifugagao) adicionou-se um volume
de agua destilada com agitagdo e em seguida incubou-se a 100 °C durante 3 horas.
Decorrido esse periodo, centrifugou-se a suspensao a 11000 rpm durante 20 minutos a
4 °C e recolheu-se novamente o sobrenadante (FW2). Lavou-se o sedimento com agua

destilada a temperatura ambiente e o sobrenadante obtido foi adicionado a fragdo FW2.
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Ao sedimento resultante, adicionaram-se 3 volumes de uma solugdo de KOH 1M e
incubou-se a 60 °C durante 20 minutos numa placa de aquecimento com agitagao
magnética. Posteriormente, centrifugou-se a 4 °C durante 20 minutos, a 11000 rpm.
Apoés centrifugacdo, recolheu-se novamente o sobrenadante obtendo-se a fragao
designada FKOH, o sedimento foi também lavado com agua e o sobrenadante obtido
foi adicionado a fracao FKOH; a fracao resultante foi neutralizada.

Ao sedimento obtido da etapa anterior, foram adicionados dois volumes de HCI 0.6 M e
incubou-se a suspensao a 100 °C durante uma hora. Apds incubacéao, a suspenséo foi
novamente centrifugada e lavada com agua destilada. Os sobrenadantes foram
recolhidos, obtendo-se a fragdo FHCI, tendo esta sido neutralizada com NaOH. Por fim,
ao sedimento resultante, adicionaram-se dois volumes de NaOH 1M e agitou-se a
suspensao a 60 °C durante 20 minutos, seguida de centrifugacao e lavagem com agua
destilada. Reuniram-se os sobrenadantes recolhidos (fragcdo FNaOH) e neutralizou-se
com HCI.

3.3.5 Quantificacao de Lipidos
Os lipidos da cultura de P. cruentum e das fragdes obtidas por extracdo multi-etapas
(MSE) foram quantificados por dois métodos distintos, extragdo continua em Soxhlet

usando n-hexano como solvente e pelo método colorimétrico de sulfofosfovanilina.%®

3.3.5.1 Extragcdao em Soxhlet

Uma amostra de 3 g de residuo seco da cultura de P. cruentum foi extraida com
300 mL de n-hexano durante 5 horas por extragdo continua em sistema Soxhlet. O
solvente foi evaporado a secura, o extrato seco sob vacuo, seguido de estufa a 105 °C,

tendo o residuo sido quantificado.

3.3.5.2 Método de Sulfofosfovanilina

Este método foi realizado para as fragdes resultantes da MSE. Adicionou-se 20 uL de
amostra a tubos de ensaio e incubou-se a 90 °C num banho termostatizado durante
10 minutos. Ap6s arrefecimento até temperatura ambiente, adicionaram-se 180 L de
acido sulfurico concentrado, incubou-se novamente a 100 °C durante 10 minutos e
quando arrefecido, adicionou-se 500 yL do reagente de fosfovanilina (0.0012 % (m/v)
de vanilina 99% numa solu¢ao de acido ortofosférico 70.83 %), incubando-se a 37 °C
durante 15 minutos. Por fim, 150 pyL da mistura reacional foram colocadas numa
microplaca de 96 pogos e incubou-se 30 minutos no escuro, sendo registada a
absorvancia ao comprimento de onda de 528 nm num leitor de microplacas. Os

doseamentos foram realizados em triplicado e o ensaio em branco com agua destilada.
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Foi utilizado como padrdo uma solugédo de 6leo de colza biolégico em etanol absoluto,

numa gama de 0-2.544 ug. Os resultados foram apresentados em mg/g de biomassa.

3.3.6 Doseamento de Polissacaridos

3.3.6.1 Método do Fenol-Acido Sulfurico

A quantificacdo dos polissacaridos totais presentes nos extratos foi realizada segundo
o protocolo descrito por Masuko et al.?" Numa microplaca de 96 pogos, adicionaram-se
por poco 50 uL de amostra, 150 pL de acido sulfurico concentrado e de imediato 30 pL
de fenol 5% (m/v). A mistura reacional foi incubada a 90 °C num banho
termostatizado durante 5 minutos. Decorrido esse periodo, arrefeceu-se a mistura
reacional a temperatura ambiente e registou-se a absorvancia ao comprimento de onda
de 490 nm num leitor de microplacas. Os doseamentos foram realizados em triplicado
e utilizada agua destilada no ensaio em branco. O acido poligalacturénico foi usado
como padrao numa gama de 0-500 pg. Os resultados foram apresentados em mg de

polissacaridos totais por g de biomassa.

3.3.6.2 Método do Corante Congo Red

A quantificagdo de B-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice, realizou-se pelo
método descrito por Semedo et al..>*> Numa placa de 96 pogos, adicionaram-se 140 uL
de amostra e 140 pyL de uma solugéo previamente preparada de Congo red 0.017%
(m/v) em tampao fosfatos salino (PBS). De seguida, registou-se a absorvancia ao
comprimento de onda de 510 nm num leitor de microplacas. Os doseamentos foram
realizados em ftriplicado e foram efetuados 3 tipos de ensaio em branco com os
mesmos volumes anteriormente descritos. O primeiro com agua destilada e com o
corante, o segundo com agua destilada e PBS e o terceiro com a amostra e o PBS,
tendo sido utilizado como padrao -(1,3)-D-glucano de cevada numa gama de 0-7 pg.
Para a correcido da absorvancia, utilizaram-se os valores de absorvancia dos ensaios

em branco (AbSgranco) € da amostra (Absamostra) (EQuacéo 1).
Ab3510 nm= (AbSAmostra - AbSBranco 1) - (AbSBranco 3- AbSBranco 2) (Eq 1 )
Os resultados foram apresentados em mg de 3-(1,3)-D-glucanos por g de amostra.

3.3.6.3 Método do Azul de Toluidina

Os polissacaridos sulfatados foram quantificados utilizando o método descrito por Hahn
et al.?” adaptado, Numa microplaca de 96 pogos, adicionaram-se 50 UL de amostra e
250 pL de uma solugéo de azul de toluidina 0.05 mgmL™"'em PBS, lendo-se de seguida
a absorvancia a 655 nm num leitor de microplacas. Para a preparacao dos padrdes

na gama 0-6.25 g, utilizou-se uma solugéo stock de sulfato de 1 mgmL' de dextrano
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com peso molecular médio de 200 Da. Os doseamentos foram realizados em triplicado
e 0 branco com agua destilada. Os resultados foram apresentados em mg de

polissacaridos sulfatados por g de biomassa.

3.3.6.4 Método do Carbazole-Acido Sulftrico

Os polissacaridos acidos foram quantificados pelo método descrito por
Cesaretti et al.'®* e Monsalve-Bustamante et al..1%? Adicionaram-se em tubos de ensaio
40 uL de amostra, 400 uL de agua destilada, 2 mL de tetraborato de sédio 0.95 gL’
H>SO.4 e 40 pL de carbazole, a 0.2 % (m/V) em etanol e incubou-se a 90 °C num banho
termostatizado durante 12 minutos. Apos arrefecimento, foram adicionados 300 pL da
mistura reacional numa microplaca de 96 pocos e registou-se a absorvancia ao
comprimento de onda de 528 nm, utilizando como padréo o acido D-galacturénico numa
gama de 0-2.5 mg. Os resultados foram apresentados em mg de polissacaridos acidos

por g de biomassa.

3.3.7 Doseamento de Proteina Total

No doseamento de proteina total utilizou-se o método descrito por Bradford?® com
algumas adaptacdes e que se baseia na ligacdo do corante Azul de Coomassie as
proteinas. Pipetou-se 100 uL de amostra e 100 pL do reagente Bradford (Bio-Rad Quick
Start™) para uma microplaca de 96 pogos. Misturou-se com a ajuda da micropipeta e
deixou-se repousar durante 5 minutos. A absorvancia ao comprimento de onda de 550
nm foi registada num leitor de microplacas. Os padrdes foram preparados numa gama
de 0-10.4 pg a partir de uma solugao stock 0.20 mgmL" de BSA (albumina de soro de
bovino). Os doseamentos foram realizados em triplicado e o branco com agua destilada.

Os resultados obtidos foram apresentados em mg de proteina por g de biomassa.

3.3.8 Avaliagao da Capacidade Antioxidante

3.3.8.1 Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram doseados a partir do método de Folin-Ciocalteu
descrito por Reis et all®® com algumas adaptagcdes. Numa microplaca de 96 pogos
adicionou-se 30 uL de amostra, 150 uL de uma solugao de reagente Folin-Ciocalteu
(1:10) e 120 pL de uma solugdo de Na>COs 75 gL™". Incubou-se a mistura reacional a
40 °C durante 30 minutos num banho termostatizado. Apds arrefecimento, registaram-
se as absorvancias ao comprimento de onda de 655 nm num leitor de microplacas.
Foi utilizado como padrdo o acido galico numa gama de O0-7.5 pg.

Os doseamentos foram realizados em triplicado e o branco com agua destilada.
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Os resultados obtidos foram apresentados em mg de equivalentes de acido galico (EAG)

por g de biomassa.

3.3.8.2 Flavonoides Totais

Os flavonoides nos extratos obtidos foram quantificados pelo método de cloreto de
aluminio descrito por Yeh et al.® com algumas modificagdes. Numa microplaca de
96 pocos, pipetou-se 25 uL de amostra, 100 pyL de agua destilada e 7.5 yL de uma
solugdo de NaNO2 5 % (m/v) e deixou-se em repouso durante 5 min a temperatura
ambiente. De seguida, adicionou-se 7.5 uL de uma solugéo de AICIz 10 % (m/v) e
deixou-se novamente repousar 5 minutos, seguindo-se a adicdo de 100 yL de uma
solugdo de NaOH 4 % (m/v) a mistura reacional, que ficou em repouso 10 minutos
antes de se registar a absorvancia ao comprimento de onda de 510 nm num leitor de
microplacas. Para a preparag¢ao dos padrées numa gama de 0-25 pg, utilizou-se uma
solugdo sfock de catequina 50 % (m/v) em etanol. Os doseamentos foram
realizados em ftriplicado e o branco com agua destilada. Os resultados obtidos foram

apresentados em mg equivalentes de catequina (EC) por g biomassa.

3.3.8.3 Capacidade Quelante de 16es de Fe?*

Determinou-se a capacidade quelante de ides Fe?* dos NPsC sintetizados a partir do
método descrito por Canabady-Rochelle et al.*® com algumas alteragdes. Numa
microplaca de 96 pocgos adicionou-se 50 uL da amostra a analisar, 185 uL de metanol
absoluto, 50 uL de uma solugéo de cloreto de ferro (lI) 2 mM e 20 pL de uma solugao
de ferrozina 5mM. Deixou-se repousar a mistura reacional durante 10 min a temperatura
ambiente. Apds 10 minutos, registou-se a absorvancia ao comprimento de onda de
550 nm num leitor de microplacas. Os doseamentos foram realizados em triplicado e o
branco com agua destilada. A capacidade quelante de ibes Fe?* foi calculada a partir da
Equacéao 2, onde (Absssonm)o corresponde a absorvancia do branco e (AbsSssonm)amostra @

absorvancia da amostra.
Capacidade Quelante (O/o) = [(Abs550nm)0 - (Abs550nm)amostra] / (Abs550nm)0 (ECI 2)

3.3.8.4 Método do Radical ABTS

A atividade antioxidante dos NPsC foi avaliada utilizando o método de inibigao do radical
ABTS descrito por Re et al® com algumas adaptagbes. Preparou-se uma
solucdo stock de ABTS™ 7 mM com Kz0sS2 2.5 mM em &gua destilada deixando
repousar durante a noite (ca. 12-16 h) no escuro. De seguida, a solugéo foi diluida com
PBS para um valor de absorvancia unitario ao comprimento de onda de
655 nm, sendo a mesma utilizada como solugdo stock. Para o doseamento,

adicionou-se num poco de uma microplaca de 96 pogos, 290 uL da solugao stock e
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10 yL da amostra a analisar. As absorvancias foram lidas ao comprimento de onda de
655 nm num leitor de microplacas. Os doseamentos foram realizados em triplicado e o
branco com agua destilada. Como padrao foi utilizado o trolox numa gama de 0-3.4 ug.
Os resultados foram apresentados em mg equivalentes de trolox (ET) por g de

biomassa.

3.3.8.5 Método do Radical DPPH

Como complemento do estudo, a capacidade antioxidante dos NPsC foi avaliada
utilizando o método do radical DPPH, descrito por Thetsrimuang et al.*°, com algumas
modificacdes.

Numa microplaca de 96 pogos, adicionou-se 90 pyL de uma solugdo DPPH 0.3 mM em
metanol 80 %(v/v) e 10 yL de amostra. De seguida, incubou-se a mistura reacional
durante 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. Registaram-se as
absorvancias ao comprimento de onda de 510 nm num leitor de microplacas. Como
padrao utilizou-se também o trolox numa gama de 0-4 ug. Os doseamentos foram
realizados em ftriplicado e o branco com agua destilada. Os resultados foram

apresentados em mg equivalentes de trolox (ET) por g de biomassa.

3.4 Sintese e Purificagdo dos NPsC

Os NPsC foram sintetizados pelo método convencional num reator de alta-presséao Parr,
por irradiagado assistida por microondas (Mw) e ainda com aquecimento em mufla. No
processo hidrotérmico convencional foram utilizadas amostras em diferentes condigdes:
a cultura de P. cruentum direta, i.e., na presenca do meio nutriente, a biomassa humida
e a biomassa seca; nos ensaios realizados por irradiacdo assistida por microondas e

em mufla, apenas foi utilizada a biomassa seca.

3.4.1 Sintese de NPsc a partir da Cultura de P. cruentum por
Aquecimento Convencional

As condigdes tipicas utilizaram 120 mL da cultura de P. cruentum que foram introduzidos
no reator de ago inox e ao qual foi adicionada uma quantidade conhecida de aditivo. O
reator foi selado e as condigbes do ensaio foram programadas. As condi¢des reacionais

de cada ensaio sao apresentadas no capitulo dos Resultados e Discussao.

3.4.2 Sintese dos NPsc a partir da Biomassa humida/seca de P. cruentum
por Aquecimento Convencional

As condigbes tipicas utilizaram 3 g de biomassa de P. cruentum a qual se adicionaram
120 mL de agua Millipore® no reator de ago inox e uma dada quantidade de aditivo (ED).

O reator foi posteriormente selado e as condigbes operatérias programadas. As
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condicdes reacionais de cada ensaio sdo apresentadas no capitulo dos Resultados e

Discusséao.

3.4.3 Sintese de NPsC a partir da Biomassa Seca por Irradiagao
Assistida por Microondas

Pesou-se ca. 500 mg de biomassa seca para um tubo de pyrex de 30 mL, adicionou-se
15 mL de agua Millipore® e a quantidade pretendida de ED. O tubo foi selado e colocado
no reator Monowave 300 da Anton Paar, tendo sido iniciada a irradiagao nas condicbes
previamente estabelecidas. As reagcdes no microondas doméstico foram realizadas com
500 mg de biomassa seca e 2 mL de agua Millipore® (com e sem aditivo) em vaso
aberto (tubo de ensaio). Este foi colocado no microondas e o ensaio programado a
800 W, com tempos de irradiac&o variaveis. Atendendo a evaporacéo da agua durante
o0 aquecimento, no final do periodo de irradiacdo foram adicionados 15 mL de agua
Millipore® e a mistura reacional foi sujeita a ultrassons para desagregar o material das
paredes do tubo de ensaio.

Os ensaios realizados em mufla foram conduzidos no reator de aco-inox em vaso de
Teflon com 1.67 g de biomassa seca, 50 mL de agua e uma quantidade pré-estabelecida

de aditivo.

3.4.4 Purificagao de NPsC por Extragao liquido-liquido

Os NPsC obtidos foram extraidos com 2x60 mL de CHxCl> e com
2x60 mL de AcOEt, obtendo-se no final uma fase aquosa e duas fases organicas. As
fases organicas foram secas com sulfato de sodio anidro, filtradas por gravidade,
evaporadas sob vacuo e posteriormente secas a 105 °C. Afase aquosa foi colocada sob
vacuo para remover o solvente organico residual e foi armazenada a 4 °C sob atmosfera

inerte.

3.4.5 Purificagao de NPsC por Sephadex G75

Uma amostra de 1.3 mL (ca. 50 mg) de um lote de NPsC previamente selecionado foi
carregada numa coluna cromatografica com Sephadex G75 (previamente preparada) e
foram recolhidas varias fragbes com volumes de ca. 7 mL.

Preparagao prévia da coluna de Sephadex: 2.5 mg de Sephadex G75 foram suspensos
em 150 mL de agua Millipore® e a mesma aquecida a 90 °C com agitagéo, durante trés
horas. A suspensao resultante foi deixada em repouso durante 14 dias. O liquido
sobrenadante foi retirado e o gel depositado foi lavado cuidadosamente 3x com agua
Millipore® com recurso a sonicagdo. O gel foi entdo transferido para uma coluna

cromatografica (1 cm x 20 cm), onde repousou durante 24 horas. Apds o processo de
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eluicdo, o Sephadex foi reutilizado depois de varias lavagens com agua Millipore®. A

eficiéncia da lavagem foi monitorada medindo a condutividade do eluato.

3.5 Avaliacao da Bioatividade dos NPsC
3.5.1 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos NPsC foi avaliada utilizando o método de difusdo em
disco descrito por Kirby-Bauer®* com algumas adaptacdes; e os valores MIC e MLC
foram determinados pelo método colorimétrico de microdiluigdo em meio liquido.195:106
Foram utilizadas duas espécies bacterianas, E. coli ATCC® 25922 e S. aureus ATCC®
25923. Para cada ensaio, as culturas de pré-inéculo foram preparadas em meio Mueller
Hinton Broth (MHB, Oxoid), com ajuste da turbidez ao padrao 0.5 McFarland (1.5x108
UFC/MI, Frilabo), apds incubagéo durante a noite, a 37 °C e com agitagéo a 180 rpm.
Para a aplicagao do método de difusdo em disco, preparou-se o meio nutriente Mueller
Hinton Agar (MHA, Scharlau) e distribuiu-se por varias placas de Petri. A inoculagdo das
suspensodes celulares foi realizada num meio constituido por S-hidroxi-#metilbutirato de
calcio (MHB) suplementado com 0.5% (m/v) de agar técnico que foi depositado (ca. 6
mL) na superficie do meio MHA previamente seco. A atividade antimicrobiana foi
avaliada em ensaios de suscetibiidade a difusdo em discos de
9 mm, onde foram aplicados 50 pyL de NPsC/disco (correspondendo a diferentes
massas), utilizando como controlo positivo a gentamicina (10 pg/disco) e como controlo
negativo agua estéril. Os resultados foram observados apds um periodo de incubagao
de ca. 18 horas, a 37 °C.

Para a determinacdo dos valores MIC e MLC utilizou-se um método colorimétrico de
microdiluicdo em meio liquido, que se baseia na reducdo da resazurina a resorufina
realizada por células viaveis.'®% Numa microplaca de 96 pogos estéril, foram
colocados em cada pogo, 100 uL da suspensao celular previamente ajustada a
concentragdo de 5x10° UFC/mL e 100 pL de NPsC (em diferentes concentragées). A
placa foi incubada durante aproximadamente 18 horas, a 37 °C. Apds esse periodo,
adicionou-se a cada pogo 20 pL de solugdo 0.01% (m/v) resazurina em PBS
previamente filtrada e voltou-se a incubar por 1-2 horas a 37 °C. Os resultados foram
interpretados visualmente e por leitura de intensidade de fluorescéncia (Aexc = 550 nm e
Aem = 650 nm).
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3.5.2 Avaliagao da Citotoxicidade in vitro

A avaliacao da citotoxicidade in vitro dos NPsC foi realizada pelo método colorimétrico
do MTT 8'8em quatro linhas celulares.

Numa microplaca de 96 pocos estéril, adicionou-se 100 pL de suspensao celular
(1x10° células/pogo), em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO®,
Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10% (v/v) FBS (soro bovino fetal, GIBCO®,
Thermo Fisher Scientific) e incubou-se ca. 18 horas, a 37 °C com atmosfera
humidificada a 5 % CO.. Apds esse periodo, adicionou-se 100 yL de NPsC por pocgo e
as microplacas foram novamente incubadas durante 18 horas, mantendo-se as
condigbes anteriormente referidas. De seguida, descartou-se o sobrenadante e
lavaram-se as células nos pogos com PBS; adicionou-se 100 uL/poco de uma solugao
5 mgmL" de MTT em PBS e incubou-se durante 3 horas a 37 °C com atmosfera
humidificada a 5 % CO.. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 uL/poco de
uma solugédo de 0.1 M Twenn® 20 (Bio-Rad) em isopropanol e apés dissolugao dos

cristais, leu-se a absorvancia a 570 nm com referéncia a 650 nm.

3.5.3 Marcacgao Celular com NPsC por Microscopia de Fluorescéncia

As observagbes por microscopia de fluorescéncia foram realizadas com diferentes
linhas celulares, (3T3, S180, HelLa e Vero) previamente incubadas com os NPsC numa
concentragdo de 500 pugmL-".

Apds obtencao das suspensdes celulares, numa microplaca de 24 pocos estéril foram
adicionadas lamelas redondas, previamente esterilizadas e adicionou-se 500 yL de uma
solugéo de 0.15% (m/v) de gelatina em PBS. De seguida, os pogos foram esvaziados,
deixados secar durante 5 minutos e foram adicionadas 1-2 gotas de suspenséo celular
(1x10° células/pogo) em meio DMEM suplementado com 10% (v/v) FBS. Foram
adicionados a cada pogo 500 pyL de meio DMEM e a microplaca foi incubada durante
ca. 18 horas, a 37 °C com atmosfera humidificada a 5 % CO.. Apds incubacao,
descartou-se o sobrenadante, pipetou-se 1 mL de meio DMEM fresco suplementado
com 10% (v/v) FBS e adicionou-se 50 uL de NPsC/pogo. As placas foram deixadas a
incubar, nas condi¢coes referidas anteriormente. Apds 18 horas, as lamelas foram
lavadas com meio DMEM fresco, colocou-se cada lamela invertida numa lamina e
procedeu-se a aquisigdo das imagens num microscopio de fluorescéncia, recorrendo a
uma ampliacdo de 400x, tendo sido selecionados filtros de diferentes gamas de

comprimentos de onda.
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram sintetizados nanopontos de carbono (NPsC) luminescentes
inovadores utilizando como fonte de carbono uma cultura de Porphyridium
cruentum e a sua biomassa. A sintese envolveu a producdo de NPsC recorrendo a
valorizagdo de residuos da microalga P. cruentum produzida industrialmente, utilizando
técnicas de carbonizacéo hidrotérmica com aquecimento convencional em reator de alta
pressdo (CH) e irradiagdo assistida por microondas. Os NPsC sintetizados por CH
exibiram rendimentos quénticos promissores (ca. @ = 0.19), destacando-se os
produzidos a partir da biomassa seca de P. cruentum utilizando como aditivo
etilenodiamina.

Para concentragbes inferiores a 2000 pugmL™', verificou-se no geral, auséncia de
citotoxicidade dos NPsC produzidos quando testados em ensaios in vitro em células
animais e humanas.

A atividade antibacteriana avaliada revelou-se moderada para os NPsC produzidos a
partir da BH_Porphy.cr..

Os resultados obtidos mostraram que os NPsC sintetizados exibiram capacidade para
serem utilizados como agentes antimicrobianos, bem como na vertente da
bioimagiologia como marcadores, atendendo a sua dimensdo nanométrica e
consequentemente, a sua capacidade de migrarem para o interior das células. Contudo,
esta aptiddo devera ser melhor explorada, atendendo a diversidade de parametros
envolvidos na sua aplicagao.

Perspetivando uma melhoria das propriedades 6&ticas e morfolégicas destes
nanomateriais, poderao futuramente ser explorados alguns parametros, nomeadamente
a liofilizagdo da matéria-prima em alternativa a secagem em estufa, considerando que
a temperatura elevada podera destruir componentes importantes para o processo de
carbonizagao e subsequentes propriedades dos NPsC produzidos.

Sera igualmente pertinente o estudo por microscopia de fluorescéncia destes NPsC em
bactérias, nomeadamente em E. coli e S. aureus, dado que alguns dos NPsC
manifestaram atividade antimicrobiana contra estas duas espécies. Esta abordagem
possibilitara a investigagcdo de interagbes especificas entre os NPsC e as células
microbianas, permitindo compreender os mecanismos subjacentes que conduzem a
inducéo da morte celular.

A possibilidade do aumento de escala no reator de microondas sera uma vertente a
considerar, podendo envolver a exploracao de condicbes operatérias diferenciadas,
nomeadamente o aumento da temperatura, com a consequente diminuicdo do tempo

de residéncia.
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