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Resumo

A presente dissertagao teve como principal objetivo a sintese sustentavel de nanopontos de
carbono (NPsC) luminescentes e bioativos, utilizando como fonte de carbono residuos
sélidos do tomate (RST) e a sua posterior aplicagdo como agentes antimicrobianos e

marcadores celulares fluorescentes.

ApOs a sintese por carbonizagao hidrotérmica através de aquecimento convencional e
radiacdo micro-ondas, e subsequentes etapas de isolamento e purificacdo, os NPsC foram
caracterizados estruturalmente por espetroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), ressondncia magnética nuclear de protdo (RMN H) e andlise elementar. A
avaliagdo das propriedades fotofisicas dos nanomateriais foi realizada por espetroscopia de
absorcdo no estado fundamental (UV-Vis) e espetroscopia de fluorescéncia no estado

estacionario.

A bioatividade dos NPsC foi estudada in vitro através da determinagdo das suas propriedades
antioxidantes e da avaliagdo da sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
-negativas (Escherichia coli) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus) pelos métodos de
difusdo em disco e de microdiluigdo em meio liquido. Os NPsC atuaram de forma nao
seletiva nas bactérias em estudo, tendo os nanomateriais sintetizados com radiagao micro-

-ondas exibido atividade antibacteriana superior.

A andlise in vitro do efeito citotoxico foi realizada através da avaliacdo da viabilidade de
linhas celulares animais e humanas selecionadas, evidenciando a generalidade dos NPsC
toxicidade reduzida, que aliada a capacidade de marcagao por fluorescéncia permitiu a
identificagdo de diversas regides celulares. Estas carateristicas associadas a sua emissao
sintonizavel, reforgam o potencial de utilizagdo destes novos nanomateriais em marcagao

celular.

Palavras-chave: Nanopontos de carbono, residuos sdlidos do tomate, carbonizagao

hidrotérmica, fluorescéncia, bioatividade, citotoxicidade.






Abstract

The main objective of this dissertation was the sustainable synthesis of luminescent and
bioactive carbon nanopots (CNDs) using solid tomato waste (STW) as carbon source, and

their subsequent application as antimicrobial agents and fluorescent cell markers.

After synthesis by hydrothermal carbonization using conventional heating and microwave-
-assisted irradiation, and subsequent isolation and purification steps, the CNDs were
structurally characterized using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), proton
nuclear magnetic resonance (*H NMR) and elemental analysis. The photophysical properties
of the nanomaterials were evaluated using ground-state absorption spectroscopy (UV-Vis)

and steady-state fluorescence spectroscopy.

The bioactivity of the CNDs was studied in vitro by determining their antioxidant properties
and assessing their antimicrobial activity against Gram-negative (Escherichia coli) and Gram-
-positive (Staphylococcus aureus) bacteria using the disk diffusion and broth microdilution
methods. The CNDs exhibited non-selective activity against the studied bacteria, with
nanomaterials synthesized through microwave-assisted radiation displaying superior

antibacterial activity.

The in vitro analysis of the cytotoxic effect was carried out by assessing the viability of
selected animal and human cell lines, showing that the CNDs were generally low in toxicity,
which, together with their fluorescence labelling capacity, enabled the identification of
various cell regions. These characteristics, associated with their tunable emission, reinforce

the potential for the using of these new nanomaterials in cell labelling.

Keywords: Carbon nanodots, solid tomato waste, hydrothermal carbonization, fluorescence,

bioactivity, cytotoxicity.
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A

ABTS Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
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AE Anadlise Elementar

AFM Microscopia de Forca Atdomica (Atomic Force Microscopy)
B

BSA Albumina do soro bovino (Bovine Serum Albumin)

C

ca. circa (do Latim, quantidade aproximada)

cf. confer (do Latim, confrontar com)

CFU Unidades formadoras de colénias (Colony-Forming Units)
CHAC Carbonizagao Hidrotérmica por Aquecimento Convencional
CHMO Carbonizagao Hidrotérmica Assistida por Radiagao Micro-ondas
D

DET Dietilenotriamina

DME Dulbecco's Modified Eagle

E

EAG Equivalentes de acido galico

EAT Equivalentes de acido tanico

ED Etilenodiamina

e.g. exempli gratia (do Latim, por exemplo)

em Emissdo

exc Excitagcao

Eq. Equivalente

EQ Equivalentes de quercetina

ET Equivalentes de trolox

F

FBS Soro bovino fetal (Fetal Bovine Serum)

FTIR Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier



H

Hela Linha celular tumoral do colo do utero de Henrietta Lacks

L

L929 Linha celular de fibroblastos de murganho

M

m.r. Misturas reacionais

MHA Mueller-Hinton Agar

MHB Mueller-Hinton Broth

MHS Mueller-Hinton Soft

MIC Concentragdo minima inibitéria (Mininum Inhibitory Concentration)
MLC Concentragdo minima letal (Mininum Lethal Concentration)
MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio

N

NIH-3T3 Linha celular de fibroblastos embriondrios de murganho
NMsC Nanomateriais de Carbono

NPsC Nanopontos de Carbono

P

PBS Solugdo salina de tampao fosfatos (Phosphate-Buffered Saline)
PEG Polietilenoglicol

p-FD p-Fenilenodiamina

PQsG Pontos Quanticos de Grafeno

PsC Pontos de Carbono

PsPC Pontos de Polimero Carbonizado

R

Resazurina 7-Hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido, sal de sédio

RMN H Ressonancia Magnética Nuclear de Protdo

RST Residuos solidos do tomate

ROS Espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species)

S

$180 Linha celular de sarcoma de murganho



Xi

T
T Temperatura

t Tempo de reacao

t.a. Temperatura ambiente

Trolox Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
U

u.a. Unidades arbitrarias

uv Ultravioleta

UV-Vis Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel

\"

VERO Linha celular epitelial renal de macaco verde africano
Simbolos

A Comprimento de onda

¢ Potencial Zeta

T Tempo de vida do fluoréforo

D¢ Rendimento quantico de fluorescéncia
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I.1. PREAMBULO

A presente dissertagdo descreve a sintese sustentavel de nanomateriais de carbono (NMsC)
luminescentes obtidos a partir de residuos sélidos do tomate (RST), desperdicio de grande

abundancia na bacia do Mediterraneo, rico em matéria organica e outros componentes.

Este Capitulo engloba uma revisdo da literatura, onde se encontra uma breve abordagem a
indUstria do processamento do tomate, a tipologia dos residuos produzidos e suas

propriedades fisico-quimicas, bem como as diferentes metodologias para a sua valorizagao.

No presente Capitulo sdao ainda descritas as diferentes nanoestruturas de carbono e os
principais métodos de sintese empregues na sua obtengdo. Serdao também apresentadas as
suas propriedades fotofisicas e bioldgicas mais relevantes, bem como as potenciais areas de

aplicagao destes nanomateriais.

Desta forma, o presente Capitulo inclui as Sec¢des abaixo elencadas:
[.2. Industria do Processamento do Tomate

[.3. Nanomateriais de Carbono

I.4. Principais Aplicagdes
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1.2. INDUSTRIA DE PROCESSAMENTO DO TOMATE

O tomate é um dos frutos mais apreciados, devido ao seu sabor apetitoso e as suas variadas
formas e cores. Com produgao originaria da América do Sul, destaca-se por ser uma fonte de
compostos bioativos e pelas suas propriedades benéficas para a saude. Em 2021, a drea para
o seu cultivo foi de 4.8 milhdes de hectares, correspondendo a uma produgdao mundial de
ca. 182 milhdes de toneladas, impulsionada principalmente por um mercado de fast food em
constante crescimento. Atualmente, ca. 80 % dos tomates produzidos em todo o mundo sdo
consumidos frescos, sendo os restantes 20 % normalmente utilizados na forma de pastas,

molhos e sumos.'?

Em Portugal, esta industria representa um dos setores transformadores mais relevantes e
tem aumentado exponencialmente nas ultimas décadas, desde pouco mais de 900 mil
toneladas processadas no final dos anos noventa, para 1.7 milhGes de toneladas em 2021,

representando uma taxa média anual de crescimento de ca. 3.2 %.!

1.2.1. Tipologia dos Residuos Produzidos

As principais industrias transformadoras encontram-se localizadas em zonas temperadas,
uma vez que esta cultura anual é favorecida em climas amenos. Em locais como a Unido
Europeia mais de metade do cultivo mundial sofre processamento industrial, principalmente
para a producdo de pastas de tomate, molhos, purés ou tomate enlatado.® A Figura 1.1

mostra as diferentes etapas envolvidas na obtencdo de produtos derivados do tomate.



Introducdo 5

(3) Sumos

I Transporte do cultivo para a manufatura I

Lavagem
(1) Enlatados

(descascado e/ou fatiado)

Selegdo =—> Fruta defeituosa

Descasque —> Cascas Corte e Esmagamento

Selegdo =—p Fruta defeituosa Polpagdo

Cascas e (4) Polpas

sementes
Corte e remogdo de sementes =—p Sementes Homogeneizagdo Rplubesteted | — Prensagem e centrifugagdo
Pasta :

Sumo Sumo 1
Homogeneizacdo Rttt Desarejamento 4- ----------- !
Enchimento I 4 Adicdo ingredientes e confecdo

Esterilizagdo

(5) Comidas derivadas
Pré-aquecimento Formulagdo e empacotamento (e.g. sopas)

Evaporagao | Armazenamento e transporte para mercado

Desarejamento

|
|
|
¢

Adicdo ingredientes e re-aquecimento B

(2) Molhos

Figura I.1. Diagrama de blocos das etapas de produgao de produtos derivados do tomate.

Adaptado de Porretta.*

Em termos de composigdo fisica, o tomate contém 1.0 a 1.5 % de sementes e 1.5 a 2.5 % de
casca e fibra, sendo os restantes 94 a 96 % compostos por sumo, do seu peso total.> Uma
fracdo consideravel dos residuos sélidos do tomate (RST) sdo sementes, tecidos vasculares e
casca, estando frequentemente disponiveis na forma de uma mistura aquosa denominada

por bagaco, representando ca. 2 a 5 % do tomate bruto.®

Uma vez colhido e transportado para as unidades de transformacdo, o fruto é lavado e
selecionado, sendo encaminhado para os diferentes tipos de processamento, seguidos das
etapas de enchimento, esterilizacdo, rotulagem e empacotamento, armazenamento e

subsequente transporte para a sua comercializa¢3o.’

Na etapa inicial de lavagem, onde se da a remocdo de sujidade, terra e outras impurezas

organicas e inorganicas, sdo geradas lamas que representam ca. 1 % do peso total da
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matéria-prima.® Da etapa de selecdo, resulta a remog¢do ndo s6 de fruta defeituosa, mas
também de fruta imatura e danificada, constituindo ca. 5 % do peso total da matéria-prima.’
Na obtencdo de enlatados, das etapas de descasque e segunda sele¢do, que visam retirar as
cascas, ou pele, do pericarpo exterior do tomate inteiro, e remover defeitos do tomate
pelado inteiro, respetivamente, sdo ainda gerados fragmentos de cascas, frutos danificados
e outras partes das plantas e frutos removidos apds triagem, que constituem 25 a 28 % do
tomate.’ Da etapa de corte e remocdo de sementes, que visa a obtencdo de pedacos de
tomate cortado e de tomate pelado inteiro sem sementes, resultam sementes e liquido
locular, constituindo 13 a 45 % do cultivo.!® Na obtencdo de sumos, a etapa de corte e
esmagamento conduz a obtengdo de fruta com dimensdes entre 1.0 e 1.5 mm e de
desperdicios da prépria operacdo de ca. 2 % do peso total.®2 Por dltimo, na etapa de
polpagdo, ou extragao, que visa a obtengdo de polpa e sumo, bem como a sua separagdo do
tomate esmagado, resulta o bagaco que contém sementes (33 %), pele (27 %) e polpa

(40 %), representando 4 % do peso do tomate.!!

Considerando a problematica associada a produgdo destes residuos, serdo apresentados
nesta Sec¢ao uma breve abordagem a sua composi¢cdo quimica, os problemas ambientais

inerentes e respetivos tratamentos possiveis.

1.2.2. Composi¢dao Quimica dos Residuos Sdélidos do Tomate

Os RST, que constituem o bagaco seco, sdo ricos em fibras (25-50 %), proteinas (15-24 %),
lipidos (5-21 %) e minerais (4-7 %), possuindo também variados componentes bioativos,
como licopeno e acido ascérbico.r? O seu teor em fibra é superior na casca (41 %)

relativamente ao da polpa ou de quaisquer outros subprodutos vegetais.!>1*

Estes residuos servem como fonte de proteina, especialmente as sementes, contendo
22-34 % de proteina, a que acresce a presenga dos aminodcidos essenciais (com exce¢do do
triptofano) e de uma pequena quantidade de cisteina, pelo que tém aplicagdo na fortificagao
de produtos cerealiferos. No entanto, o seu teor de aminoacidos varia, dependendo em
grande parte da relacdo casca/semente do bagaco de tomate.’®> Além disso, as sementes

possuem um teor em oOleo de 13-19 %, com uma fragdo maior de dacidos gordos
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polinsaturados, como o acido linoleico (21-40 mg.mL?), do que &cidos gordos saturados,

como o acido palmitico (6-19 mg.mL?).1®

Os RST contém ainda macro (e.g. potassio, cdlcio e magnésio) e micro (e.g. zinco, ferro e
manganés) minerais. As sementes de tomate apresentam um teor de ferro de

ca. 243 mg.kgl, que é mais elevado em comparag¢do com a casca (ca. 76 mg.kg?! de ferro).'’

A pele e as sementes do tomate possuem um teor de polifendis mais elevado do que
a polpa. Em particular, mais de metade dos compostos fendlicos totais (53 %) (e.g. acido
cumarico), flavondides (52 %) (e.g. rutina) e outros compostos antioxidantes (52 %) (e.g.

licopeno e B-caroteno) do tomate estdo presentes na sua pele e sementes.®

1.2.3. Problematica Ambiental, Métodos de Tratamento e Valorizagao de Residuos

Os residuos gerados durante o processamento de tomate sdo um sub-produto da producao
qgue nado atingiu o estado final. A eliminagdao desta matéria tem uma influéncia significativa
nos aspetos econdmicos e ambientais associados ao processo industrial. Uma vez que os
residuos alimentares tém baixas estabilidades biolégica e oxidativa, sdo propensos a
degradagao microbiana que resulta na produgdo de gases com efeito de estufa, com sérios
impactos no aquecimento global e nas alteragdes climaticas. Para além disso, o custo do
tratamento dos residuos é demasiado elevado, o que afeta grandemente a economia da

industria.l®

Neste sentido, e de forma a minimizar o impacto na sua atividade, a industria tem vindo a
desenvolver um sistema adequado de gestao de residuos que inclui a sua redugao,
reutilizacdo, recuperacdo, e reciclagem, uma vez que estes contém variadas substancias de

alto valor acrescentado, como as anteriormente mencionadas (e.g. proteinas, lipidos, etc).?°

De forma geral, os residuos resultantes do processamento industrial do tomate podem ter
uma aplicacdo muito vasta, incluindo desenvolvimentos biotecnolégicos associados a sua
reutilizagdao sustentavel, com utilizagao direta na dieta animal, mas também de compostos
extraidos, como pectina, carotenos, liquido de bagaco e proteinas em suplementos para
alimentagdao humana. Em alternativa, podem ainda ser empregues para produzir bioenergia

sob a forma de biocombustiveis.?!
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Porém, tém sido relatados alguns estudos sobre a utilizacdo inovadora de residuos
industriais para obtencdo de produtos de valor acrescentado. Residuos alimentares como
sementes, graos, folhas e sumos possuem um conteldo de carbono suficientemente elevado

para atuar como precursores na sintese de nanomateriais de carbono (NMsC).?!

1.3. NANOMATERIAIS DE CARBONO

A capacidade Unica dos atomos de carbono em participar em ligagdes covalentes robustas
com outros dtomos de carbono em diversos estados de hibridacdo (sp, sp? sp3), ou com
elementos ndao metalicos, permite a formagdao de uma gama extremamente vasta de
estruturas, desde pequenas moléculas a estruturas complexas. As propriedades especificas
dos materiais de carbono naturais, como o diamante, a grafite, estruturas inteiramente
constituidas de atomos de carbono, e outras estruturas amorfas de carbono, variam

consoante a sua configuragdo.??

Os nanomateriais de carbono (NMsC) sdo constituidos maioritariamente por carbono e
possuem dimensdes que variam entre 1-100 nm. A primeira nanoestrutura de carbono
surgiu em 1985, com a descoberta dos fulerenos (Ceo) por Kroto et al.,>®> e em 1991, os
nanotubos de carbono foram descritos por lijima.?* Mais recentemente, em 2004, Novoselov
et al.?> conseguiram isolar e caracterizar nanoestruturas de grafeno e, desde entdo, tem sido
intensificado o interesse em nanoestruturas desta natureza, com destaque para os NMsC

luminescentes, dada a sua diversidade de aplica¢des.?®

Em particular, os pontos de carbono (PsC), um novo tipo de nanomateriais fluorescentes a
base de carbono, foram descobertos por acaso durante a purificacdo de nanotubos de
carbono de parede simples por Xu et al.?’ Estes s3o caracterizados por dimensdes inferiores
a 10 nm e morfologia quasi-esférica, englobando materiais como os pontos quanticos de
grafeno (PQsG), os nanopontos de carbono (NPsC) e os pontos de polimero carbonizado
(PsPC).282% A sua composicdo estrutural é influenciada pela natureza da fonte de carbono e
pelos métodos de sintese utilizados, permitindo uma gama muito vasta de potenciais

estruturas (Figura 1.2).3°
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Pontos Quanticos de Grafeno

Pontos de Carbono

ou

Figura 1.2. Diferentes tipos de PsC. Adaptado de Zhu et al.!

O consenso geral é que grupos funcionais oxidados (e.g. éteres, epoxidos e hidroxilos) estdao
ligados a um centro de carbono composto por redes de Csp?. A presenca destes grupos
confere aos PsC propriedades distintas, designadamente hidrofilicidade e facilidade de
interagirem com vdarias espécies organicas, poliméricas, inorganicas ou bioldgicas, em
particular com grupos carboxilicos/carboxilatos, hidroxilos, quinonas, e aminas.3?33 Nos
Ultimos anos, os NPsC destacaram-se no campo dos nanomateriais, principalmente devido as
suas excelentes propriedades luminescentes, fotoestabilidade, baixa toxicidade e
biocompatibilidade, especialmente quando comparados com pontos quanticos metalicos e
pontos quanticos semicondutores. Estas propriedades permitem a sua aplicacdo em variadas
areas, incluindo a imagiologia, como (bio)sensores, na fotocatélise e na farmacologia, com

destaque para libertacdo de fadrmacos e controlo microbiano.3*
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1.3.1. Métodos de Sintese

Os NPsC, tal como a generalidade dos PsC, podem ser sintetizados através de duas
metodologias distintas, designadas por top-down e bottom-up (Figura 1.3). Na abordagem
top-down ocorre a clivagem de grandes estruturas de carbono, como nanodiamantes,
grafite, nanotubos de carbono e carvao ativado, entre outras estruturas amorfas de
carbono. No método bottom-up, os NPsC sdo gerados a partir de precursores moleculares
organicos, nomeadamente residuos (e.g. alimentares, agroindustriais, entre outros), acido
citrico, ureia e carbo-hidratos, através de tratamento térmico, radiacdo micro-ondas e

ultrassons.3034

TOP-DOWN BOTTOM-UP

/\ r\

Descarga Aquecimento
Elétrica com Arco Convencional

H,N

Nanotubos
de Carbono

2=, COOH
Ablagdo Ultrassons
a Laser
Oxidagdao Radiacdao
Grafeno Eletroquimica Pontos de Micro-ondas
Carbono
Estruturas Precursores
de Carbono Moleculares

Figura 1.3. Métodos de sintese de PsC: top-down e bottom-up. Adaptado de Pathak et al.*

1.3.1.1. Métodos top-down

A abordagem top-down engloba vias sintéticas como a descarga elétrica com arco, ablagdo a
laser e oxidacdo eletroquimica.>* Como mencionado anteriormente, Xu et al.?’ purificaram
NPsC luminescentes pela primeira vez, através de eletroforese de nanotubos de carbono de
parede simples, produzidos por descarga elétrica com arco. Apds pré-tratamento com HNO3
seguido de extracdo com NaOH, foi obtida uma suspensao que foi sujeita a procedimentos
de isolamento dos NPsC. A fotoluminescéncia dos NPsC gerada pela descarga elétrica com

arco é baixa, e a purificac3do dificil devido a complexidade da mistura resultante.3°
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Sun et al.3® foram os primeiros a utilizar a sintese por ablagdo a laser, empregando argon
como gas de arraste na presenga de vapor de agua. Embora estes NPsC ndao exibam emissao
de fluorescéncia, foram sintetizadas particulas de carbono em agregados de varias
dimensbGes nanométricas. A amostra foi oxidada com acido, seguida de funcionalizagdao da
superficie com polietilenoglicol (PEG) ou poli(propioniletilenoimina-co-etilenoimina) (PPEI-
-El), resultando NPsC com rendimentos quéanticos de fluorescéncia entre 4-10 %.3¢ Apesar da
simplicidade deste método, a preparagdao dos NPsC necessita de grandes quantidades de
carbono. Outra desvantagem significativa é a heterogeneidade no tamanho dos NPsC
obtidos, sendo necessaria a separagao das particulas maiores por centrifugagao, traduzindo-

-se numa menor eficiéncia da utilizacdo do material de carbono.?®

A utilizagdo de grafite como fonte primaria de carbono na sintese eletroquimica de NPsC
é amplamente estudada, tornando-a numa escolha viavel para a formacdo de elétrodos.
Lu et al.3” utilizaram hastes de grafite de alta pureza como dnodo e um fio de aco como
contra-elétrodo, adicionados a uma solucdo aquosa/liquido idnico, com a aplicacdo de um
potencial estatico para promover a esfoliagdo do material de carbono. Apds lavagem até pH
neutro, os produtos de esfoliagdo foram filtrados e ultracentrifugados para obter NPsC com
dimensbes entre 6-8 nm e um rendimento quantico de fluorescéncia (definido como o
numero de fotdes emitidos relativo ao nimero de fotdes absorvidos) de ca. 5 %. Os NPsC

apresentaram propriedades luminescentes excecionais e estabilidade térmica em agua.3®

Jiang et al.3® apresentaram pela primeira vez a preparacdo de NPsC, a partir de benzeno e
etilenodiamina, utilizando um reator de plasma de arco submerso, permitindo que a sintese

e a funcionalizagao decorressem numa unica etapa.

1.3.1.2. Métodos bottom-up

Os métodos bottom-up incluem processos como a pirdlise, as oxidagdes térmica e quimica,
os ultrassons, o tratamento hidrotérmico com aquecimento convencional e por radiagdo
micro-ondas. Tipicamente, a preparagao do NPsC por vias desta natureza baseia-se na
carbonizagao dos precursores a temperaturas entre 150 e 300 °C sob alta pressdo de vapor.
Em contraste, a preparagdo destes materiais através de radiagdo micro-ondas pode ser

utilizada para efetuar a mesma carbonizacdo em periodos mais curtos (ca. 10 min).
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Estes métodos tém como principal vantagem a capacidade de gerar NPsC fotoluminescentes
com rendimentos massicos de exceléncia. As propriedades dos NPsC, por outro lado,
dependem fortemente do tipo de precursor e do método de sintese, sendo a escolha do

primeiro influenciada pelo seu custo e disponibilidade.*°

Zhu et al.** prepararam NPsC submetendo &cido citrico e etilenodiamina a um tratamento
hidrotérmico durante 5 horas, a temperaturas que variam entre 150 e 300 °C. Apds esta
fase, os materiais foram isolados através de didlise, gerando NPsC com rendimentos
quanticos de fluorescéncia altamente varidvel, e dependentes da quantidade de aditivo e

temperatura empregues (ca. 17-81 %).

Por outro lado, a utilizacdo da radiacdo micro-ondas na sintese de NPsC é um método eficaz
devido aos tempos de reacdo reduzidos, quando comparados com os de tratamento
hidrotérmico com aquecimento convencional, bem como a potencial melhoria do
rendimento massico e qualidade do produto.*? Os primeiros estudos sobre a sintese de NPsC
através deste método foram relatados por Zhu et al.,*® através do aquecimento de uma
solucdo aquosa de PEG e glucose, durante periodos de 2-10 minutos num forno de micro-
-ondas domeéstico. Foram obtidos NPsC com dimensdes entre 2-4 nm, revelando

rendimentos quanticos de fluorescéncia de ca. 6 %.

A utilizacdo de ultrassons na preparacdo de NPsC foi reportada por Dang et al.,** a partir de
poliamida e etilenodiamina apdés 3 horas de reagdao, gerando nanomateriais com
rendimentos quanticos de fluorescéncia de ca. 9 %. A utilizagdo deste método permitiu a

obtencao de NPsC uniformes com menores dimensdes.

Numerosas fontes de carbono alternativas, incluindo residuos alimentares como
desperdicios de frutos diversos, sdao vulgarmente utilizadas para o mesmo propésito. O baixo
custo, facil processamento e possibilidade de utilizar fontes de carbono econdmicas sao
algumas vantagens da sintese por tratamento hidrotérmico.*® Du et al. obtiveram PsC de
dimensao variavel (6-14 nm) a partir de pericarpo da laranja, em condig¢des hidrotérmicas de
200 °C e 6 horas. Estes materiais demonstraram um rendimento quantico de fluorescéncia
reduzido, de ca. 3 %. Num estudo posterior foram obtidos NPsC derivados de cascas de
limdo, em condi¢cdes hidrotérmicas semelhantes, com dimensdes inferiores (2-4 nm),

revelando um rendimento quantico de fluorescéncia superior (11 %).4>4
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De forma semelhante, variadas fontes de carbono foram também estudadas na sintese
por radiagdo micro-ondas. Estudos reportados na literatura descrevem a obtengao de NPsC
de dimensdes entre 2-8 nm, a partir de folhas de manga e algas eutrdficas, sujeitas a
irradiagao durante 5 minutos. Os materiais isolados apresentaram elevada fotoestabilidade
e um rendimento quantico de fluorescéncia de ca. 14 %. No entanto, a dificuldade da

escalabilidade do processo ao nivel industrial surge como um inconveniente.?>4¢

1.3.1.3. Funcionalizagdo da Superficie

Sem qualquer modificagdo superficial, os PsC podem ser fracamente fluorescentes ou nao
possuir a funcionalidade necessaria para uma determinada aplicagao. Diferentes grupos
funcionais podem ser anexados a sua superficie para gerar fluorescéncia, efeitos
fotodinadmicos, estabilidade e biocompatibilidade.*” A sua inser¢do a superficie dos PsC
decorre tipicamente da carbonizagao de moléculas organicas contendo nitrogénio, fosforo
ou enxofre ligados covalentemente, originando materiais dopados com heterodtomos.*®
Bourlinos et al.** concluiram que a funcionalizagdo superficial dos PsC pode assegurar
uma elevada dispersividade e propuseram a sua correlacdo com a excitacdo da
fotoluminescéncia, altamente dependente da eficacia da modifica¢do superficial. Qu et al.*®
demonstraram que a funcionalizagdo de PsC derivados de acido citrico (fonte de carbono),
utilizando etilenodiamina e ureia como fonte de azoto, conduz a um aumento do
rendimento quantico de fluorescéncia (de ca. 22 % para os PsC ndo dopados até 94 %).
Ainda, a utilizagdo de aditivos acidos pode melhorar o grau de carbonizagdao durante o
processo de funcionalizacdo, através do aumento da eficiéncia da hidrdlise da fonte de

carbono.*°

Outra alternativa para melhorar as propriedades dos PsC é a sua funcionalizacdo com outras
moléculas. A sua especificidade permite adaptar as caracteristicas dos PsC a aplicagao
desejada, utilizando diferentes compostos organicos.?? Choi et al.>! utilizaram PsC derivados
de a-ciclodextrina, onde verificaram que a funcionalizagdo com PEG resulta no
aperfeicoamento das suas propriedades luminescentes, com aumento do rendimento
guantico de fluorescéncia de ca. 2 para 8 %. Estes autores verificaram ainda a formacao de
estados de superficie uniformes, resultando numa luminescéncia independente do

comprimento de onda de excitagdo, e altamente dependente do tipo de funcionalizagao de
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superficie.*>>! Wu et al.>> demonstram que, devido a presenca de aminas catidnicas, PsC
sintetizados a partir de acido citrico e polietilenoimina (PEI) revelaram estar carregados
positivamente a pH 5.0. No entanto, estes materiais foram facilmente modificados com

anidrido dimetilmaleico para se tornarem negativamente carregados.

1.3.2. Propriedades Fotofisicas

Tipicamente, os NPsC exibem absorg¢do 6tica na regido ultravioleta (UV) com uma cauda que
se estende até a regido do visivel. No seu perfil de absorcdo, sdo notdrias bandas de
absorgdo a ca. 240 nm, atribuidas a transi¢cdo eletrénica m-n* de ligagdes C=C da rede de
carbono, e a ca. 350 nm, associadas a transicdes n-m* de ligacbes C=0 e de outros
cromoforos. No entanto, os maximos de absor¢ao dependem fortemente da funcionalizagao

da superficie, podendo estes ser sintonizados consoante a aplicacdo desejada.?®4°

A fotoluminescéncia ajustavel é umas das principais caracteristicas dos NPsC, revelando
geralmente um perfil amplo das bandas de emissdo. Uma propriedade de fotoluminescéncia
relevante destes materiais é a dependéncia do maximo de emissdao com o comprimento
de onda de excitagdo, devido a grande heterogeneidade da dimens3ao das particulas,

diferentes caracteristicas quimicas e distribuicdo de diferentes locais emissivos.3%°3

A avaliacdo destas propriedades decorre da andlise dos mecanismos de fotoluminescéncia,
podendo estes atuar de forma individual ou de forma sinérgica.! Numa primeira instancia, o
efeito dominante na fluorescéncia pode ser relacionado com o estado molecular, onde a
sua predominancia é atribuida a fluoréforos moleculares. PsC sintetizados por métodos
bottom-up utilizam precursores capazes de formar fluoréforos moleculares através de
desidratacdo e condensacdo entre pequenas moléculas.>® A presenca de aglomerados sp?,
onde decorre a recombinagdo radiativa eletrao-lacuna, estd relacionada com o estado do
centro de carbono dos NPsC. Tipicamente, este mecanismo coexiste com estados
moleculares, apresentando maiores rendimentos quanticos de fluorescéncia e
fotoestabilidade inferior. Como resultado do envolvimento de cadeias poliméricas externas,
bem como o facto da carbonizacdo ser incompleta, a existéncia do centro de carbono é, no
entanto, apenas indiretamente confirmada. Em muitos casos, o efeito do confinamento

guantico ndo pode ser rigorosamente considerado devido a possibilidade de outros centros
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com elevada intensidade de fluorescéncia omitirem o efeito efetivo do centro de carbono.

Q-

Por fim, e de forma distinta do estado da molécula, o estado da superficie é atribuido
hibridagao sinérgica entre a extensa rede de carbono e os grupos funcionalizados a

superficie, onde os eletrdes e as lacunas se recombinam e geram fluorescéncia.31:34°3

As propriedades fotoluminescentes dos PsC sdo influenciadas pelo meio envolvente,
revelando sensibilidade parcial a estas alteragdes. A mudanca de solvente podera contribuir
para essas alteragdes, dado que os NPsC sdao bastantes suscetiveis a polaridade e exibem a
capacidade de formar ligacdes de hidrogénio.*® Como consequéncia da alteracdo do
solvente, a variacdo do pH reflete-se igualmente na fotoluminescéncia. Yang et al.>®
verificaram que a intensidade de fluorescéncia de PsC dopados com azoto é elevada em
meio alcalino, sendo extinta em meio acido. A fluorescéncia inicial dos PsC é posteriormente
recuperada ao repor o meio a pH alcalino. Este fendmeno pode ser atribuido a

desprotonacdo de grupos carboxilicos/carboxilatos e hidroxilos na superficie dos PsC.

Os NPsC possuem ainda elevada fotoestabilidade, ndo sofrendo fotodegradacdo apds longos
tempos de irradiagdo continua. Tang et al.>® sintetizaram PsC dopados com azoto, baseados
em arginina e acido maleico. Apds 2 horas de irradiagdo continua, estes materiais
demonstraram ser fotoestaveis, mantendo ca. 95 % da sua intensidade de fluorescéncia.
Desta forma, a sua excelente fotoestabilidade confere uma vantagem significativa sobre

outros fluoréforos.3°

A emissividade destes materiais pode ser quantificada através do rendimento quantico de
fluorescéncia (@¢). Os primeiros PsC sintetizados (ndo funcionalizados) exibiram baixos
rendimentos quanticos de fluorescéncia (ca. 2 %).?” Devido ao desenvolvimento das
estratégias de funcionalizacdo da superficie, este parametro pode ser facilmente controlado,
verificando-se que este é altamente depende do método de sintese, da quimica de
superficie e da fonte de carbono.3* Moraes et al>’ estudaram a relagdo entre as
propriedades fotoluminescentes de NPsC com as condi¢Bes reacionais e métodos de sintese
aplicados. Desta forma, os autores obtiveram NPsC, sintetizados a partir de borras de café,
com um rendimento quantico de fluorescéncia de 18 %, maximizado para condi¢des de
sintese hidrotérmica a 300 °C e 6 horas, e um racio massico etilenodiamina/borras de

café de 0.16.
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1.3.3. Biocompatibilidade e Bioatividade

A biocompatibilidade dos NPsC ganhou recentemente atengao como resultado da
combinagao das suas propriedades Oticas, baixa toxicidade para as células animais e
humanas, e interagdo multivalente com microrganismos.>®>° Bi et al.®° verificaram que NPsC
sintetizados hidrotermicamente a partir de glucose e etilenodiamina possuem toxicidade
reduzida para osteoblastos de murganho (MC3T3-E1), revelando elevada biocompatibilidade
até uma dose maxima de 20 mg.mL?. Contudo, Sousa et al.®® observaram que, para
concentragdes de NPsC (e.g. 1 mg.mL?) sintetizados a partir de residuos industriais do
processamento do azeite e etilenodiamina, foi detetada uma toxicidade minima para
fibroblastos de murganho (L929). No entanto, a perda insignificante da viabilidade celular

nao invalida a sua utilizagao para novas aplicagdes bioldgicas.

Alguns estudos relatam ainda niveis idénticos de toxicidade de NPsC dopados com azoto
para linhas celulares tumorais, como s3ao exemplo as células tumorais do colo do
utero (Hela).®¥®2 Embora se tenha referido que os NPsC apresentam biocompatibilidade
destacada, um estudo de Dias et al.®® revela que a toxicidade destes materiais depende
principalmente dos processos para a sua extragao, fonte de carbono utilizada e condigdes de

sintese, como temperatura e tempo.

Os NPsC luminescentes podem originar espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como H,0,,
OH’ e Oy, conhecidas pelas suas propriedades oxidantes com efeitos inibitorios ou letais. A
atividade antimicrobiana dos NPsC deve-se em grande parte ao stress oxidativo resultante
da sua acumulagdo nas células (Figura 1.4).5* A baixas concentra¢des, as ROS atuam como
moléculas de sinalizacdo intracelular, em resposta, por exemplo, a presenca de um agente
patogénico. O stress oxidativo desenvolve-se quando o nivel de producdo de ROS excede a
defesa antioxidante natural da bactéria, que provoca danos oxidativos nos acidos nucleicos,
lipidos e proteinas, levando a degradacdo da membrana celular e consequente morte

microbiana.®®
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Figura 1.4. Mecanismo bactericida de atuac3o dos PsC. Adaptado de Ghirardello et al.%®

Os heteroatomos presentes nos NPsC aumentam a geragdo de ROS devido a incorporagao de
eletrdes livres em excesso. Como exemplo, os NPsC dopados com azoto irdo produzir grupos
com carga positiva, aumentando a atragao eletrostatica de dupla camada para com a
superficie das células microbianas com carga negativa, e consequente geracdo de ROS perto
do agente patogénico.®® Segundo Wang et al., ®” NPsC carregados positivamente, preparados
a partir de sais de amodnio quaternadrios, revelaram uma forte adesdo a proteinas, porinas e
peptidoglicano da parede celular bacteriana, resultando na inibicdo da sintese da mesma em
Escherichia coli (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva). Como resultado,
as concentragGes minimas inibitdrias (MICs) destes NPsC para as diferentes bactérias foram

até oito vezes inferiores as dos sais de amonio (ca. 16 pg.mL1).%8

Contudo, alguns NPsC, como os relatados por Zhang et al.,®® revelaram atividade
antimicrobiana seletiva para bactérias Gram-negativas (e.g. E. coli e Pseudomonas
aeruginosa), mas ndo para bactérias Gram-positivas (S. aureus e Bacillus subtilis). Segundo
os autores, a concentragao minima letal (MLC) para bactérias Gram-negativas é atingida para
uma concentracdo de 150 pg.mL?, através da inibicdo da atividade enzimética relacionada
com a sintese da parede celular, e a partir do qual os NPsC possuem acesso ao interior da
bactéria para causar danos oxidativos. Dou et al.%” prepararam NPsC dopados com azoto,
embora carregados negativamente, tendo observado atividade antimicrobiana para ambas
as bactérias Gram-negativa (E. coli) e Gram-positiva (S. aureus), reportando valores de MIC
de 64 e 32 pg.mL?, respetivamente, que se traduz num efeito bacteriostético superior para

S. aureus.
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Outros estudos reportam que NPsC sintetizados hidrotermicamente, a partir de diversas
fontes de biomassa, revelaram valores de MIC bastante superiores contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, demonstrando inibi¢des inferiores e nao seletivas das
espécies bacterianas. Ma et al.”° obtiveram NPsC de dimensdes compreendidas entre
3-7 nm, derivados de folhas de chd. A avaliacdo da atividade antibacteriana revelou a
inibicdo praticamente total do crescimento de E. coli e S. aureus, para concentragdes de
1000 pg.mL1. Karimi et al.”* reportaram a obtencdo de NPsC a partir de sumo de lim3o,
0os quais revelaram dimensdes inferiores a 5 nm. Estes nanomateriais exibiram
uma capacidade inibitéria promissora, apresentando valores de MIC e MLC de 250 e

1000 pg.mL?, contra as mesmas espécies bacterianas.

Para além destas propriedades bioldgicas, alguns estudos recentes relataram uma atividade
antimicrobiana moderada para outros microrganismos (e.g. fungos) e virus, bem como
excelente capacidade antioxidante, alargando a vasta aplicabilidade destes materiais.*®
Roy et al.”? sintetizaram PsC derivados de folhas de curcuma, a partir de condicbes
hidrotérmicas de 200 °C e 6 horas, revelando uma capacidade antioxidante entre 80-90 %,

determinada pelo método de inibi¢ao do radical ABTS.

1.4. PRINCIPAIS APLICACOES

As propriedades oticas e biocompatibilidade dos NPsC permitem a diversificagao da sua
aplicacdo como sensores fluorescentes e nas areas de fotocatdlise, optoeletrénica,
imagiologia e farmacologia. Desta forma, serdo apresentados nesta Seccao alguns exemplos

reportados sobre as aplicacdes destes materiais.

1.4.1. Sensores Quimicos

Os NPsC tém sido utilizados como sensores quimicos pela sua versatilidade na detecdo, boa
solubilidade em agua, toxicidade reduzida e excelente fotoestabilidade. A sua fluorescéncia
é sensivel ao pH, a polaridade local e a existéncia de ides metdlicos em solugdao, o que
aumenta a sua capacidade para aplicacdes nanosensoriais, por exemplo, no rastreio de

poluentes orgénicos e inorganicos.”® A utilizacdo de PsC como sensores quimicos foi descrita
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pela primeira vez por Gongalves et al.’%, para a detecdo seletiva de Hg?* em solucdes
aquosas e células vivas. Os autores verificaram que a intensidade de fluorescéncia dos PsC
diminuiu significativamente na presenca de 1.3 mM de Hg?*. Alguns autores reportam a
aplicagdao de NPsC derivados de residuos alimentares e industriais para a detegdo de
variados analitos. Sousa et al.”®> avaliaram a capacidade sensorial de NPsC derivados de
residuos industriais do processamento do azeite na detecao de hemoglobina, demonstrando
elevada sensibilidade e seletividade. Mais recentemente, Moraes et al.”’ demonstraram a
utilizagdo de NPsC sintetizados a partir de borras de café para a detegdo de nitroanilinas,
tendo verificado seletividade regioisomérica para a p-nitroanilina, com um limite de detecdo
de 68 ppb. Adicionalmente, sensores baseados nestes nanomateriais podem ser utilizados
para rastrear visualmente cobre, glucose, pH, niveis vestigiais de H,0, e dcidos nucleicos nas

celulas.”®

1.4.2. Fotocatalise

A fotodegradacdo de poluentes tem sido alvo de um crescente interesse na comunidade
cientifica, em particular na remocdo de diferentes contaminantes organicos. Devido as
propriedades fotoluminescentes Unicas dos NPsC, estes mostram potencial para aplicagdes
em organocatdlise para remediacdo ambiental. Martins et al.”’ incorporaram PsC na
superficie de nanoparticulas de TiO; e utilizaram este sistema na degradagao fotocatalitica
de azul de metileno. Apds 60 minutos de irradiagdo UV continua, verificaram a degradagao
de 91 % do azul de metileno. Hu et al.”® alcancaram a degradacio de 97 % de indigo-carmim
apos exposicdo a luz natural durante 120 minutos, utilizando apenas PsC dopados com
azoto. Varios estudos relataram ainda a utilizacdo de PsC para producdo de hidrogénio e
peroxido de hidrogénio, e para conversio de CO; em hidrocarbonetos de valor

acrescentado.”?
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1.4.3. Optoeletrdnica

Os NPsC tém ainda a capacidade de atuar como materiais sensibilizadores em dispositivos
optoelectrdnicos, células solares organicas e supercondensadores, devido a sua excelente
capacidade de absor¢cdo da luz. Desta forma, podem ser utilizados como agentes
fotossensiveis em células solares para melhoria da eficiéncia da conversdo fotoelétrica.*°
Wang et al.8® relataram as propriedades de transporte e injecdo de carga dos PsC, utilizados
como sensibilizadores em células solares de TiO;, demonstrando uma poténcia de eficiéncia
de conversdo de 0.79 %, altamente dependente da razdo de funcionalizacdo de superficie.
Lin et al.®! incorporaram PsC numa matriz de poli(metil-metacrilato) (PMMA), apds serem
funcionalizados sobre silica-alumina. Estes compdsitos permitiram obter uma eficiéncia

luminescente de ca. 15 Im.W, equiparando-se ao desempenho luminescente de uma

lampada de halogéneo de baixa intensidade.

1.4.4. Imagiologia

Os NPsC despertaram grande atengdao no campo da imagiologia, exibindo desempenhos
excecionais em imagem celular, tanto in vitro como in vivo, e em sistemas de monitorizacdo
na administracdo de farmacos, devido a combinacdao da sua biocompatibilidade com as suas
propriedades luminescentes.®? Huang et al.®® aplicaram PsC em imagiologia in vitro de
células do mieloma do murganho (Sp2/0), onde comprovaram a viabilidade de aplicacdo
destes nanomateriais. Adicionalmente, os autores avaliaram a seletividade celular no
rastreio tumoral in vivo. Apds administragdao dos PsC em murganhos, os sinais fluorescentes
tornaram-se gradualmente detetdveis, estabilizando quase exclusivamente no local do
tumor ao final de 12 horas. Liu et al.3* estudaram a capacidade de absor¢do dos NPsC em
peixes-zebra, um organismo-modelo em estudos toxicologicos e de eficacia de farmacos,
bem como a nivel imagioldgico. Através de controlo por microscopia de fluorescéncia, os
autores concluiram que os NPsC se encontravam distribuidos no intestino, estémago,
figado e saco vitelino, com aumento progressivo da fluorescéncia durante 48 horas.
Adicionalmente, verificaram que a internalizagdo dos NPsC nao refletiu efeitos adversos
significativos nos ovos fertilizados, demonstrando uma excelente biocompatibilidade. Outros
estudos relevaram a capacidade destes nanomateriais serem utilizados como ferramentas

de terapia antibacteriana.



Introdugao 21

1.4.5. Farmacologia

Os NPsC tém sido utilizados contra varios agentes patogénicos bacterianos que, devido ao
desequilibrio na sua carga superficial, levam a destruicdo da parede celular e consequente
inibicdo e/ou morte bacteriana. Num estudo recente, Yang et al.8> utilizaram murganhos
infetados com S. aureus para avaliar a eficdcia terapéutica dos PsC no controlo da infecao
bacteriana, onde verificaram uma reducdo notéria na carga microbiana, com apenas 1.9 %
da populagdao sobrevivente. Acresce que, a fotoluminescéncia dos NPsC permite a sua
inclusao em técnicas de terapia fotodinamica complexa, expandindo a sua aplicabilidade na
entrega de espécies farmacoldgicas e terapia anticancerigena.3* Karthik et al.®®
desenvolveram um sistema fotorresponsivo de administracdo de farmacos, através da
ligacdo covalente de um fotoativador a superficie dos PsC. Estes sistemas foram
prontamente internalizados em células cancerigenas do colo do utero (Hela), ficando
acumulados no seu nucleo. Apds irradiagao, foi possivel a libertagdo controlada do farmaco

em estudo para a destruigdo direcionada das células cancerigenas.

A partir dos exemplos apresentados, bem como de toda a pesquisa citada, é possivel inferir
gue a grande flexibilidade de métodos de sintese dos NMsC associados a sintonizacdo das
suas excelentes e diversificadas propriedades, tém tornado estes compostos muito versateis

em termos das suas aplicacdes.
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II.1. PREAMBULO

Desde a descoberta dos nanopontos de carbono (NPsC), tém sido estudadas alternativas
sustentdveis para a sua sintese, utilizando como precursores residuos com diversas origens,
nomeadamente desperdicios agroindustriais e agricolas, entre outros. Por outro lado, a
exploragdo das potenciais aplicagdes destes nanomateriais em variadas areas de agao, tem
despertado particular interesse da comunidade cientifica revelando-se um dominio de

investigagcao particularmente importante.

O presente Capitulo aborda os métodos de sintese utilizados na obtengdo de NPsC a partir
de residuos sélidos do tomate (RST). Como resultado da sua elevada carga organica, a
acumulagdo de residuos desta natureza apresenta uma forte contribuicdo para a atual
problematica ambiental. Os RST foram quantificados relativamente ao seu conteddo em
compostos fendlicos totais, flavondides totais, aclcares totais, proteinas, cloretos, nitratos,
lipidos e cinzas, e ainda realizada a sua caracterizagao estrutural através de métodos

espetroscépicos e andlise elementar.

Os NPsC foram sintetizados por processos hidrotérmicos com aquecimento convencional
num reator de alta pressao e por radiagdo micro-ondas, e a sua caraterizacdo estrutural foi
realizada por espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN 'H) e andlise elementar. A avaliacdo das
propriedades fotofisicas dos NPsC foi efetuada por espetroscopia de absor¢dao no estado

fundamental (UV-Vis) e espetroscopia de fluorescéncia no estado estaciondrio.

Por fim, serd apresentado o estudo da bioatividade dos NPsC obtidos, através da avaliacao
das propriedades antioxidantes e da atividade antimicrobiana, bem como da capacidade de
marcagao celular por fluorescéncia utilizando os NPsC que revelaram as melhores

propriedades luminescentes, complementada pelo estudo da sua citotoxicidade.
O presente Capitulo encontra-se dividido nas seguintes Secgdes:

[1.2. Caracterizagdao dos Residuos Sélidos do Tomate

[1.3. Nanopontos de Carbono Derivados de Residuos Solidos de Tomate

I1.4. Avaliagdo da Bioatividade dos Nanopontos de Carbono
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1.2. CARACTERIZAGAO DOS RESIDUOS SOLIDOS DO TOMATE

No presente trabalho, a sintese de NPsC tem por base a aplicacdo de métodos sustentdveis
para a sua obtencdo, a partir de residuos sélidos do tomate (RST). Esta Seccdo visa a

caracterizacdo destes residuos, através da aplicacdo de métodos reportados na literatura.

Os RST foram recolhidos nas instalagdes da Sugal Portugal, S.A., industria portuguesa de
transformacdo do tomate, situada na Azambuja, em setembro de 2021, e foram sujeitos a
um tratamento prévio de secagem e trituracdo, obtendo-se uma matéria-prima homogénea

e de facil manuseamento (Figura I1.1).

Produtos derivados
do tomate

e

Residuos sélidos
do tomate

Figura Il.1. Algumas etapas do processamento do tomate (Sugal Portugal, S.A.): (a) lavagem;

(b) selecdo; (c) polpacdo; (d) esterilizacdo e enchimento.

A caracterizacdo dos RST foi efetuada com recurso a amostras obtidas apds extracdo em
Soxhlet, utilizando agua como solvente. O extrato resultante apresentou uma tonalidade
acastanhada e um teor de sdélidos totais de 47.92 + 2.11 mgmL?l S3o excecdo a
guantificacdo de lipidos, onde foi efetuada uma extracdao em Soxhlet com n-hexano, e das

cinzas, determinadas diretamente dos RST.

11.2.1. Caracterizacao Estrutural

Os RST e o extrato aquoso foram analisados por FTIR, em pastilha de KBr, com vista a

identificacdo dos grupos funcionais presentes na sua complexa estrutura (Figura 11.2).
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Figura Il.2. Espetros de FTIR dos RST e do extrato aquoso em pastilha de KBr.

Na zona das vibragdes de extensao, é possivel visualizar a banda correspondentes a extensao
O-H e N-H (larga) a 3432 cm™, bem como as bandas de vibracdo de extensdo C-H a 2979,
2926 e 2855 cm, correspondentes a grupos alifaticos. A 1745 e 1636 cm™ tém origem as
bandas de extensdao C=0 e C=C. Na zona das vibragdes de deformagao, verificam-se bandas
de deformacdo a 1459, 1382, 1163 e 1061 cm’, associadas a ligacdes C-H, C-O e O-H

presentes em compostos fendlicos, polissacdridos e cutina.®’

O espetro de RMN 'H do extrato aquoso dos RST revela a presenca maioritaria de C-H
alifaticos entre 0.50 e 2.45 ppm. Entre 3.20 e 4.20 ppm verificam-se sinais correspondentes
a ligagdes CH-O e CH-N. A presenca reduzida de protdes aromaticos pode ser verificada nos

sinais de baixa intensidade com ressonancia entre 7.45 e 7.95 ppm (Figura I1.3).
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Figura 11.3. Espetro de RMN 'H do extrato aquoso dos RST (300 MHz, D,0O, 25 °C);
*solvente residual.

Por ultimo, a analise elementar (AE) de uma amostra de RST revelou teores de 56.21 % C,

7.47 % H, 3.69 % N, 29.69 % O (calc.), < 0.3 % S, corrigidos com o teor de cinzas obtido (cf.
referido na Secgdo 11.2.9).

11.2.2. Quantificagdo de Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais no extrato aquoso dos RST foram quantificados pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, e os resultados expressos em equivalentes de acido gélico
(EAG) e de &cido tanico (EAT).88% Este método é baseado na interacdo entre os compostos
fendlicos presentes na amostra e um complexo acido de fosfomolibdato/fosfotungstato,
com formacdao de um complexo de cor azul intensa com absorcdo a 725 nm. Da aplicacdo

do presente método, resulta um teor de compostos fendlicos totais de 6.52 + 0.14 mg EAG/g
e 9.35 £ 0.20 mg EAT/g extrato.
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Através do mesmo método, Fircas et al.®® indicam que o conteldo em compostos
fendlicos nos residuos do processamento do tomate engloba valores entre 1.48 e
2.02 mg EAG/g extrato. Outros estudos reportam valores tdo elevados quanto 13.4 mg
EAG/g, em base seca.”! O contelido em compostos fendlicos obtido encontra-se na gama de
valores de EAG reportada na literatura, contudo ndo se encontraram para RST resultados

expressos em EAT publicados para comparagao.

11.2.3. Quantificagao de Flavondides Totais

Os flavonodides presentes no extrato aquoso dos RST foram quantificados pelo método
espetrofotométrico do cloreto de aluminio, e os resultados expressos em equivalentes de
quercetina (EQ).>? Este método é baseado na formacdo de complexos entre a amostra e o
catido AIP*, exibindo maximos de absorg¢do entre 410-430 nm. O conteddo em flavondides

nos RST foi de 4.79 + 0.01 mg EQ/g extrato.

Dos resultados apresentados verifica-se que os flavondides constituem entre 51-73 % dos
compostos fendlicos totais, respetivamente, em base de equivalentes de acido tanico
e galico. Esta relagdo demonstra estar relativamente elevada, quando comparado com
estudos recentes da literatura, que sugerem composicdes em flavondides entre 0.22 e

0.42 mg EQ/g extrato.*®

11.2.4. Quantificagao de Carbo-hidratos Totais

A quantificagao de carbo-hidratos no extrato aquoso dos RST decorreu através da adaptacdo

de um método colorimétrico,®

usando f-D-glucose como referéncia. A redugdo destes
resulta da hidrélise de oligo e polissacaridos nos monossacaridos correspondentes, por
adicdo de acido sulfurico, e consequente desidratagdo destes a furfural e hidroxi-
-metilfurfural, respetivamente, a partir de pentoses e hexoses. O aparecimento de
tonalidade amarela resulta da condensacdo final com fenol, exibindo absorcdo entre

480-490 nm.%* Deste método resultou um teor de carbo-hidratos totais de 16.41 + 0.07 mg

Eq. f-D-glucose/g extrato.
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Os resultados indicam um teor de carbo-hidratos totais nos RST inferior aos valores
reportados na literatura. Para residuos do processamento do tomate, o intervalo de
referéncia engloba valores entre 110-260 mg/g.!? Recentemente, um estudo de Coelho et al.

identificou um contetdo de agucares totais inferior, nomeadamente de 54.7 mg/g.>®

11.2.5. Quantificacdao de Proteinas

O conteudo de proteinas no extrato aquoso dos RST foi determinado através do método
de Bradford,’® apds formacdo de um complexo entre as proteinas presentes na amostra e
o corante azul brilhante de Coomassie, revelando absorcdo a 620 nm. Para tal, foi
utilizada BSA (Bovine Serum Albumin) como referéncia, resultando um teor de proteinas de

6.28 + 1.04 mg/g extrato.

A semelhanca dos resultados obtidos para o contelido de aglcares totais, o teor de
proteinas também revelou ser bastante inferior aos dados reportados na literatura,
compreendendo um intervalo entre 154 e 237 mg/g, podendo estes valores variar
sazonalmente e regionalmente.’? No entanto, Lu et al.%’ efetuaram um estudo a distribui¢do
de proteinas no bagaco seco e, dependendo da relagdo casca/semente, este valor pode ser

tdo baixo quanto ca. 14.2 mg/g extrato.

11.2.6. Quantificagcao de Cloretos

A quantificagao de cloretos no extrato aquoso dos RST foi realizada através do método de
Mohr,%* baseado na quantificacdo destes ides por titulacdo com nitrato de prata, com
consequente precipitacao a cloreto de prata. O acompanhamento da titulagdo resulta da
utilizacdo de cromato de potdssio como indicador, com precipitacdo de cromato de prata de

cor vermelha, formado apds o consumo dos ides cloreto pelos ides de prata.

Como resultado, verificou-se a auséncia, ou presenca residual, de compostos clorados, ndo

sendo detetdveis pelo método aplicado.
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11.2.7. Quantificagcao de Nitratos

A presenga de nitratos no extrato aquoso dos RST foi avaliada pelo método do acido
salicilico.®® Neste método, a adi¢do de acido salicilico em &cido sulfurico concentrado a
amostra promove a nitragao do anel fendlico do dacido salicilico, por parte dos nitratos
presentes, originando um complexo com absor¢ao entre 410-420 nm, apds alcalinizagao a
pH 12. O teor de nitratos obtido foi de 0.70 + 0.02 mg/g extrato, indicando que a quantidade
de nitratos nos RST é muito reduzida. A presenga destes compostos encontra-se

normalmente associada a utilizagao de fertilizantes azotados aquando do cultivo do tomate.

11.2.8. Quantificagao de Lipidos

O conteudo de lipidos nos RST foi quantificado através de extracdo em Soxhlet com
n-hexano durante 5 horas, seguida de evaporacdo do solvente e secagem do residuo sob

vacuo, obtendo-se um teor de lipidos de 11.46 + 0.37 %.

Este valor encontra-se de acordo com os reportados na literatura, inserindo-se no intervalo
entre 5 e 20 %.12 Em particular, Silva et al.%® apresentam uma quantificacdo de lipidos no

bagaco de 14.1 %.

11.2.9. Quantificacdao de Cinzas

A avaliagao do conteudo inorganico dos RST surgiu da quantificagdo de cinzas, através de um
método descrito por Sluiter et al.}®® A determinacdo da fragdo inorganica dos RST permite
avaliar algumas questdes sobre o processo de carbonizagao desta matéria organica, para a

sintese de NPsC. Da aplicacdo deste método, obteve-se um teor de cinzas de 2.89 £ 0.07 %.

Este valor encontra-se ligeiramente abaixo dos intervalos reportados na literatura
(4-6 %).12 No entanto, um estudo recente de Silva et al.?® refere um teor de cinzas médio

ligeiramente inferior, de 3.6 % (base seca).

Na Figura 1.4 esta representado o espetro de FTIR tipico das cinzas, a partir do qual se
destaca a componente inorganica dos RST com a presenga de carbonatos, visivel através da

banda intensa a 1090 cm™.
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Figura Il.4. Espetro de FTIR das cinzas dos RST em pastilha de KBr.

11.2.10. Caracterizagao Global dos RST

Na Tabela Il.1 apresentam-se as caracteristicas fisico-quimicas determinadas para os RST e

res petivo extrato aquoso.

Tabela Il.1. Caracteristicas fisico-quimicas dos RST e extrato aquoso.

Parametro Extrato aquoso RST
Sélidos totais (mg.mL?) 47.92 +2.11 -

pH 4.4 (25 °C) -

Cinzas (%) - 2.89 +0.07
Microanalise 56.21%C, 7.47 % H,

- 3.69%N, 29.69% O
(calc.),<0.3%S

A Tabela Il.2 redne a composigao sumativa dos RST, resultante dos métodos de quantificagdo

aplicados aos extratos aquoso e organico (n-hexano).
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Tabela 1l.2. Composicdao sumativa do extrato aquoso e com n-hexano dos RST.

Parametro Extrato
Compostos fendlicos totais (mg EAG/g)? 6.52+0.14
(mg EAT/g)? 9.35+0.20
Flavondides (mg EQ/g)? 4.79+0.01
Carbo-hidratos totais (mg Eq. -D-glucose/g)? 16.41 £ 0.07
Proteinas (mg/g)* 6.28 £ 1.04
Nitratos (mg/g)* 0.70+0.02
Lipidos (%)° 11.46 +0.37

Determinados a partir do extrato aquoso® e organico (n-hexano)® dos RST

1.3. NANOPONTOS DE CARBONO DERIVADOS DE RESIDUOS SOLIDOS DO
TOMATE

Nesta Secgao serdo abordados os métodos de sintese empregues para a obtengao de NPsC a
partir dos RST, nomeadamente, por carbonizacao hidrotérmica através de aquecimento

convencional (CHAC) e radiacdo micro-ondas (CHMO).

Os resultados apresentados incluem a comparagao entre os métodos de sintese aplicados,
condigdes reacionais, métodos de purificagcdo e propriedades fotofisicas exibidas, bem como

a caracterizagao estrutural e 6tica dos NPsC.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia (@¢) foram determinados utilizando sulfato de

quinino em 0.1 M H,SO4 como padrdo (cf. descrito na Secgdo I11.2).

11.3.1. Sintese de NPsC a partir de RST

A carbonizagao hidrotérmica é a técnica mais utilizada e comum para a sintese de NMsC.
Trata-se de um método bottom-up que envolve uma reagdo quimica realizada a alta pressao
utilizando agua como solvente. Esta estratégia é uma abordagem ambientalmente
sustentdvel, econémica e ndo toéxica, caracterizada por possuir condi¢cdes de funcionamento

simples, permitindo simultaneamente o procedimento de sintese numa s6 etapa. O
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aquecimento pode ser realizado de forma convencional ou utilizando radiagdao micro-ondas.
A eficiéncia sintética dos dois métodos é bastante diferente, uma vez que o processo
convencional demora varias horas a produzir estes nanomateriais, enquanto a radiacdo
micro-ondas fornece um aquecimento eficiente e homogéneo, promovendo um bom

desempenho reacional e conduzindo a rea¢des mais rapidas.*®

11.3.1.1. Carbonizag¢ao Hidrotérmica com Aquecimento Convencional

Os estudos de CHAC foram realizados num reator de alta pressao constituido por um vaso de
aco inox, o qual foi carregado com ca. 4 g dos RST e 120 mL de agua Millipore®, na presenca
(varidvel) ou auséncia de aditivo (etilenodiamina, ED; dietilenotriamina, DET; ureia;
melamina; p-fenilenodiamina, p-FD). A mistura reacional foi submetida a tratamento
hidrotérmico, estabelecendo-se a temperatura e tempo como parametros reacionais. Apds
isolamento por filtragdo e extragdo liquido-liquido (vide Secgdo 11.3.2.1) foram obtidos NPsC

na forma de dispersdes aquosas de cor castanha.

Os primeiros ensaios realizados tiveram como objetivo avaliar a influéncia da temperatura
nas carateristicas dos nanomateriais. Os resultados obtidos revelaram que este parametro é
um dos fatores com maior impacto no rendimento massico dos NPsC e nas suas
propriedades fotofisicas (Tabela I.3). Nos ensaios apresentados, as m.r. foram sujeitas a
tratamento hidrotérmico durante 6 horas, com velocidade de agitacdo de 180 rpm e um

racio massico ED/RST de 0.16.

Tabela 11.3. Efeito da temperatura de reagdo nos rendimentos madssico e quantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHAC.

Ensaio? T(°0) Rendimento Sélidos B
NPsC (%) (mg.mL?) F

NPsC-CHAC-I 250 20.2 8.91 0.15

NPsC-CHAC-II 300 10.5 4.80 0.14

aCondicBes reacionais: concentracdo RST = 30 mg.mL%; rdcio méssico ED/RST = 0.16, 6 h, 180 rpm;
PAexc = 380 nm
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Da anadlise aos resultados apresentados, verifica-se que o rendimento quantico de
fluorescéncia se mantém praticamente inalterado (15 % - 14 %) com a variagdo da
temperatura, tendéncia ndo observada para o rendimento massico que diminui para ca.
metade (20.2 % - 10.5 %) com o aumento da temperatura (250 °C = 300 °C). No entanto,
de acordo com estudos reportados na literatura, o aumento da temperatura resulta na
degradagao das espécies emissivas, e consequente diminui¢ao do rendimento quantico de

fluorescéncia dos NPsC.101

Outro fator sintético relevante é o tempo de residéncia da m.r. A avaliacao deste parametro
foi efetuada para condigdes hidrotérmicas de 250 °C, com velocidade de agitagdo de

180 rpm e um racio massico ED/RST de 0.16 (Tabela I1.4).

Tabela 11.4. Efeito do tempo de reagdo nos rendimentos massico e quantico de fluorescéncia

dos NPsC obtidos por CHAC.

Rendimento Sélidos

Ensaio? t (horas) NPSC (%) (mg.mLY) PP
NPsC-CHAC-III 4 21.3 7.67 0.14
NPsC-CHAC-I 6 20.2 8.91 0.15
NPsC-CHAC-IV 8 17.2 6.48 0.15

3CondigBes reacionais: concentracdo RST = 30 mg.mL?, récio méssico ED/RST = 0.16, 250 °C, 180 rpm;
PAexc = 380 nm

Os resultados indicam que o grau de carbonizagao, controlado pelo tempo de reacao, ndo
apresenta impacto significativo no rendimento quantico de fluorescéncia, observando-se um
aumento pouco consideravel (14 % - 15 %) para periodos de tempo mais prolongados
(4 h = 8 h), ndo se registando diferenca entre tempos de reacdo superiores a 6 horas. De
acordo com a literatura, a tendéncia de estabilizagdao do valor do rendimento quantico de
fluorescéncia com o aumento do tempo de reacao, pode ser justificada pelo aumento da

dimens3do dos NPsC.10?

A influéncia da natureza do aditivo foi também estudada, utilizando-se varias fontes de
funcionalizacdo (aminas). Para o efeito, foram testadas, para além da ED, outras aminas
alifaticas (DET e ureia) e aminas aromadticas (melamina e p-FD). Os resultados obtidos

foram comparados com os do ensaio realizado na auséncia de aditivo (NPsC-CHAC-V;
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Tabela 11.5), para condicdes hidrotérmicas de 250 °C e 6 horas, com velocidade de agitacado

de 180 rpm e um racio massico aditivo/RST de 0.16.

Tabela II.5. Efeito da natureza do aditivo nos rendimentos massico e quantico de fluorescéncia

dos NPsC obtidos por CHAC.

Rendimento Sélidos

Ensaio® Aditivo NPSC (%) (mg.mLY) de°
NPsC-CHAC-V - 12.1 4.63 0.09
NPsC-CHAC-I ED 20.2 8.91 0.15
NPsC-CHAC-VI DET 28.0 11.13 0.11
NPsC-CHAC-VII Ureia 16.2 5.83 0.05
NPsC-CHAC-VIII Melamina 245 9.33 0.08
NPsC-CHAC-IX p-FD 154 6.14 0.03

aCondigBes reacionais: concentracdo RST = 30 mg.mL™, racio massico aditivo/RST = 0.16, 250 °C, 6 h,
180 rpm; *Aexc = 380 nm

Os resultados apresentados indicam que a funcionalizagdo com ED originou NPsC com
maior rendimento quantico de fluorescéncia (15 %), ao passo que o maior rendimento
massico (28.0 %), e consequentemente, teor de sélidos mais elevado, foi obtido através
da funcionalizagdo com DET. Para além da ureia, é possivel observar que os NPsC
dopados com aminas aromaticas (melamina e p-FD) originaram rendimentos quanticos de
fluorescéncia mais baixos. Resultados idénticos foram reportados num estudo recente, onde
foi verificado que a incorporacdo de anéis aromaticos em PsC reduzia significativamente a
sua solubilidade em agua e o rendimento quantico de fluorescéncia, quando comparados

com nanomateriais produzidos com aminas alifaticas.103

De forma a avaliar a influéncia da quantidade de aditivo nas propriedades fotofisicas dos
NPsC, foi estudado o racio massico ED/RST, para condicdes reacionais de 250 °C e 6 horas,

com velocidade de agitagdo de 180 rpm (Tabela 11.6).
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Tabela 11.6. Efeito do racio madassico ED/RST nos rendimentos massico e quéantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHAC.

Ensaio? ED/RST Rendimento Sélido? @,
NPsC (%) (mg.mL?)
NPsC-CHAC-V 0 12.1 4.63 0.09
NPsC-CHAC-X 0.02 16.7 6.53 0.12
NPsC-CHAC-XI 0.04 12.8 4.96 0.14
NPsC-CHAC-XII 0.08 17.6 7.03 0.17
NPsC-CHAC-I 0.16 20.2 8.91 0.15
NPsC-CHAC-XIII 0.32 28.0 14.31 0.12
NPsC-CHAC-XIV 0.64 55.9 22.35 0.10

2Condi¢&es reacionais: concentragdo RST = 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm; ®Aeyc = 380 nm

Os resultados apresentados demonstram uma tendéncia gaussiana, no que respeita as
propriedades fotofisicas dos NPsC, verificando-se um rendimento quantico de fluorescéncia
superior (17 %) para um racio massico ED/RST de 0.08. No entanto, e seguindo uma
tendéncia crescente, verifica-se que o aumento deste racio massico (0.04 - 0.64) resulta
em rendimentos massicos superiores (12.8 % = 55.9 %), e consequente incremento no

teor de sélidos.

Foi ainda estudada a influéncia do desarejamento da m.r. nas propriedades fotofisicas dos
NPsC, para condig¢des reacionais de 250 °C e 6 horas, com velocidade de agitagao de 180 rpm
e um racio massico ED/RST de 0.16. Pela andlise da Tabela 1.7, é possivel verificar que a
presenca de atmosfera inerte durante o tratamento hidrotérmico nao conduz a alteracdes
significativas das propriedades luminescentes (15 %) e do rendimento massico dos NPsC

(19.2-20.2 %) obtidos.
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Tabela 1I.7. Efeito da atmosfera de reagcdo nos rendimentos madssico e quantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHAC.

. Rendimento Solidos b
Ensaio® Atmosfera 1 D¢
NPsC (%) (mg.mL™)
NPsC-CHAC-I Ar 20.2 8.91 0.15
NPsC-CHAC-XV N> 19.2 7.31 0.15

aCondicBes reacionais: concentracdo RST = 30 mg.mL?, racio massico ED/RST = 0.16, 250 °C, 6 h,
180 rpm; *Aexc = 380 nm

Com o objetivo de obter nanomateriais que funcionassem como entidade modelo para a
avaliagdo das atividades bioldgicas, foram preparados NPsC a partir de moléculas organicas
puras. Para o efeito foi realizado um ensaio utilizando acido citrico como fonte de carbono,
para condigdes reacionais de 250 °C e 6 horas, com velocidade de agitagao de 180 rpom e um

racio massico ED/4acido citrico de 0.16. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela I1.8.

Tabela 11.8. Efeito da natureza da matéria-prima nos rendimentos madssico e quantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHAC.

Rendimento Sélidos

Ensaio® Matéria-prima oo T
P NPsC (%) (mg.mL?) F

NPsC-CHAC-I RST 20.2 8.91 0.15

NPsC-CHAC-XVI Acido citrico 34.9 13.69 0.22

aCondic¢Bes reacionais: concentracdo matéria-prima = 30 mg.mL?, rdcio mdassico ED/matéria-
-prima = 0.16, 250 °C, 6 h, 180 rpm; ®Aexc = 380 nm

A validacdo dos resultados surge da comparacdo do ensaio modelo com ensaios reportados
na literatura, através de métodos de sintese equivalentes. Zhu et al.*! sintetizaram materiais
desta natureza a partir de acido citrico e etilenodiamina (ED/acido citrico = 0.30), em
condi¢des hidrotérmicas de 250 °C e 5 horas. A comparacdo desta referéncia com o ensaio
realizado com acido citrico (NPsC-CHAC-XVI) permite concluir que os NPsC foram obtidos
com rendimentos massicos inferiores (58 % - 34.9 %), apresentando um perfil semelhante
dos seus espetros de FTIR (vide Secgdo 11.3.3). Os rendimentos quanticos de fluorescéncia

dos dois tipos de nanomateriais revelam uma emissividade semelhante (25 % = 22 %).
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Ensaios anteriores, desenvolvidos pelo mesmo grupo de investigacao, descrevem a sintese
hidrotérmica de NPsC derivados das dguas residuais do processamento do azeite através de
CHAC por Sousa et al.”> Os autores verificaram que o tempo e a quantidade de ED foram os
parametros que refletiram maior impacto no rendimento quantico de fluorescéncia,
atingindo valores superiores aos NPsC obtidos neste trabalho (15-42 %), resultantes de

rendimentos massicos de 30-46 %.

Moraes et al.>’ procederam a mesma técnica de sintese, obtendo NPsC derivados de
borras de café com rendimentos massicos de 9.8-25.5 % e rendimentos quanticos de
fluorescéncia entre 5-18 %, maximizado para condi¢Ges de 300 °C/6 horas e racio massico
ED/borras de café de 0.16, apresentando caracteristicas bastante semelhantes aos NPsC

derivados dos RST.

No entanto, os NPsC relatados no presente trabalho apresentaram excelentes
caracteristicas, revelando ser superiores a PsC derivados de cascas de laranja e de limao,
reportados noutros estudos, onde foram obtidos rendimentos quanticos de fluorescéncia

inferiores (3-11 %).%°

11.3.1.2. Carbonizag¢ao Hidrotérmica Assistida por Radiagdao Micro-ondas

Os ensaios de CHMO foram realizados recorrendo a reator micro-ondas monomodo.
Tipicamente, a um tubo de pyrex foram adicionados ca. 450 mg dos RST e 15 mL de agua
Millipore®, na presenca (varidvel) ou auséncia de aditivo, seguido de selagem com septo de
teflon. A mistura reacional foi submetida a irradiacdo, em condi¢des de temperatura e
tempo pré-estabelecidas. Apds as etapas de isolamento (vide Secgdo 11.3.2.1), foram obtidos

NPsC como dispersdes aquosas de cor castanha.

Foi igualmente explorada a influéncia dos varios parametros reacionais, onde se verificou
gue a temperatura é um dos fatores com maior impacto no rendimento mdssico dos NPsC e
nas suas propriedades fotofisicas (Tabela 11.9). Nos ensaios apresentados, as m.r. foram
sujeitas a agquecimento durante 15 minutos, com velocidade de agitacdao de 600 rpm e um

racio massico ED/RST de 0.16.
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Tabela 11.9. Efeito da temperatura de reagdo nos rendimentos madssico e quantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHMO.

. Rendimento Solidos b
Ensaio® T (°C) 1 D¢
NPsC (%) (mg.mL™)
NPsC-CHMO-I 200 23.5 12.27 0.04
NPsC-CHMO-II 230 22.6 10.50 0.08

3CondigBes reacionais: concentracdo RST = 30 mg.mL?, racio massico ED/RST = 0.16, 15 min, 600 rpm;
PAexc = 380 nm

Ao contrdrio do que foi observado anteriormente nos ensaios de CHAC (vide Tabela 11.3), é
possivel verificar que o aumento da temperatura (200 °C - 230 °C) reflete-se de
forma positiva no rendimento quantico de fluorescéncia (4 % - 8 %), ndo tendo este
parametro impacto significativo no rendimento mdssico dos NPsC (22.6-23.5 %), e
consequentemente, no teor de sélidos. Devido a limitagdes operatdrias do reator de micro-
-ondas, nomeadamente no que diz respeito ao limite de pressao, nao foi possivel testar

temperaturas superiores a 230 °C.

Foi ainda avaliada a influéncia do tempo de irradiacdo da m.r., através da sua variacao entre
15 minutos e 1 hora, para 200 °C, com velocidade de agitagao de 600 rpm. Para o efeito,
foram testados dois racios massicos ED/RST, de 0.16 e de 0.32. Os resultados obtidos

encontram-se compilados na Tabela I1.10.

Tabela 11.10. Efeito do tempo de reagdo nos rendimentos massico e quantico de fluorescéncia dos

NPsC obtidos por CHMO.

Ensaio® ED/RST  t(min) Rendimento Sélido? b°
NPsC (%) (mg.mL?)
NPsC-CHMO-I 15 23.5 12.27 0.04
NPsC-CHMO-III 0.16 30 26.3 11.43 0.04
NPsC-CHMO-IV 60 24.3 12.10 0.08
NPsC-CHMO-V 15 304 16.40 0.05
NPsC-CHMO-VI 0.32 30 35.6 14.55 0.05
NPsC-CHMO-VII 60 36.4 13.65 0.08

2Condi¢&es reacionais: concentragdo RST = 30 mg.mL%, 200 °C, 600 rpm; PAexc = 380 nm
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O aumento do tempo de reacdo é favoravel ao rendimento quantico de fluorescéncia
(4% - 8 %, ED/RST =0.16; 5 % - 8 %, ED/RST = 0.32), duplicando praticamente o seu valor
de 15 para 60 minutos de irradiacdo, ndo revelando, no entanto, impacto significativo no
rendimento massico (23-5-26.3 %, ED/RST = 0.16; 30.4-36.4 %, ED/RST = 0.32) e no teor de

solidos dos NPsC obtidos.

De seguida, procedeu-se a avaliagao da influéncia da natureza do aditivo, promovendo-se a
funcionalizagao da superficie dos nanomateriais com as mesmas aminas alifaticas e
aromaticas, anteriormente utilizadas nos ensaios de CHAC (vide Seccdo 11.3.1.1). Os
resultados obtidos (Tabela I1.11) decorreram de irradiacdo a 200 °C durante 15 minutos, com

velocidade de agitagdo de 600 rpm e um racio massico aditivo/RST de 0.16.

Tabela 11.11. Efeito da natureza do aditivo nos rendimentos madssico e quantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHMO.

Ensaio? Aditivo Rendimento Sélido? @,
NPsC (%) (mg.mL?)
NPsC-CHMO-VIII - 16.4 6.70 0.02
NPsC-CHMO-I ED 235 12.27 0.04
NPsC-CHMO-IX DET 30.8 16.05 0.07
NPsC-CHMO-X Ureia 27.5 11.50 0.02
NPsC-CHMO-XI Melamina 19.8 13.50 0.03
NPsC-CHMO-XII p-FD 18.6 7.95 0.01

3CondicBes reacionais: concentracdo RST = 30 mg.mL?, rdcio massico aditivo/RST = 0.16, 200 °C,
15 min, 600 rpm; ®Aexc = 380 nm

Ao contrario do estudo homodlogo anterior efetuado por CHAC, nos quais se observou um
melhor desempenho da ED (vide Tabela I1.5), em CHMO verificou-se que a funcionalizacdo
com DET originou NPsC com melhores propriedades, caracterizadas por maior rendimento
massico (30.8 %) e melhores caracteristicas luminescentes (®r = 7 %). Apesar desta
envidéncia, e com vista a comparacao dos resultados subsequentes entre os NPsC
sintetizados por ambos os métodos, os estudos posteriores foram realizados utilizando ED

como aditivo.
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A influéncia da quantidade de aditivo nas caracteristicas dos NPsC foi avaliada através da
variacdo do racio massico ED/RST, para condicBes reacionais de 200 °C e 15 minutos, com

velocidade de agitacdo de 600 rpm (Tabela 11.12).

Tabela 11.12. Efeito do racio mdassico ED/RST nos rendimentos madssico e quantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHMO.

. Rendimento Solidos b

Ensaio® ED/RST 4 o
NPsC (%) (mg.mL™)

NPsC-CHMO-VIII 0 16.4 6.70 0.02
NPsC-CHMO-XIII 0.04 19.1 8.13 0.04
NPsC-CHMO-XIV 0.08 20.0 9.00 0.04
NPsC-CHMO-I 0.16 23.5 12.27 0.04
NPsC-CHMO-V 0.32 304 16.40 0.05

2Condi¢&es reacionais: concentragdo RST = 30 mg.mL%, 200 °C, 15 min, 600 rpm; PAexc = 380 nm

Neste estudo, é observada uma tendéncia crescente, onde se verifica que o incremento
de ED esta diretamente associado a maiores rendimentos massicos (16.4 % —> 30.4 %), e
consequentemente teores de sdlidos superiores. No entanto, verifica-se que as
propriedades luminescentes destes materiais ndo exibem o mesmo comportamento, com
baixa variabilidade dos rendimentos quanticos de fluorescéncia (2 % = 5 %), estagnando

para quantidades de aditivo intermédias (0.04-0.16).

Por ultimo, foi estudada a influéncia da concentracdo dos RST nas caracteristicas dos NPsC.
Os ensaios foram realizados a 200 °C durante 15 minutos com agitagdo de 600 rpm

(Tabela 11.13).
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Tabela 11.13. Efeito da concentragdo dos RST nos rendimentos madssico e quantico de

fluorescéncia dos NPsC obtidos por CHMO.

. Concentracao RST Rendimento Soélidos b

Ensaio® 4 -1 Px
(mg.mL™) NPsC (%) (mg.mL™)

NPsC-CHMO-XV 15 22.8 5.95 0.05

NPsC-CHMO-I 30 23.5 12.27 0.04

NPsC-CHMO-XVI 70 225 26.13 0.08

NPsC-CHMO-XVII 100 21.7 37.80 0.04

2Condi¢&es reacionais: racio massico ED/RST = 0.16, 200 °C, 15 min, 600 rpm; ®Aexc = 380 nm

Com base na tabela anterior, verifica-se que o aumento da concentragao da matéria-prima

ndo revela impacto significativo no rendimento massico dos NPsC (21.7-23.5 %). Por outro

lado, observa-se que o rendimento quantico de fluorescéncia é maximo para uma

concentracdo de RST de 70 mg.mL?! (®F = 8 %), ndo demonstrando uma influéncia linear

neste parametro.

Como forma de complemento ao estudo da sintese por CHMO, ensaios selecionados foram

replicados em forno de micro-ondas doméstico, obtendo-se NPsC com luminescéncia pouco

significativa, resultantes de rendimentos massicos reduzidos (Tabela 11.14).

Tabela 11.14. Efeito do tempo de reagdo nos rendimentos mdssico e quantico de fluorescéncia

dos NPsC obtidos por CHMO (forno de micro-ondas doméstico).

. . Rendimento Solidos b
Ensaio® t (min) X D¢
NPsC (%) (mg.mL™)
NPsC-CHMO-XVIII 3 12.9 7.95 0.02
NPsC-CHMO-XIX 5 17.7 9.70 0.02
NPsC-CHMO-XX 10 14.2 8.25 0.02
NPsC-CHMO-XXI 15 14.4 7.50 0.03

2Condigbes reacionais:
PAexc = 380 nm

concentra¢do RST = 30 mg.mL?, ridcio massico ED/RST = 0.16, 800 W;
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Ensaios reportados por Moraes et al.>’ descrevem a sintese de NPsC derivados de borras de
café através de CHMO. Os autores efetuaram a comparacdo de diversos parametros
reacionais com ensaios homoélogos efetuados por CHAC, onde concluiram que os NPsC-
-CHMO exibem menores rendimentos madssicos e quanticos de fluorescéncia, atingindo
o valor maximo de 10 % para condigdes de hidrotérmicas de 190 °C e 3 h, comprovando
a mesma tendéncia verificada para os NPsC obtidos no presente estudo por radiagdo

micro-ondas.

Outros estudos descrevem a sintese de NPsC derivados de folhas de manga e
algas eutrodficas, sujeitas a irradiagdao durante 5 minutos, com rendimentos quanticos
de fluorescéncia de ca. 14 %, revelando melhores caracteristicas que os NPsC derivados

dos RST.#>46

11.3.2. Isolamento e Purificagdo dos NPsC

A remocado total (ou parcial) de impurezas presentes na m.r. decorre da aplicagdo de etapas
de isolamento e purificagdo, com vista ao melhoramento das propriedades luminescentes
dos NPsC. Em particular, a remogao de impurezas inorganicas oriundas dos RST utilizados na

obtengdo destes nanomateriais, surge como um dos principais objetivos.

O isolamento dos NPsC da m.r. foi realizado utilizando extragdo liquido-liquido com
solventes organicos adequados (vide Seccdo 11.3.3.1) e a purificacdo dos nanomateriais
obtidos recorreu a técnicas de cromatografia (vide Seccdo 11.3.3.2) e de dialise (vide Seccao
11.3.3.3), aplicadas apenas a um ensaio de CHAC (NPsC-CHAC-XIII; ED/RST = 0.32, 250 °C, 6 h,
180 rpm), dadas as limitagdes quantitativas dos ensaios em CHMO, em termos da escala

reduzida em que a sintese decorre.

11.3.2.1. Extragao Liquido-Liquido

ApOs a etapa reacional, as m.r. foram sujeitas a um processo de filtragdao por membrana de
celulose regenerada com didmetro de poro de 0.2 um, seguindo-se etapas de purificacdo por
extragdo liquido-liquido com CHCl; e AcOEt. A fase aquosa resultante sofreu um processo
de evaporagdo para remogao de solvente organico residual, sendo armazenada a 4 °C sob

atmosfera inerte.
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As fases organicas recolhidas foram evaporadas e os respetivos residuos quantificados. Em
média, os ensaios de sintese por CHAC (vide Secc¢do 11.3.1.1) apresentaram uma fracdo
insoluvel recuperada na filtracdo de 16 %, e fragdes de residuo obtido nas etapas de
extracdo com CHCl; de 3.6 %, e com AcOEt de 1.5 %, em relagcdo a massa inicial de RST e
aditivo. De forma combinada, estes ensaios apresentaram um rendimento massico de
conversao de 23 %. Relativamente aos ensaios realizados por CHMO (vide Secgdo 11.3.1.2),
uma fragdo insoluvel recuperada na filtragao de 48 %, e fragdes de residuo obtido nas etapas
de extracdo 1.1 % (CH.Cl,), e 0.7 % (AcOEt), resultaram em rendimentos massicos de

conversdo bastante superiores, de 47 %.

Na Figura Il.5 apresenta-se o perfil tipico dos espetros de FTIR das fases organicas,
extratadas com CHCl; e AcOEt, bem como do residuo obtido apds secagem da fase aquosa a

105 °C (NPsC-CHAC-XIII).

—
e

— Fase aquosa
— Fase CH,Cl,
— Fase AcOEt
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Transmitancia / %

Numero de onda / cm™

Figura I1.5. Espetros de FTIR das fases organicas (CH,Cl, e AcOEt) e da fase aquosa dos
NPsC-CHAC-XIIl em pastilha de KBr.

Os espetros de FTIR das fases organicas indicam a presenca distinta de bandas a 2930 e
2855 cml, onde tém origem as bandas correspondentes a presenca de grupos alifaticos. A
banda a 1665 cm™ estd associada a extensdo de ligacdes C=0, presente em todas as fases, e
as bandas a 1562, 1047 e 671 cm s3o indicativas da presenca de acidos/carboxilatos e

amidas, grupos estes de presenca dominante na fase aquosa, que comporta os NPsC.
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11.3.2.2. Cromatografia com Sephadex G-75

O processo de purificacdo por cromatografia com Sephadex G-75 tem por base o principio
de exclusdao molecular, no qual a separacdo das diferentes espécies é baseada no tamanho
molecular. Deste modo, sdo eluidas em primeiro lugar as espécies de maior tamanho,

significando a sua remogao em tempos de retengao inferiores.

A purificagdo por cromatografia com Sephadex G-75 por gravidade foi aplicada a uma
amostra dos NPsC-CHAC-XIIl. O processo cromatografico foi seguido através da

monitoriza¢do da fluorescéncia das fragdes eluidas com agua Millipore®, a Adexc = 380 nm

(Figura 11.6).
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Figura 11.6. Intensidade de fluorescéncia (dexe = 380 nm) das fragBes resultantes da

separagao dos NPsC-CHAC-XIII por Sephadex G-75.

Na figura anterior é possivel verificar que a fracdo com mdaxima intensidade de fluorescéncia
a 380 nm surge apos a eluicdo de 56 mL, embora a eluicdo de fragcdes contendo NPsC tenha
sido iniciada aos 42 mL. Na sua globalidade, esta estratégia de purificagao originou 32.0 mg
de NPsC com fluorescéncia reduzida (@ =5 %), e considerando a carga inicial de ca. 42.9 mg,

verificou-se um rendimento massico de purificacdo de 74.6 %.

Conforme verificado, a emissao sintonizavel dos NPsC, altamente depende do comprimento
de onda (vide Figura 11.18), pode ser associada a presenga de grupos funcionais diversos na

sua superficie que geram uma variedade de estados superficiais, resultando em rendimentos
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guanticos de fluorescéncia baixos a moderados. No entanto, estima-se que a contribuicdo
para este fator pode também dever-se a presenca de fluoréforos moleculares
funcionalizados a superficie dos NPsC ou até em solucdo, conhecidos pela sua baixa
fotoestabilidade e elevada luminescéncia. Assim, verifica-se que a remocdo destas espécies,
derivada da aplicacdo de métodos de purificagdo como a cromatografia com Sephadex G-75,

provoca uma reducdo considerdvel do rendimento quantico de fluorescéncia.l%

11.3.2.3. Dialise

A purificagdo de NPsC por didlise tem sido amplamente estudada, sendo identificada como
um dos métodos mais adequados a remocdo de espécies moleculares, bem como de outros

impurezas presentes em NMsC.1%°

Este processo de purificacdo foi aplicado aos NPsC sintetizados através das condicdes
reacionais do ensaio NPsC-CHAC-XIII, utilizando uma membrana com cut-off de 1000 Da
contra agua Millipore® durante 4 dias, com recolha didria do permeado. Devido ao seu baixo
tamanho molecular, os NPsC atravessaram a membrana, encontrando-se maioritariamente
concentrados no primeiro permeado. Simultaneamente, verificou-se que a suspensao que
permaneceu no interior da membrana consiste essencialmente em agregados com

luminescéncia pouco significativa (Figura I1.7).

Dialisado 1 Dialisado 2 Dialisado 3 Dialisado 4

®p=0.117
(sem purificar)

Figura I1.7. Rendimento quantico de fluorescéncia (Aexe = 380 nm) das fragdes resultantes da

separagdo dos NPsC-CHAC-XIII por dialise.



48 Resultados e Discussdo

Por outras palavras, esta técnica de purificagdo foi utilizada na sua forma inversa, com vista
ao isolamento dos NPsC numa fragao de permeado, revelando um rendimento quantico de
fluorescéncia de 14 % (Aexc = 380 nm). Através deste método de purificacdo, verificou-se
ainda que a permeagdo indesejada de eventuais fluoréforos moleculares presentes em

solucdo resultou num rendimento quantico de fluorescéncia praticamente inalterado.

11.3.3. Caracterizacao Estrutural

A caracterizagdo estrutural dos NPsC decorreu da avaliagdo dos seus espetros de FTIR e
RMN H e da andlise elementar efetuada a estes nanomateriais. Neste tdpico, é importante
salientar que, dada a heterogeneidade das dispersdes aquosas dos NPsC, em matéria da sua

pureza, é dificil concluir de forma exata sobre a sua caracterizacao estrutural.

Pela analise do espetro de FTIR dos NPsC obtidos pelos dois métodos de sintese empregues,
resultantes dos ensaios NPsC-CHAC-XIII (ED/RST = 0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm) e NPsC-CHMO-
-VIlI (ED/RST = 0.32, 200 °C, 60’, 600 rpm), é possivel verificar um perfil caracteristico,

indicativo de identidade estrutural semelhante (Figura 11.8).
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Figura 11.8. Espetros de FTIR dos NPsC-CHAC-XIII e dos NPsC-CHMO-VII, em pastilha de KBr.
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Da analise dos espetros, verifica-se o surgimento da banda correspondente a extensao O-H e
N-H (ombro) a 3400 cm™ e 3260 cm?, respetivamente. A 2932 e 2855 cm™ tém origem as
bandas correspondentes a presenca de grupos alifaticos, de fraca intensidade. A presenca de
acidos/carboxilatos e amidas é verificada pelas bandas a 1656 (C=0, ext), 1562 (N-H, def e
C=C, ext), 1439 (CH,, def) e 1403 (CHs, def) cm™. Por fim, a 1083, 1047 e 671 cm™ verificam-

-se bandas associadas a deformagao de ligagdes C-O, C-H e C-N.

Apresentar-se-a, de seguida, a comparacdo dos espetros de FTIR resultantes dos ensaios sob
os quais se fizeram variar os parametros que maior influéncia revelaram nas caracteristicas

estruturais dos NPsC, tomando como exemplo os ensaios obtidos por CHAC.

A influéncia da temperatura nas caracteristicas estruturais dos NPsC é apresentada na
Figura 1.9, dos ensaios NPsC-CHAC-I (ED/RST = 0.16, 250 °C, 6 h, 180 rpm) e NPsC-CHAC-II
(ED/RST = 0.16, 300 °C, 6 h, 180 rpm). Da comparagdo dos espetros de FTIR verificou-se que
0 aumento da temperatura resultou numa diminuicdo da intensidade das bandas a 2930,
2850 e 1660 cm™, correspondentes aos grupos alifaticos e a extensdo da ligacdo C=0,
respetivamente. As bandas referentes a vibragdo de extensdo da ligagdo N-H a 3250 cm,
bem como a sua deformacdo a 1560 cm™ e a banda da ligacdo O-H (3420 cm), ndo

sofreram alteragao significativa na sua intensidade.
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Figura 11.9. Espetros de FTIR dos NPsC-CHAC-l e dos NPsC-CHAC-II, sintetizados a

diferentes temperaturas, em pastilha de KBr.
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Através da analise dos espetros de FTIR dos ensaios realizados no estudo da variacao do
racio massico ED/RST (NPsC-CHAC-V, X, XI, XIl, I, Xlll e XIV; ED/RST =0 = 0.64, 250 °C, 6 h,
180 rpm), observou-se que, como resultado do aumento da quantidade de ED, surge o
aumento da intensidade das bandas a 1660 e 1560 cm, indicativa da presenca de
acidos/carboxilatos e amidas, bem como da extensdo de ligacdes O-H e N-H a ca. 3400 e

3320 cm™ (Figura 11.10).
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Figura 11.10. Espetros de FTIR dos NPsC-CHAC-V, X, XI, XIl, I, XIll e XIV, sintetizados com

diferentes racios massicos ED/RST, em pastilha de KBr.

Por fim, da comparacdo dos espetros de FTIR dos ensaios NPsC-CHAC-1 (RST, ED/RST = 0.16,
250 °C, 6 h, 180 rpm) e NPsC-CHAC-XVI (acido citrico, ED/acido citrico = 0.16, 250 °C,
6 h, 180 rpm), realizados com matérias-primas diferentes (Figura 11.11), verificou-se que a
contribuicdo da componente alifatica é superior nos NPsC derivados dos RST, visivel nas
bandas a 2930 cm™ e a 2855 cm™. A extens3o da ligacdo C=0, representada a 1660 cm™ ndo

apresentou uma variabilidade significativa, embora nos NPsC derivados de acido citrico se
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verifigue uma maior contribuicdo da deformacdo de ligacdes N-H a 1560 cm™. As bandas

referentes a vibrac3o de ligacdes O-H e N-H a 3400 e 3260 cm?, de extens3o, n3o diferem de

forma significativa.
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Figura 11.11. Espetros de FTIR dos NPsC-CHAC-I e dos NPsC-CHAC-XVI, sintetizados a

partir de diferentes matérias-primas, em pastilha de KBr.

De forma complementar, apresenta-se na Figura I.12 os espetros de RMN 'H de dispersées
de NPsC obtidos pelos dois métodos de sintese, onde é evidenciada a presenga maioritdria
de C-H alifaticos, com ressonancias entre 0.8 e 3.0 ppm. Os sinais visiveis entre
3.25 e 4.25 ppm sdo indicativos da presenga de ligagdes CH-O e CH-N, e entre 7.85 e

8.10 ppm surgem sinais de fraca intensidade, associados a presenga minoritdria de protdes

aromaticos.
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Figura 11.12. Espetro de RMN *H de dispersdes de NPsC-CHAC-XIII e de NPsC-CHMO-VII
(400 MHz, D,0, 25 °C); *solvente residual.

Ainda, na Figura 11.13 esta representado o espetro de FTIR tipico das cinzas (NPsC-CHAC-XIII;
ED/RST =0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm), onde é possivel observar que a componente inorganica

dos NPsC é maioritariamente constituida por carbonatos, visivel através da banda intensa a

1115 cm™. A banda alargada a 3500-3200 cm™ é atribuida a presenca de agua.
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Figura 11.13. Espetro de FTIR das cinzas dos NPsC-CHAC-XIIl em pastilha de KBr.
As AE efetuadas para os NPsC obtidos nos ensaios relativos ao estudo da variagao do tipo de

aditivo e da variacdo do racio massico ED/RST, encontram-se apresentadas na Tabela 11.15.

Os teores elementares foram corrigidos com o respetivo teor de cinzas.

Tabela 11.15. Efeito da natureza do aditivo e do racio massico ED/RST na andlise elementar dos NPsC

obtidos por CHAC.

Microanalise®

Ensaio Conr.:iigﬁe.s Cinzas
reacionais % C %H %N  %O(calc) (%)
NPsC-CHAC-V? - 48.04 4.80 5.91 28.21 13.05
NPsC-CHAC-I? ED 56.01 541 8.75 24.24 5.60
NPsC-CHAC-VI? DET 56.03 5.28 9.34 23.55 5.80
NPsC-CHAC-VII? Ureia 54.32 4.86 5.81 27.86 7.15
NPsC-CHAC-VIII? Melamina 59.36 5.45 5.65 18.94 10.60
NPsC-CHAC-XII® ED/RST = 0.08 53.86 5.22 8.14 24.48 8.30
NPsC-CHAC-XIII® ED/RST =0.32 55.53 5.03 11.34 23.70 4.40
NPsC-CHAC-XIV®  ED/RST = 0.64 56.00 5.49 13.54 21.82 3.15

Condigdes reacionais: 2RST 30 mg.mL?, aditivo/RST = 0.16, 250 °C, 6 h, 180 rpm; PRST 30 mg.mL?, 250 °C, 6 h,
180 rpm; < 0.3% S



54 Resultados e Discussdo

Os resultados apresentados indicam que a quantidade de ED reflete o aumento dos
teores de azoto (5.91 % — 13.54 %). Da comparagdao entre o ensaio realizado com ED
(NPsC-CHAC-I) e os NPsC dopados com outros aditivos, verificou-se que a utilizacdo de DET
(NPsC-CHAC-VI) originou um teor de azoto semelhante (8.75 % - 9.34 %), justificando a
contribuicdo para um rendimento quantico de fluorescéncia préximo (15 % - 11 %), em
0pOosicdo aos ensaios com as restantes aminas (3-8 %), os quais possuem um teor em azoto

semelhante ao obtido na auséncia de aditivo (NPsC-CHAC-V).

Em particular, da comparagao com a AE efetuada para os RST (cf. referido na Secgdo 11.2.1),
verificou-se um aumento no conteludo em azoto, resultante da funcionalizagao efetuada na

etapa reacional.

Na aplicagdo de qualquer substancia em ensaios antimicrobianos, o contacto entre esta e o
microrganismo é a primeira etapa e baseia-se nas intera¢des entre os dois intervenientes.®®
Deste modo, é relevante a avaliagdo da carga superficial dos NPsC através da determinagao
do potencial , permitindo estabelecer a relagdo entre as suas caracteristicas superficiais e a

sua capacidade como agentes antimicrobianos (Tabela 11.16).

Tabela 11.16. Potencial { de dispersdes aquosas de NPsC (1 mg.mL?'), obtidos em ensaios

selecionados (CHAC e CHMO).

Ensaio Comzligﬁe's Rendimento Sdlidos Potencial {
reacionais NPsC (%) (mg.mL?) (mV)
NPsC-CHAC-XII? ED/RST = 0.08 17.6 7.03 -19.0+3.19
NPsC-CHAC-I? ED/RST =0.16 20.2 8.91 -29.5+3.45
NPsC-CHAC-XIII? ED/RST =0.32 28.9 14.31 -30.9+7.54
NPsC-CHAC-XVI®  ED/4cido citrico = 0.16 34.9 13.69 -22.7+4.14
NPsC-CHMO-I* ED/RST =0.16, 15’ 235 12.27 -11.0+4.76
NPsC-CHMO-III ED/RST =0.16, 30’ 26.3 11.43 -9.67 £2.48
NPsC-CHMO-IV¢ ED/RST =0.16, 60’ 243 12.10 -19.5+4.66
NPsC-CHMO-VII® ED/RST =0.32, 60’ 36.4 13.65 -10.6+3.78

CondigBes reacionais: 2RST 30 mg.mL, 250 °C, 6 h, 180 rpm; Acido citrico 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm;
°RST 30 mg.mL, 200 °C, 600 rpm
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A intensidade da carga negativa surge como resultado da presenca relativa dos grupos
funcionais a superficie dos NPsC. A intensidade superior da carga negativa nos NPsC é
indicativa de presenca maioritaria de acidos/carboxilatos, podendo esta ser reduzida como
resultado da presenca de aminas. Nao obstante, a carga superficial negativa confere uma
boa estabilidade coloidal aos NPsC, demonstrando estar altamente dependente do tempo
de reacdo, bem como da quantidade de aditivo.!® Em geral, os NPsC obtidos por CHAC
apresentaram valores de potencial { mais negativos em relagao aos nanomateriais obtidos

por CHMO.

Relativamente ao estudo da influéncia da purificacdo nas propriedades superficiais dos
NPsC, verifica-se que os métodos aplicados permitem o isolamento de fracdes com cargas
superficiais distintas. Para o ensaio NPsC-CHAC-XIII (ED/RST = 0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm), os
NPsC purificados por cromatografia com Sephadex G-75 e por didlise apresentaram valores
de potencial  inferiores, de —12.2 + 8.40 e —23.5 + 7.74 mV, respetivamente, em relagao aos
nanomateriais nao purificados. Estima-se que a diminuicdo neste parametro possa ser
justificada pela remogao de eventuais agregados que contribuam grandemente para cargas

superficiais superiores, bem como de outras espécies moleculares fracionadas.

11.3.4. Caracterizacdao Morfoldgica

Dada a potencial aplicagdao bioldgica dos NPsC e sabendo que, tanto a internalizagao nas
células, como a distribuicdo dos NPsC nas membranas dependem do seu tamanho, foi
realizada uma avaliagdo morfoldgica preliminar através de Microscopia de Forga Atdmica
(AFM). Para o efeito foram testadas diferentes concentracGes de dispersdes aquosas dos
NPsC (0.1, 1 e 10 mg.mL?). Com o aumento da concentracdo, verificou-se uma tendéncia
notdria dos NPsC para se organizarem em agregados irregulares, com consequente aumento

das alturas topograficas dos agregados formados.

A Figura I.14 apresenta as imagens topograficas e respetivas sec¢oes de corte transversal de
dispersdes aquosas dos NPsC obtidos nos ensaios NPsC-CHAC-XIIl (ED/RST = 0.32, 250 °C,
6 h, 180 rpm), antes e apods dialise, e NPsC-CHMO-VII (ED/RST = 0.32, 200 °C, 60’, 600 rpm).
Numa primeira analise, estas imagens permitem a identificagdo de particulas com

morfologia quasi-esférica.
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Figura 11.14. Imagens topograficas de AFM e respetivas sec¢des de corte transversal de dispersées

aquosas dos NPsC-CHAC-XIII (a1) antes e (a;) apds didlise, e dos (b) NPsC-CHMO-VII (0.1 mg.mL?).
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Apresenta-se ainda, na Figura .15, a renderizagao tridimensional correspondente a

avaliagdo morfologica efetuada aos NPsC estudados.
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Figura 11.15. Renderizacdo tridimensional de AFM de dispersdes aquosas dos NPsC-CHAC-XIII
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(a1) antes e (az) apds didlise e (b) NPsC-CHMO-VII (0.1 mg.mL™?).

Das figuras apresentadas é possivel observar que, para ambos os ensaios, foram obtidos
NPsC monodispersos com alturas topograficas inferiores a 10 nm. No entanto, mesmo para a
concentracdo mais reduzida, foi possivel observar a tendéncia para a formacdo de
agregados, sendo esta mais notéria para o ensaio realizado por CHAC (NPsC-CHAC-XIII). Em
algumas regides foi identificada a presenca de alguns agregados de grande dimensdo
(até 65.6 nm). Verificou-se ainda que a purificacdo por didlise permitiu obter uma maior
dispersividade dos NPsC, reduzindo a tendéncia para a agregacdo (65.6 nm = 32.5 nm),
a partir da qual se visualizam NPsC com dimensdes inferiores, compreendidas entre
ca. 3-7 nm. Jd os NPsC isolados por cromatografia com Sephadex G-75 ndo revelaram

alteragao significativa na sua dispersividade.

O ensaio realizado por CHMO (NPsC-CHMO-VII) é caracterizado pela sua boa dispersividade
e homogeneidade, apresentado dimensdes entre 1-7 nm. Assim, pode afirmar-se que a
sintese por CHMO permitiu a obtengao direta de NPsC com uma melhor dispersividade,

apesar de apresentar uma agregacdo moderada (até 13.2 nm).

11.3.5. Propriedades Fotofisicas

Dado o interesse da potencial aplicabilidade dos NPsC na area da biomédica,
nomeadamente na imagiologia, foram avaliadas as propriedades fotofisicas dos NPsC, com
recurso a espectroscopia de absorc¢do no estado fundamental (UV-Vis) e de fluorescéncia no

estado estacionario (emissdo e excitacdo) das dispersdes aquosas dos NPsC sintetizados.
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Na Figura 11.16 encontram-se representados os espetros para os NPsC obtidos no ensaio
NPsC-CHAC-XII (ED/RST = 0.08, 250 °C, 6 h, 180 rpm) e NPsC-CHMO-VII (ED/RST = 0.32,

200 °C, 60’, 600 rpm) e que apresentaram melhor rendimento quantico de fluorescéncia.
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Figura 11.16. Espetros de UV-Vis (linha cinza), emissdo (linha verde; Aexc = 380 nm) e
excitacgdo (linha azul; monitorizado a 460 nm) de uma dispersdo aquosa dos NPsC-CHAC-

Xl (linha continua) e NPsC-CHMO-VII (linha tracejada) (0.1 mg.mL?).

Os espetros de UV-Vis dos NPsC distinguem-se pela presenca de duas bandas a ca. 275 nm e
a 320 nm, atribuidas as transicbes m—m* do centro de carbono e as transicdes n—-m* ou
mistura de transicdes m—m* e n—-m* de ligacGes C=0 de amidas. Ao excitar as dispersées
aquosas de NPsC a Aexc = 380 nm, estas emitem na regido do azul, apresentando um maximo
de emissdo centrado a 460 nm. O espetro de excitacdo monitorizado ao comprimento de
onda maximo de emissdo indica que a transicdo eletréonica dos croméforos que contribui

para a emissdo dos NPsC ocorre a ca. 360 nm.

Da comparacdo dos NPsC obtidos pelos dois métodos de sintese, verificou-se que o perfil
dos seus espetros de absorcdo, emissdo e excitacdo é semelhante, observando-se apenas
um ligeiro desvio batocrdmico visivel na absorcdo dos NPsC obtidos por CHMO de ca. 10 nm
para a regido do vermelho. A generalidade dos ensaios realizados (vide Seccdo 11.3.1)
indica que a sintese por CHAC leva a obtengao de NPsC com rendimentos quanticos

de fluorescéncia superiores, enquanto que a sintese por CHMO permite obter NPsC
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resultantes de rendimentos massicos de exceléncia, comprovando a eficiéncia sintética

superior caracteristica deste método de sintese.

A presenca de grupos fenilo, resultante da funcionalizagdo com aminas aromaticas (em
particular com p-FD), provoca a diminuicdo do estado de transicdo m—m* verificado a
ca. 270 nm. Como exemplo, apresentam-se na Figura Il.17 os espetros de absorcdo e
emissdo (Aexc = 380 nm) dos NPsC obtidos nos ensaios NPsC-CHAC-XII (ED/RST = 0.08, 250 °C,
6 h, 180 rpm) e NPsC-CHAC-IX (p-FD/RST = 0.16, 250 °C, 6 h, 180 rpm). O perfil dos espetros
apresentados demonstrou que o maximo de emissdao dos NPsC funcionalizados com p-FD

sofre um desvio batocrédmico para ca. 470 nm, acompanhado de um ombro a ca. 510 nm.
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Figura 11.17. Espetros de UV-Vis (linha cinza) e emissdo (linha verde; Adexc = 380 nm) de
dispersdes aquosas dos NPsC-CHAC-XIl (linha continua) e NPsC-CHAC-IX (linha

tracejada) (0.1 mg.mL?).

De forma complementar, foi registado o decaimento da intensidade de fluorescéncia de
dispersdes aquosas de NPsC, com recurso a fluorescéncia resolvida no tempo, a partir do

gual foram obtidos tempos de vida médios (tm) de 7.81 + 0.45 ns.

Ensaios reportados por Moraes et al.”’ e Sousa et al.,?! respetivamente, de NPsC derivados
de borras de café e de dguas residuais do processamento do azeite, obtiveram valores de tn,

de 9.11 e 6.20 ns, englobando o valor médio obtido para os NPsC descritos neste trabalho.
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Conforme referido anteriormente, a emissdao dos NPsC mostra forte dependéncia com o
comprimento de onda de excitacao. A Figura I1.18 apresenta o comportamento dos espetros
de emissdo dos NPsC com a variacdo do Aexc entre 340 e 440 nm, verificando-se um desvio
batocrémico na sua emissao para a regido do vermelho com o aumento do comprimento de

onda de excitagao.
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Figura 11.18. Espetros de emissao de uma dispersdao aquosa dos NPsC-CHAC-XII

(0.1 mg.mL™?), com excitacdo a diferentes comprimentos de onda.

De forma a aferir a capacidade para aplicacdes de detecdo em condicdes fisioldgicas dos
NPsC, foi avaliada a influéncia do pH na intensidade de fluorescéncia dos nanomateriais
obtidos (Figura 11.19). Na amplitude de pH estudada, entre 1 e 12, verificou-se uma ligeira
redu¢ao na intensidade de fluorescéncia dos NPsC a pH basico. No entanto, dadas as
caracteristicas acido/base dos grupos funcionais presentes a superficie dos NPsC, foi possivel

observar a sua recuperag¢do no retorno ao pH inicial.
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Figura 11.19. Efeito do pH na intensidade de fluorescéncia de uma dispersdo aquosa dos

NPsC-CHAC-XII (0.1 mg.mL™).

Por fim, foi avaliada a fotoestabilidade dos NPsC em condi¢cdes de irradiagao continua

durante 1 hora (Aexc = 380 nm). Na Figura 11.20 apresenta-se a sobreposi¢cdo dos espetros de

emissdo dos NPsC obtidos, a partir dos quais foi verificado que a intensidade de

fluorescéncia foi mantida, indicando a sua excelente fotoestabilidade.
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Figura 11.20. Espetros de emissao de uma dispersdao aquosa dos NPsC-CHAC-XII

(0.1 mg.mL™?), apés 1 hora de irradiacdo continua (Aex = 380 nm).
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11.4. AVALIAGAO DA BIOATIVIDADE DOS NANOPONTOS DE CARBONO

Conforme referido, a versatilidade das caracteristicas dos NPsC permite a sua aplicacdo em

areas muito diversificadas, como as anteriormente apresentadas (vide Secgado 1.4).

No presente trabalho, apds a sintese e caracterizagao estrutural dos NPsC obtidos por
métodos de carbonizagdo hidrotérmica a partir dos RST, foram avaliadas as propriedades
antioxidantes e o seu potencial de aplicagdo como agentes antimicrobianos contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Adicionalmente, foram realizados estudos relativamente a

sua citotoxicidade celular, e subjacente aplicabilidade como marcadores celulares.

1.4.1. Propriedades Antioxidantes

A avaliagdo das propriedades antioxidantes de dispersdes aquosas dos NPsC decorreu
segundo o método de inibicdo do radical ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-
-6-sulfénico).1971%8 Na Tabela 11.17 apresentam-se os resultados para os NPsC obtidos em
ensaios selecionados com base nas suas propriedades, expressos em equivalentes de trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico; ET) por unidade de massa de NPsC
e em percentagem de inibicdo. A determinagao da capacidade antioxidante do acido

ascorbico foi também analisada para efeitos comparativos.



Resultados e Discussdo

63

Tabela 11.17. Capacidade antioxidante, determinada pelo método de inibi¢do do radical ABTS de

dispersdes aquosas de NPsC (5 mg.mL?), obtidos em ensaios selecionados.

Capacidade Antioxidante

d

Ensaio Condigoes Rendimento  Sélidos

reacionais NPsC (%)  (mg.mL?) (ug ET/mg NPsC) (%)
NPsC-CHAC-XII? ED/RST = 0.08 17.6 7.03 65.2 £0.15 60.8
NPsC-CHAC-I? ED/RST =0.16 20.2 8.91 76.9+1.83 72.0
NPsC-CHAC-XIII? ED/RST =0.32 28.9 14.31 74.8 £0.92 70.0
NPsC-CHAC-XVI® ED/4cido citrico = 0.16 34.9 13.69 97.6+0.25 91.9
NPsC-CHMO-I* ED/RST =0.16, 15’ 235 12.27 729+1.12 68.2
NPsC-CHMO-III ED/RST =0.16, 30’ 26.3 11.43 76.4 + 8.05 71.6
NPsC-CHMO-IV¢ ED/RST =0.16, 60’ 24.3 12.10 80.0+2.38 75.0
NPsC-CHMO-VII° ED/RST =0.32, 60’ 36.4 13.65 78.1+1.34 73.2

CondigBes reacionais: 2RST 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm; PAcido citrico 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm;
°RST 30 mg.mL™%, 200 °C, 600 rpm; %Acido ascérbico como controlo positivo: 100.8 + 0.41 ug ET/mg (94.9 %)

Da comparagao dos NPsC obtidos pelos métodos de sintese aplicados, verificou-se que, para
0s ensaios realizado em CHAC, a quantidade de ED exerce influéncia na sua capacidade
antioxidante (60.8 % - 70.0 %). Em particular, para os ensaios em CHMO, esta capacidade

demonstrou uma tendéncia proporcional ao tempo de reagao (68.2 % = 75.0 %).

A avaliagao da influéncia dos métodos de purificagao aplicados ao ensaio NPsC-CHAC-XIII
sugere que os NPsC isolados exibem uma capacidade antioxidante inferior. Os NPsC
purificados por cromatografia com Sephadex G-75 e por didlise apresentaram uma
capacidade antioxidante de 51.3 + 3.88 e 54.0 + 1.33 ug ET/mg NPsC. Esta redugdo
pode dever-se a remogdo de outros constituintes, que possam contribuir positivamente
para as propriedades antioxidantes, considerando a heterogeneidade da mistura que

constitui os NPsC.

Os PsC reportados por Roy et al.,”? obtidos hidrotermicamente a partir de folhas de
curcuma, revelaram uma capacidade antioxidante entre 80-90 %, equiparando-se ao ensaio
realizado com acido citrico (NPsC-CHAC-XVI) e ao controlo positivo (acido ascorbico), sendo
possivel inferir que os NPsC derivados dos RST exibem uma capacidade antioxidante

destacdvel, embora ligeiramente inferior.
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11.4.2. Atividade Antimicrobiana

O estudo preliminar da potencial aplicacdo dos NPsC como agentes antimicrobianos contra
duas estirpes bacterianas (Escherichia coli ATCC® 25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus
aureus ATCC® 25923 (Gram-positiva)) decorreu segundo uma técnica de sobreposicdo de
soft-agar.19110 Esta técnica permite avaliar o desempenho de dispersdes aquosas dos NPsC
como agentes antimicrobianos, através da medicdao dos halos de inibicao formados.
Adicionalmente, foi realizada a avaliagdo da atividade antimicrobiana através da
determinagdo dos valores da concentragdo minima inibitéria (MIC) e da concentragdo

minima letal (MLC).'!!

11.4.2.1. Ensaios de Difusao em Disco

De acordo com esta técnica, a atividade antimicrobiana dos NPsC foi avaliada através da
interpretagao visual dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano em volta de discos
impregnados com os NPsC e depositados na superficie do meio de cultura. A avaliagdo da
atividade antimicrobiana dos NPsC surge da comparagao com gentamicina, um antibiético
aminoglicosideo ativo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (controlo positivo).

A agua foi utilizada como controlo negativo destes ensaios.

Na Tabela 11.18 encontram-se algumas das placas de Petri inoculadas e incubadas com discos

contendo os NPsC obtidos em ensaios selecionados realizados por CHAC e por CHMO.
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Tabela 11.18. Atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus, dos NPsC obtidos em ensaios
selecionados: (a) NPsC-CHAC-I e (b) NPsC-CHAC-XIII (100, 500 e 1000 pg/disco); (c) NPsC-CHMO-
IV e (d) NPsC-CHMO-VII (100, 200 e 400 pg/disco); Gentamicina (G; 10 pg/disco).

Espécie Bacteriana

Ensaio ED/RST
E. coli S. aureus
NPsC-CHAC-I? 0.16
NPsC-CHAC-XIII? 0.32
NPsC-CHMO-IV* 0.16
NPsC-CHMO-VII® 0.32

Condi¢des reacionais: 2RST 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm; "RST 30 mg.mL™%, 200 °C, 60’, 600 rpm
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Da analise da tabela, é possivel identificar que os NPsC inibem o crescimento bacteriano
de uma forma dependente da massa presente nos discos. Em geral, verificou-se que os
NPsC obtidos por CHMO apresentam uma atividade antimicrobiana superior. Na Tabela 11.19
apresentam-se os diametros de inibi¢ao do crescimento de E. coli e S. aureus, para todos os

ensaios estudados.

Tabela 11.19. Diametros de inibicdo do crescimento de E. coli e S. aureus, obtidos em ensaios de

difusdo em disco contendo NPsC obtidos em ensaios selecionados.

Diametro de inibigdo (mm)¢

Ensaio Condigoes
reacionais 100 200 400 500 1000

pg/disco  pg/disco pg/disco pg/disco pg/disco
E. coli
NPsC-CHAC-I? ED/RST =0.16 * - - 13+05 21+1.0
NPsC-CHAC-XIII? ED/RST =0.32 * - - 19+0.5 23+0.5
NPsC-CHAC-XVI® ED/4cido citrico = 0.16 * - - 16+1.0 19+0.5
NPsC-CHMO-I* ED/RST =0.16, 15’ * 22+0.5 25%1.0 - -
NPsC-CHMO-III ED/RST =0.16, 30’ * 21+05 24z+1.0 - -

NPsC-CHMO-IV* ED/RST =0.16, 60’ 14+10 23+05 27%0.5 - -

NPsC-CHMO-VII® ED/RST =0.32, 60’ 12+05 26+1.0 33%0.5 - -

S. aureus

NPsC-CHAC-I? ED/RST =0.16 * - - 17+1.0 2205
NPsC-CHAC-XIII? ED/RST =0.32 * - - 17+1.0 2405
NPsC-CHAC-XVI® ED/4cido citrico = 0.16 * - - 13+1.0 16+0.5
NPsC-CHMO-I* ED/RST =0.16, 15’ * 20+0.5 23+1.0 - -
NPsC-CHMO-III ED/RST =0.16, 30’ * 22+0.5 24+0.5

NPsC-CHMO-IV* ED/RST =0.16, 60’ * 22+0.5 26+05 - -

NPsC-CHMO-VII® ED/RST =0.32, 60’ 13+05 25+05 31+1.0 - -

CondigBes reacionais: °RST 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm; *Acido citrico 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm;
°RST 30 mg.mL?, 200 °C, 600 rpm; “Gentamicina como controlo positivo (10 pg/disco): 27 + 0.5 mm (E. coli)
e 23+ 0.5 mm (S. aureus); Ndo revelou atividade antimicrobiana (*); Ndo determinado (-)
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Dos resultados obtidos, verificou-se que os NPsC revelaram inibicao do crescimento das
espécies bacterianas de forma nado seletiva e bastante inferior a do antibiético empregue
como controlo. De referir ainda, que as bactérias em estudo demonstraram resisténcia a
difusdo de 100 pg da maioria dos NPsC sintetizados. De acordo com os valores de potencial {
(vide Tabela 11.16), é notdria a correlacdo entre este parametro e a atividade antimicrobiana,
onde se observou que uma carga superficial menos negativa, caracteristica dos ensaios
realizados por CHMO, contribuira para a inibicdo das espécies bacterianas. Uma vez que, a
pH fisioldgico, a superficie das bactérias apresenta carga negativa, estima-se que ocorra uma
fraca interagao eletrostatica entre os NPsC e a parede celular bacteriana, na sua forma
direta. No entanto, os NPsC podem interagir com catides bivalentes (e.g. Ca** e Mg?*)
presentes na membrana citoplasmatica, provocando a sua destabilizagdo com aumento de

permeabilidade, lise e consequente morte celular.1>113

Efetuando o estudo aos NPsC resultantes dos métodos de purificacdo aplicados ao ensaio
NPsC-CHAC-XIII (ED/RST = 0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm), verificou-se que os NPsC isolados por
cromatografia com Sephadex G-75 e por didlise apresentaram diametros de inibigao médios
de 21 + 0.5 e 23 + 0.5 mm, respetivamente, contra E. coli e S. aureus (1000 ug/disco).
Os valores apresentados sdo indicativos de que o aumento da dispersividade conseguida
com a aplicagdo dos métodos de purificagdo, ndao exerce uma influéncia significativa na

atividade antimicrobiana.

11.4.2.2. Concentragao Minima Inibitoria e Concentragao Minima Letal

De forma a avaliar quantitativamente a atividade antimicrobiana dos NPsC, determinaram-se
a concentragdo minima inibitéria (MIC) e a concentragdo minima letal (MLC). Para este
propdsito, seguiu-se um ensaio de microdiluicdo com inoculacdo das estirpes em meio
liquido, utilizando resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido, sal de sdédio) como
agente marcador da viabilidade celular.!'! Na presenca de células metabolicamente ativas,

este agente é reduzido a resorufina, um composto que revela fluorescéncia.'*
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Para o efeito, foram selecionados os ensaios que se destacaram pela sua atividade
antimicrobiana. Na Figura 11.21 encontram-se representados os resultados para os NPsC
obtidos no ensaio NPsC-CHMO-VII (ED/RST = 0.32, 200 °C, 60’, 600 rpm), os quais se

evidenciaram pela sua atividade antimicrobiana superior.
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Figura 11.21. Atividade antimicrobiana contra (a) E. coli e (b) S. aureus, dos NPsC-CHMO-VII a
varias concentra¢des (31-8000 pg.mL?), expressa pelo decréscimo da viabilidade celular,

determinada pelo método de microdiluigdo em meio liquido.
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O valor MIC é definido como a concentragao de agente antimicrobiano a partir da qual a
viabilidade celular da espécie em estudo é inferior a 20 %, enquanto que o valor MLC indica
a auséncia de viabilidade celular (< 1 %).''! Apesar de se apresentarem tipicamente como
valores proximos, foi verificado para os NPsC-CHMO-VIl um decréscimo brusco da
viabilidade resultando em valores de MIC e MLC idénticos, sendo indicativo do seu
mecanismo de atuagao bactericida. Na Tabela 11.20 apresentam-se os valores de MIC e MLC

para as espécies bacterianas estudadas.

Tabela 11.20. Valores MIC e MLC dos NPsC obtidos em ensaios selecionados, determinados pelo

método de microdiluicdo em meio liquido para E. coli e S. aureus.

Encaio Conc.ligé'oe:s MIC (pug.mL?) MLC (pg.mL?)
reacionals E. coli S. aureus E. coli S. aureus

Gentamicina - ND ND 1000 500
NPsC-CHAC-I? ED/RST =0.16 > 8000 > 8000 ND ND
NPsC-CHAC-XIII? ED/RST =0.32 > 8000 > 8000 ND ND
NPsC-CHAC-XVI®  ED/4cido citrico = 0.16 2000 2000 8000 8000
NPsC-CHMO-IV* ED/RST =0.16, 60’ ND ND 8000 8000
NPsC-CHMO-VII* ED/RST =0.32, 60’ ND ND 4000 4000

CondigBes reacionais: RST 30 mg.mL™, 250 °C, 6 h, 180 rpm; Acido citrico 30 mg.mL?, 250 °C, 6 h,
180 rpm; °RST 30 mg.mL%, 200 °C, 600 rpm; N3o detetavel (ND)

Dos resultados apresentados, conclui-se que os NPsC obtidos por CHMO s3o bactericidas
contra E. coli e S. aureus. Para os NPsC obtidos por CHAC, verificou-se que o valor MIC ndo
foi atingido no intervalo de concentragdes estudado, indicando a necessidade de uma dose

muito elevada (> 8000 pg.mL?) para ser alcancada inibi¢do bacteriana.

Nanopontos de carbono de dimensdes reduzidas derivados de sumo de limao, apresentaram
valores de MLC inferiores (1000 ug.mL?) aos dos NPsC do presente estudo.” Ma et al.”®
obtiveram NPsC a partir de folhas de cha, que revelaram a inibigdo do crescimento de E. coli
e S. aureus numa concentracdo de 1000 pg.mL?, exibindo também melhores atividades

antibacterianas, face aos NPsC sintetizados a partir de RST.
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No entanto, estima-se que a tendéncia para a agrega¢dao dos NPsC derivados dos RST,
identificada através de AFM (vide Figura 11.14), tenha refletido a sua influéncia na atividade
bactericida obtida, sendo conveniente em estudos futuros desta natureza, a garantia na sua

desagregacdo prévia.

11.4.3. Citotoxicidade in vitro

A avaliagao da citotoxicidade dos NPsC decorreu de acordo com um método colorimétrico,
baseado na reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio)
a formazona por células vivas.'’>® A quantificacdo do efeito citotdxico decorreu
através da avaliagdo da viabilidade de quatro linhas celulares apds incubagdo com os
NPsC, nomeadamente de células epiteliais renais de macaco verde africano (VERO ATCC®
CCL-81), fibroblastos embriondrios (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658), células de sarcoma
de murganho (S180 ATCC® TIB-66) e células tumorais do colo do utero de Henrietta Lacks

(HeLa ATCC® CCL-2).

Na Figura 11.22 s3ao apresentados os resultados para os NPsC obtidos no ensaio NPsC-CHAC-
-XIl (ED/RST = 0.08, 250 °C, 6 h, 180 rpm), os quais se destacaram pelas suas propriedades

luminescentes.
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Figura 11.22. Citotoxicidade celular contra as linhas celulares (a) VERO, (b) NIH-3T3, (c) S180

e (d) Hela, dos NPsC-CHAC-XIl a vdrias concentracdes (0.5-4000 pg.mL?), expressa pelo

decréscimo da viabilidade celular, avaliada pelo método do MTT.
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Um efeito é considerado citotdxico quando é verificada uma redugdo da viabilidade celular
superior a 30 %, relativamente ao controlo negativo.'’” Foi observado um decréscimo
desta natureza, apenas para concentragdes elevadas de NPsC, revelando elevada
biocompatibilidade para as células VERO até concentracdes de 2000 pg.mL?! e para as
células NIH-3T3 até 500 pg.mL1. N3o obstante, as concentragbes de NPsC a partir das quais
se verificou um efeito citotéxico excedem a gama tipica de utilizagdo em imagiologia,
potenciando a sua aplicacdo como marcadores celulares. O mesmo efeito nas linhas
celulares tumorais testadas demonstrou que ocorre morte significativa das células S180
para concentragdes de NPsC de 1000 pug.mL?, com um decréscimo na viabilidade celular de
ca. 59 %. Para as células Hela, este efeito foi verificado para concentracdes de 2000 pg.mL?,

com destruicao de ca. 34 % das células.

Resultados adicionais sobre a citotoxicidade dos NPsC, decorrentes dos métodos de
purificacdo aplicados ao ensaio NPsC-CHAC-XIIl (ED/RST = 0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm),
demonstraram que a aplicagao dos NPsC purificados por cromatografia com Sephadex G-75
e por didlise apresentaram, em geral, um efeito citotdxico superior (Tabela 11.21), com
excecdo para as células VERO, que revelaram viabilidades celulares elevadas para a maior
concentracdo de NPsC estudada (4000 pg.mL?). Devido a limita¢des de quantidade dos NPsC
nao purificados (NPsC-CHAC-XIII), ndo foi realizada a analise comparativa entre estes e os

nanomateriais purificados obtidos deste ensaio.

Tabela 11.21. Efeito dos métodos de purificagdo na citotoxicidade, avaliada pelo método do MTT,

contra as linhas celulares VERO, NIH-3T3, S180 e Hela, dos NPsC obtidos em ensaios selecionados.

Citotoxicidade (ug.mL?)

Ensaio
VERO NIH-3T3 S180 Hela

NPsC-CHAC-XII? 4000 (61 %) 1000 (48 %) 1000 (48 %) 2000 (66 %)

NPsC-CHAC-XIII® purificados por:
Sephadex G-75 > 4000 (77 %) 1000 (70 %) 1000 (60 %) 0.5 (64 %)

Dilise > 4000 (86 %) 2000 (63 %) 1000 (65 %) 500 (68 %)

Condigdes reacionais: RST 30 mg.mL?, ED/RST =20.08 e 0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm
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Os NPsC purificados por cromatografia com Sephadex G-75 revelaram um efeito citotéxico
semelhante ao ensaio NPsC-CHAC-XII, para as células NIH-3T3 e S180. Ja para a linha celular
Hela, ocorreu uma redugdo acentuada na viabilidade celular para baixas concentragdes de

NPsC (0.5 pg.mL?), demonstrando uma citotoxicidade bastante significativa.

A aplicagao dos NPsC purificados por didlise revelou uma baixa citotoxicidade para todas as
linhas celulares, equiparando-se a do ensaio NPsC-CHAC-XIl. No entanto, a quantidade de
aditivo superior (0.08 = 0.32) podera ter contribuido para o efeito citotéxico dos NPsC ndo
purificados. Com exce¢do da adigdo dos NPsC purificados por cromatografia com
Sephadex G-75 as células Hela, o mesmo efeito foi verificado a uma concentragao muito

superior a tipicamente utilizada em aplicacdes (bio)sensoriais.

NPsC dopados com azoto, derivados de residuos industriais do processamento do azeite,
foram obtidos por Sousa et al.,®’ com toxicidade minima para células L929 a uma
concentracdo de 1000 pg.mL?, demonstraram biocompatibilidade para células animais

semelhante a dos NPsC obtidos no presente trabalho.

Em estudos de toxicidade em células tumorais, Sousa et al.®! e Edison et al.®? referem niveis
baixos de toxicidade dos NPsC dopados com azoto em células HelLa. No entanto, os NPsC
derivados dos RST que foram purificados por cromatografia com Sephadex G-75, exibiram
uma elevada citotoxicidade in vitro contra essa linha celular, tornando interessante a sua

investigacao aprofundada no tratamento de carcinomas.

11.4.4. Marcagao Celular por Fluorescéncia

Tendo por base o estudo da citotoxicidade contra as linhas celulares referidas,
foi de seguida testada a aplicacdo dos NPsC como marcadores celulares. Estes
nanomateriais destacam-se relativamente aos fluordforos organicos e inorganicos
atualmente utilizados, devido a sua excelente fotoestabilidade e baixa toxicidade.?*
Assim, o estudo de imagem in vitro decorreu através da avaliacdo da fluorescéncia num
microscopio invertido, apds incuba¢do dos NPsC-CHAC-XII (ED/RST = 0.08, 250 °C, 6 h,
180 rpm) com células VERO, NIH-3T3, S180 e Hela. Para o efeito foram selecionados os
nanomateriais que exibiram melhor rendimento quantico de fluorescéncia e anteriormente

utilizados nos estudos de citotoxicidade. A avaliagdo de luminescéncia intracelular dos NPsC
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foi efetuada com excitacdo nas regiGes do azul (330-385 nm), verde (460-490 nm) e

vermelho (510-550 nm), e confrontada com células na auséncia de NPsC (controlo).

Para as células VERO, as fotografias de fluorescéncia apds incubagao com os NPsC
encontram-se apresentadas na Figura 11.23. As imagens obtidas demonstram a internalizagao
dos NPsC pelas células, encontrando-se maioritariamente distribuidos no citoplasma. No
entanto, é também verificada a presencga inferior de fluorescéncia na regidao perinuclear,

indicando que os NPsC permitem a identificagao de varias estruturas subcelulares.

Excitacao

330-385 nm 460-490 nm 510-550 nm

Controlo

NPsC

Figura 11.23. Microscopia de fluorescéncia de células VERO apds incubagdo com uma dispersao

aquosa dos NPsC-CHAC-XII (500 pg.mL?), ampliacdo 400x.

Na Figura 11.24 apresentam-se as imagens de fluorescéncia para as células NIH-3T3, onde se
verificou igualmente a internalizagdo dos NPsC. Em particular, note-se que os NPsC
encontram-se também localizados na regido perinuclear e no citoplasma, sendo
demonstrada uma boa permeabilidade por parte das células vidveis. No entanto, a presenca
relativa dos NPsC no interior das células é inferior a internalizagao detetada nas células

VERO, dada a sua presenga extracelular abundante.
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Excitacao

330-385 nm 460-490 nm 510-550 nm

Controlo

Figura 11.24. Microscopia de fluorescéncia de células NIH-3T3 apds incubagdo com uma

dispersdo aquosa dos NPsC-CHAC-XII (500 pug.mL?), ampliacdo 400x.

De seguida, apresentam-se as fotografias de fluorescéncia para as células S180 apds
incubagdo com os NPsC (Figura 11.25). Da avaliagdo das imagens obtidas, verificou-se que a
aplicagao dos NPsC resultou numa fluorescéncia uniforme e concentrada na regido da
membrana citoplasmatica. Da comparagdo com as restantes linhas celulares apresentadas,
observou-se a presenga dos NPsC totalmente internalizados, demonstrando uma otima

permeabilidade das células que se encontram metabolicamente ativas.
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Excitacao

330-385 nm 460-490 nm 510-550 nm

Controlo

NPsC

Figura 11.25. Microscopia de fluorescéncia de células $180 apds incubagdo com uma dispersao

aquosa dos NPsC-CHAC-XII (500 pg.mL?), ampliacdo 400x.

Por ultimo, sao apresentados na Figura 11.26 os resultados obtidos para as células Hela, apds
incubagdo dos NPsC. Neste caso, foi registado a sua interagdo com as células vidveis,

alocando-se os NPsC maioritariamente na regidao do reticulo endoplasmatico, e em menor

proporgdo na regido perinuclear.



Resultados e Discussdo 77

Excitacao

330-385 nm 460-490 nm 510-550 nm

Controlo

NPsC

Figura 11.26. Microscopia de fluorescéncia de células Hela apds incubagdo com uma dispersao

aquosa dos NPsC-CHAC-XII (500 pg.mL?), ampliacdo 400x.

Da totalidade dos resultados apresentados, conclui-se que a identificagdao de diversas
regides celulares foi alcangada, com recurso as propriedades luminescentes dos NPsC.
Apesar da sua fluorescéncia moderada, os NPsC revelaram, em geral, uma boa capacidade
de marcagdo por fluorescéncia, demonstrando a sua potencial aplicagdo em imagem celular,
complementada pela sua baixa toxicidade. Adicionalmente, a emissao sintonizavel oferece
uma vantagem adicional relativamente a outros fluordforos, resultante da forte

dependéncia do comprimento de onda de excitagao anteriormente referida.

Estudos reportados na literatura sugerem a internalizagdo de NPsC em células animais e
tumorais, encontrando-se geralmente localizados de forma ndo especifica na membrana
celular, no citoplasma ou em ambos. Desta forma, a visualizagdo de diversas regides
subcelulares é conseguida, demonstrando que os NPsC obtidos neste trabalho apresentam

um desempenho idéntico ao de outros nanomateriais desta natureza.>®
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Ill.1. PREAMBULO

Neste Capitulo serdo apresentados todos os reagentes utilizados, assim como as técnicas
gerais e equipamento inerentes a execucdo do trabalho experimental. Constara ainda a
descrigcdo de todos os métodos de caracterizagao dos RST, da sintese e purificagao dos NPsC,

e das técnicas de avaliacao da bioatividade dos NPsC.

Assim, o presente Capitulo inclui as seguintes Seccdes:

[1l.2. Reagentes, Material Bioldgico, Técnicas Gerais e Equipamento
[1.3. Caracterizagdo dos RST

[1.4. Sintese e Purificagao dos NPsC

[11.5. Avaliagao da Bioatividade dos NPsC
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111.2. REAGENTES, MATERIAL BIOLOGICO, TECNICAS GERAIS E EQUIPAMENTO

Os reagentes/solventes utilizados nas etapas de caraterizagdo, sintese e purificagdo possuem
pureza analitica e foram utilizados na forma em que foram recebidos. Os RST foram
recolhidos de uma industria portuguesa de transformagdo do tomate, a Sugal Portugal, S.A.,

nas instalagdes da Azambuja em setembro de 2021.

Os ensaios de sintese dos NPsC por carbonizagdao hidrotérmica através de aquecimento
convencional (CHAC) decorreram em reator de alta-pressdo com vaso em aco inox da marca
PARR, modelo 4560, com capacidade de 300 mL e controlado com sensores e controladores
de pressdo, temperatura e agitagdo também da marca PARR, modelo 4843. A sintese por
carbonizag¢do hidrotérmica assistida por radiagdo micro-ondas (CHMO) foi realizada com
recurso a um reator micro-ondas monomodo da marca Anton Paar, modelo Monowave 300,

em tubos de pyrex com capacidade variavel entre 10 e 30 mL.

As misturas reacionais obtidas, a jusante da etapa de sintese, foram filtradas por membrana
de celulose regenerada com tamanho de poro de 0.2 um. Dada a diferenga de escala entre
os dois métodos de sintese, foram utilizadas membranas de filtracdo (Whatman®, RC58) e

filtros de seringa (Whatman®, Spartan) para CHAC e CHMO, respetivamente.

As determinagdes de pH durante a caracterizagdo e sintese foram realizadas num aparelho

de pH VWR, modelo UM 6100L.

Os espetros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram tragados num espetrofotémetro de UV-Vis
Jasco V-750. Os reagentes e concentragbes aplicadas em cada estudo encontram-se

descritos em cada analise efetuada.

Os espetros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos num
espetrofotometro Briiker Vertex 70 com uma resolucdo de 2 cm?, sendo as amostras

suportadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr).

Os espetros de fluorescéncia no estado estacionario foram tragados num espetrofluorimetro

PerkinElmer LS45, a 20 °C, utilizando uma geometria a 90° e células de quartzo de 1 cm.

Os espetros de ressondncia magnética nuclear de protdo (RMN 'H, 300 e 400 MHz) foram

realizados no espetrofotometro Briiker AVANCE I+, utilizando D,O como solvente.
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As determinagdes do potencial { foram realizadas num equipamento de analise Malvern
ZetaSizer Nanoseries, a 20 °C, utilizando as condi¢cdes otimizadas resultantes do

procedimento automatico do equipamento.

A caracterizagao morfoldgica decorreu da interpretagao das imagens topograficas e secgdes
de corte transversal obtidas através de um microscépio de forga atémica (AFM) Nanosurf

NaioAFM em modo de forga dinamica, em area variavel.

As andlises elementares (AE) foram efetuadas no Servico de Microandlise (C.A.C.T.l.) da
Universidade de Vigo.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram determinados em agua Millipore®, com
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recurso ao método do declive,**® utilizando como padrao sulfato de quinino (> 98 %, Fluka)

em 0.1 M H2S04 (P = 0.54,'1° com geometria a 90°).

A atividade antimicrobiana foi avaliada com recurso as espécies microbianas Escherichia coli
ATCC® 25922 e Staphylococcus aureus ATCC® 25923, manuseadas numa camara de

seguranca biolégica SafeFAST Classic 209.

As culturas de pré-indculo dos microrganismos foram crescidas numa incubadora com
agitacdo orbital Gallenkamp 10X 400, a 37 °C e 180 rpm. A incubagado das culturas inoculadas

em placa de Petri decorreu numa estufa Memmert BP 600, a 37 °C.

A interpretacdo dos resultados incluiu a comparagao da atividade antimicrobiana para os
diversos NPsC, utilizando gentamicina (Sigma-Aldrich) como controlo positivo. Para a
determinacdo das concentra¢cdes minima inibitéria (MIC) e minima letal (MLC) foi utilizada
resazurina (> 85 %, Tokyo Chemical Industry) como agente indicador da viabilidade celular.
A preparacao das solugcbes de antibidtico em dgua desionizada e de rezasurina em 1x PBS
(Phosphate-Buffered Saline) foram filtradas em membrana Filter-Lab® PES com diametro de

poro de 0.22 um.

A determinagdo dos valores MIC e MLC foi realizada através do registo da intensidade de

fluorescéncia num Fluorimetro BMG LABTECH FLUOstar OPTIMA.

A atividade antioxidante foi avaliada através de leituras de absorvancia num leitor de

microplacas Bio-Rad 680.
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Os ensaios in vitro de avaliagao da citotoxicidade foram efetuados no Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (IHMT-NOVA), com recurso a diversas linhas celulares animais, entre elas,
células epiteliais renais de macaco verde africano (VERO ATCC® CCL-81), fibroblastos
embrionarios de murganho (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658) e células de sarcoma de murganho

(5180 ATCC® TIB-66), bem como células tumorais do colo do utero (HeLa ATCC® CCL-2).

A determinagdo das concentragdes celulares foi realizada numa camara de contagem
Neubauer Improved, através do método de exclusdo do corante azul de tripano (GIBCO®,

Thermo Fisher Scientific) utilizando um microscépio éptico invertido OLYMPUS CK2.

A incubagdao das microplacas decorreu numa estufa Heraeus HERAcell 240, a 37 °C sob
atmosfera humidificada de 5 % CO,. A determinagao da citotoxicidade foi efetuada através
de leituras de absorvancia num leitor de microplacas TECAN Infinite M200 PRO, utilizando
MTT (> 98 %, PanReac) como agente indicador da viabilidade celular. A sua preparacdo
inclui a dissolugdo em 1x PBS, e filtragdo em membrana Filter-Lab® PES com diametro de

poro de 0.22 um.

As imagens das linhas celulares estudadas foram adquiridas num microscépio de
fluorescéncia invertido OLYMPUS BX51, utilizando filtros de excitacdo de 330-385 nm,
460-490 nm e 510-550 nm para a recolha de fotografias nas regides do azul, verde e

vermelho, respetivamente.

111.3. CARACTERIZAGAO DOS RST

111.3.1. Extragao em Soxhlet

A caracterizagao dos RST foi efetuada com recurso a amostras do extrato aquoso obtido
apos extragao em Soxhlet com 25 g de amostra extratada em 300 mL de dgua Millipore®

durante 5 horas.

111.3.2. Quantificagcdao de Sdlidos Totais

A quantificagdo de soélidos totais nos RST foi efetuada através da evaporagdo de uma
amostra de 100 mL a secura, sendo o residuo resultante seco sob vacuo a 105 °C durante

ca. 12-24 horas. A determinacgao de solidos totais nos RST foi realizada em triplicado.
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111.3.3. Quantificacao de Compostos Fenodlicos Totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-
-Ciocalteu.88% Adicionou-se 1.5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (10 % v/v) a uma aliquota
de 200 pL de extrato aquoso (previamente diluido). Apds 5 minutos de incubagao,
adicionaram-se 1.5 mL de NaHCOs (60 g/L) e incubou-se a 90 minutos, a 25 °C. Apds esse
periodo, procedeu-se a leitura da absorvancia a 725 nm. O contelddo de compostos fendlicos
foi quantificado com recurso a padrdes de acido gdlico (> 97.5 %, Sigma-Aldrich) e acido
tanico recristalizado, numa gama e concentra¢bes de 0-250 pg.mL?!. A determinacdo de
compostos fendlicos no extrato aquoso dos RST foi realizada em triplicado, e o controlo

negativo foi efetuado com agua Millipore®.

111.3.4. Quantificagao de Flavondides Totais

A determinagao de flavondides no extrato aquoso dos RST foi efetuada por um método
espetrofotométrico®?, baseado na formacdo de complexos entre os flavondides e o aluminio.
A uma aliquota de 1 mL de extrato aquoso de RST (previamente diluida), adicionaram-se
0.5 mL de uma solugdo de AICls (2 % m/v) e 0.5 mL de agua Millipore®. Apds agitagdo e
incubacdo durante 10 minutos, a 25 °C, procedeu-se a leitura da absorvancia a 427 nm. A
quantificacdo de flavondides foi efetuada com recurso a padrées de quercetina
recristalizada, numa gama de concentragbes de 0-100 pg.mL?!. As leituras referentes ao
extrato aquoso dos RST foram realizadas em triplicado, e o controlo negativo foi efetuado

com agua Millipore®.

111.3.5. Quantificacdao de Carbo-hidratos Totais

A quantificagdo dos agucares totais foi efetuada com recurso a um método colorimétrico
adaptado da literatura,®® onde se verifica que os carbo-hidratos apds tratamento com fenol
e dacido sulfurico concentrado sofrem redugdo, exibindo uma coloragdao amarelo-laranja
estavel. A uma aliquota de 0.5 mL do extrato aquoso dos RST (previamente diluida)
adicionaram-se 0.5 mL de uma solucdo de fenol (80 % m/m). De seguida, adicionaram-se,
rapidamente, 2.5 mL de H;SOs a 96 % sobre a superficie da solugdo, sendo a solugdo

resultante agitada vigorosamente e deixada em repouso durante 25 minutos, a 25 °C.
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Decorrido esse periodo, procedeu-se a leitura da absorvancia a 488 nm. O conteldo de
agucares totais foi quantificado utilizando f-D-glucose (98 %, Alfa Aesar) como padrao,
numa gama de concentracbes de 0-50 pg.mL?. As leituras referentes ao extrato aquoso dos

RST foram realizadas em triplicado, e o controlo negativo foi efetuado com agua Millipore®.

111.3.6. Quantificacdao de Proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford,’® utilizando o
azul brilhante de Coomassie como reagente, que quando em contacto com proteinas, altera
a cor castanha-avermelhada para azul intenso. A uma aliquota de 1 mL de extrato aquoso
dos RST (previamente diluida) adicionou-se 1 mL de solu¢do de azul brilhante de Coomassie
(G250 > 0.06 % (m/m) em HCI (0.6 N); Bio-Rad), agitou-se e deixou-se em repouso
durante 2 minutos. Apds esse periodo, procedeu-se a leitura da absorvancia a 620 nm.
O teor em proteinas foi quantificado utilizando BSA (Bovine Serum Albumin; Acros Organics)
como padrdo, numa gama de concentracdes de 0-25 ug.mL?. As leituras referentes ao
extrato aquoso dos RST foram realizadas em triplicado, e o controlo negativo foi efetuado

com agua Millipore®.

111.3.7. Quantifica¢cdo de Cloretos

A determinacdo de cloretos no extrato aquoso dos RST decorreu segundo o método do
Mohr.®* A uma aliquota de 10 mL foi adicionada 1 mL de K2CrO4 (5 % m/m). Efetuou-se a
titulagdo com AgNO3 0.1 M, até ao aparecimento permanente da cor vermelha resultante da
formacdo de Ag,Cr,04. O ensaio para a determinacdo do conteldo em cloretos nos RST foi

efetuado em triplicado.

111.3.8. Quantifica¢dao de Nitratos

A uma aliquota de 100 pL de extrato aquoso dos RST (previamente diluida) adicionaram-se
0.4 mL de uma solugdo de acido salicilico 5 % (m/v) em H,SO04, sendo a solugdo resultante
agitada e deixada em repouso a t.a. durante 20 minutos. Apds esse periodo, adicionaram-se

9.5 mL de NaOH 2 N, agitou-se e procedeu-se a leitura da absorvancia a 415 nm.%
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A quantificagao de nitratos foi efetuada com recurso a padrdes de NaNOs, numa gama de
concentracdes de 0-250 pg.mL?™. As leituras referentes ao extrato aquoso dos RST foram

realizadas em triplicado, e o controlo negativo foi efetuado com agua Millipore®.

111.3.9. Quantificagao de Lipidos

Para a quantificagdo do teor de lipidos nos RST foi realizada uma extragao em Soxhlet de
25 g de RST em 300 mL de n-hexano, durante 5 horas. Decorrido esse periodo e apods
arrefecimento, o extrato resultante foi seco com MgSO;, filtrado por gravidade, evaporado a
T <40 °C e seco sob vacuo a 40 °C, sendo o produto resultante quantificado. O ensaio para a

determinagdo do conteudo em lipidos nos RST foi efetuado em duplicado.

111.3.10. Quantificagcao de Cinzas

Os cadinhos de porcelana, previamente secos a 105 °C durante uma hora, foram colocados
na mufla a 575 °C durante 4 horas. De seguida, foram arrefecidos num exsicador até a t.a., e
pesados. A cada cadinho foi adicionada uma quantidade conhecida de amostra (RST ou
NPsC), levou-se a ignicdo a chama e colocou-se na mufla a 575 °C durante ca. 12-24 horas.
Decorrido esse periodo, foram arrefecidos num exsicador até peso constante e o residuo
guantificado. Os ensaios para a determinacdo do conteddo em cinzas nos RST e nos NPsC

foram efetuados em triplicado.

111.4. SINTESE E PURIFICACAO DOS NPsC

A sintese dos NPsC a partir dos RST foi efetuada através de carbonizagdo hidrotérmica
com recurso a duas estratégias de aquecimento, sendo elas o aquecimento convencional

(CHAC) em reator de alta-pressao, e radiacdo micro-ondas (CHMO), num reator monomodo.
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111.4.1. Sintese dos NPsC por CHAC

Num reator de ago inox de alta-pressdo, foram colocadas ca. 4 g dos RST em 120 mL de agua
Millipore®, mediu-se o pH inicial da mistura reacional e adicionou-se o aditivo (quantidade
variavel), sendo novamente registado o pH. De seguida, o reator foi devidamente selado e as
condicdes do ensaio selecionadas. Os aditivos em estudo incluem ED (> 99.5 %, Fluka), DET
(99 %, Aldrich), melamina (99 %, Acros Organics), ureia recristalizada e p-FD (> 97 %, Fluka).

As condicdes reacionais aplicadas encontram-se descritas na Seccao 11.3.1.1.

Foi ainda realizado um ensaio de referéncia (NPsC-CHAC-XVI), onde foram colocadas
ca. 4 g de acido citrico (> 99.5 %, Sigma-Aldrich) em 120 mL de dgua Millipore®, mediu-se o
pH inicial da mistura reacional e adicionaram-se 710 pL de ED como aditivo, correspondendo
a um racio massico ED/acido citrico de 0.16, sendo novamente registado o pH. De seguida, o
reator foi devidamente selado e selecionadas as condi¢cdes do ensaio de 250 °C e 6 horas,

com velocidade de agitagao de 180 rpm.

111.4.2. Sintese dos NPsC por CHMO

Num tubo pyrex, foram colocadas tipicamente ca. 450 mg dos RST em 15 mL de agua
Millipore®, registou-se o pH inicial da mistura reacional, e adicionou-se o aditivo (quantidade
varidvel), sendo novamente medido o pH. De seguida, foi adicionada uma barra magnética
e o tubo foi selado com septo de teflon e colocado no reator de micro-ondas, sendo
as condigdes do ensaio selecionadas. Os aditivos em estudo incluem os supracitados
(cf. referidos para os ensaios de sintese por CHAC). As condi¢cOes reacionais aplicadas

encontram-se descritas na Secg¢ao 11.3.1.2.

111.4.3. Isolamento e Purificagdo dos NPsC por Extragao Liquido-Liquido

Ap0s arrefecimento, foi registado o pH das misturas reacionais, sofrendo estas uma etapa de
isolamento por filtragdo por membrana de celulose regenerada (CHAC) e por filtro de
seringa (CHMO), com diametro de poro de 0.2 um. O residuo de filtracdo foi quantificado

apos secagem a 105 °C durante ca. 12-24 horas.
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Os filtrados obtidos através dos ensaios de sintese por CHAC (ca. 110 mL) sofreram uma
etapa de purificacdo com duas porcdes de 100 mL de CHCl;, seguida de duas porg¢des de
100 mL de AcOEt. Adicionalmente, foi efetuada a remocdo de solvente organico em
presenca residual através de evaporacdo, sendo a dispersdo aquosa resultante armazenada
em atmosfera inerte, a 4 °C. As fases organicas recolhidas nas etapas de purificacdo e

clarificacdo sofreram evaporacdo e secagem a 105 °C, sendo quantificadas.

As misturas reacionais resultantes dos ensaios de sintese por CHMO sofreram um processo
de purificagdo equivalente, onde apenas foi ajustada a proporgdo de solventes organicos nas

etapas de purificacao.

111.4.4. Purificagao dos NPsC por Sephadex G-75

Uma amostra de 1 mL de NPsC-CHAC-XIII foi carregada numa coluna de cromatografia
previamente preparada com Sephadex G-75 (Pharmacia Fine Chemicals), sendo recolhidas
varias fracdes, que foram controladas através dos seus espetros de emissdo de fluorescéncia

(cf. descricdo seguinte).

Previamente, ca. 6 mg de Sephadex G-75 foram suspensos em 300 mL de agua Millipore®,
sendo aquecida a 90 °C, com agitacdo, durante 3 horas. A suspensdo foi mantida em
repouso durante 5 dias. Recolheu-se o sobrenadante e lavou-se o gel com agua Millipore®
(trés vezes) em banho de ultrassons. Transferiu-se o gel para uma coluna cromatografica
(d = 2.6 cm; h = 40 cm) e deixou-se repousar durante ca. 24 horas. Apds a eluicdo, o
enchimento foi reutilizado apds sucessivas lavagens com agua Millipore® (controlo da

eficiéncia da lavagem recorrendo a leituras da intensidade de fluorescéncia do eluato).

111.4.5. Purificagdao dos NPsC por Dialise

Uma amostra de 6 mL de NPsC-CHAC-XIII foi carregada numa membrana Spectra/Por® 6
com cut-off de 1000 Da, procedendo ao processo de purificagdo contra 500 mL agua
Millipore® durante 4 dias, com recolha didria do permeado, sendo estas concentradas até
ca. 20 mL. A eficiéncia da purificagao foi controlada recorrendo a leituras da intensidade de

fluorescéncia das fragcdes de permeado, bem como do retentado.
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111.5. AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DOS NPsC

A bioatividade dos NPsC foi avaliada através da quantificagdo das suas propriedades
antioxidantes e atividade antimicrobiana. Foi ainda avaliado o efeito citotéxico dos NPsC em

células animais.

111.5.1. Avaliagao das Propriedades Antioxidantes

A avaliagao da atividade antioxidante foi efetuada pelo método de inibi¢ao do radical ABTS
(4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico); 98 %, Sigma-Aldrich),'9”1%¢ baseado
na redugao da espécie catidnica, de coloragdao azul, a sua forma nao radicalar, verificada
pelo desaparecimento de cor. Numa microplaca de 96 pocos Thermo Fisher Scientific, foram
adicionados 290 pL de uma solugdo de radical ABTS (7 mM contendo 2.5 mM K;S,0s em
agua, ajustada a unidade de absorvancia a 655 nm) e 10 pL de NPsC (massa variavel), ou
acido ascérbico (> 99.7 %, Merck) como controlo. Apds repouso durante 5 minutos,
procedeu-se a leitura da absorvancia a 655 nm. A quantificagao da atividade antioxidante foi
efetuada com recurso a padrdes de trolox(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico) (97 %, Acros Organics), numa gama de concentracdes de 0-1 mg.mL™. As leituras
referentes aos ensaios foram realizadas em triplicado, e o controlo negativo foi efetuado

com agua desionizada.

111.5.2. Avaliagao da Atividade Antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos NPsC decorreu através de uma adaptacdo
do método de Kirby-Bauer.10911% A inoculacdo das espécies microbianas (E. coli e S. aureus)
obedeceu as normas M100 do CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute),**® onde sdo
descritos os procedimentos de preparagao do pré-indculo em meio MHB (Mueller-Hinton
Broth; Oxoid), com ajuste da turbidez ao padrdo 0.5 de McFarland (1.5x10% CFU/mL;
Liofilchem) apds incubacdo overnight, a 37 °C e 180 rpm. A inoculagdo das suspensdes
celulares foi efetuada em meio MHS (Mueller-Hinton Soft), constituido por MHB
suplementado com 0.5 % (m/v) de Agar Técnico (Oxoid), com deposicdo em placa de Petri

sobre MHA (Mueller-Hinton Agar; Scharlau).
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A atividade antimicrobiana foi efetuada através da técnica de suscetibilidade a difusao em
disco de 9 mm, com impregna¢dao com 50 puL dos NPsC (massa varidvel), gentamicina como
controlo positivo (10 ug/disco) e agua desionizada como controlo negativo (previamente
esterilizada). O registo e analise dos resultados decorreu apés um periodo de incubacdo

ca. 18 horas a 37 °C.

Adicionalmente, a determinagdo dos valores MIC e MLC foi efetuada por um método
colorimétrico de microdiluicido em meio liquido,!!! baseado na reducdo de resazurina
(7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido, sal de sddio) a resorufina por parte das células

vivas,14

e seguindo as etapas prévias de preparagdao dos pré-indculos das mesmas espécies
microbianas. Numa microplaca de 96 pogos estéril (VWR), foram adicionados 100 uL de
suspensdo celular previamente ajustada a 5x10° CFU/mL e 100 pL de NPsC (massa variavel)
a cada pogo, com incubagdao ca. 18 horas a 37 °C. Apds este periodo, adicionaram-se
20 pL/pogo de uma solugdo 0.01 % (m/v) de resazurina em 1x PBS, pH 7.2 (previamente
filtrada), seguindo-se uma re-incubacdo a 37 °C durante ca. 1-2 horas para interpretacao

visual dos resultados e leitura da intensidade de fluorescéncia (Aexc = 550 nm, Aem = 650 nm),

utilizando-se como controlo negativo dgua desionizada (previamente esterilizada).

111.5.3. Avaliagao da Citotoxicidade in vitro

A determinacgdo da citotoxicidade dos NPsC in vitro, por quantificagdo da viabilidade celular,
foi efetuada com recurso a uma adaptagdao do método colorimétrico do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio), baseado na sua redugdo a formazona por parte

das células vidveis.11>116

Numa microplaca de 96 pocos estéril (Orange Scientific), foram adicionados 100 uL de
suspensdo celular (1x10° células/poco; VERO, NIH-3T3, S180, Hela) em meio DME
(Dulbecco's Modified Eagle; GIBCO®, Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10 % (v/v)
FBS (Fetal Bovine Serum; GIBCO®, Thermo Fisher Scientific), com incubacdo ca. 18 horas
a 37 °C sob atmosfera humidificada de 5 % CO,. Apds este periodo, adicionaram-se
100 pL/pogo de NPsC (massa varidvel), seguindo-se re-incubagdo ca. 18 horas, a 37 °C em
atmosfera humidificada de 5 % CO;, utilizando-se como controlo negativo agua Millipore®.

(previamente esterilizada).
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De seguida, descartou-se o sobrenadante e lavaram-se os pogos com 1x PBS e adicionaram-
-se 100 pL/pogo de uma solucdo 5 mg.mL? MTT em 1x PBS seguida de incubacio durante
ca. 3 horas, a 37 °C sob atmosfera humidificada de 5 % CO,. Apds remocgao do sobrenadante,
adicionaram-se 100 uL/pogo de uma solugdo 0.1 M Twenn® 20 (Bio-Rad) em isopropanol,
para solubilizagao dos cristais de formazona, e registou-se a absorvancia a 570 nm, com

referéncia a 650 nm.

111.5.4. Marcagao Celular por Fluorescéncia

A recolha das imagens por microscopia de fluorescéncia decorreu apds incubacao das linhas
celulares (VERO, NIH-3T3, $180, Hela) com os NPsC a uma concentra¢do de 500 pg.mL™.
Numa microplaca de 24 pocos estéril (Orange Scientific), foram adicionados 500 uL de uma
solucdo 0.15 % (m/v) gelatina em 1x PBS, apds deposicdo de lamelas redondas (previamente
esterilizadas) no fundo dos pogos. De seguida, foi removido o volume em excesso e
deixou-se secar durante 5 minutos. Adicionou-se 1-2 gotas de suspensdao celular
(1x10° células/poco) em 500 uL de meio DME suplementado com 10 % (v/v) FBS, seguindo-
-se incubacdo ca. 18 horas, a 37 °C, sob atmosfera humidificada de 5 % CO;. Apds este
periodo, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de meio DME fresco
suplementado com 10 % (v/v) FBS, seguido de 50 pL/poco de NPsC (massa variavel), e re-
incubacdo ca. 18 horas a 37 °C, sob atmosfera humidificada de 5 % CO;. Apds lavagem com
meio DME fresco, depositou-se a lamela invertida sobre uma lamina, hidratada com

1-2 gotas do sobrenadante e procedeu-se a aquisicdo das imagens.
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IV. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

No presente trabalho foram obtidos com sucesso nanopontos de carbono (NPsC) através da
aplicagdo de métodos sustentaveis de sintese hidrotérmica (aquecimento convencional e
radiacdo micro-ondas), utilizando residuos sélidos do tomate (RST) como fonte de carbono.
Os novos nanomateriais exibiram propriedades destacaveis, nomeadamente as suas
capacidades antioxidantes distintas, demostrando simultaneamente rendimentos quanticos
de fluorescéncia moderados. Dos NPsC obtidos, os resultantes de carbonizagdo hidrotérmica
assistida por radiagdao micro-ondas evidenciaram contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus atividade antibacteriana superior. Em geral, os NPsC demonstraram baixa toxicidade
in vitro para as linhas celulares animais e humanas estudadas e elevada biocompatibilidade
na sua aplicagdo como marcadores celulares. No entanto, é de salientar o efeito citotdxico
elevado dos NPsC purificados por cromatografia com Sephadex G-75 para as células

tumorais Hela.

Perspetivando sobre a sintonizagao das propriedades dos NPsC as aplicagdes desejadas,
deverdao ser futuramente explorados outros métodos de sintese sustentdvel, como a
sonicacdo e a mecanoquimica, bem como o estudo detalhado relativo aos métodos de
purificagdo. Em particular, para a sua aplicagdo como agentes antimicrobianos, podera ser
estudada a sua capacidade de atuagao contra outras espécies bacterianas, fungos ou virus.
Encontram-se em desenvolvimento métodos de modificagao da carga superficial dos NPsC e

a avaliagdo da sua influéncia na bioatividade destes nanomateriais.

Além das aplicagBes exploradas na presente dissertagdo, o estudo das potenciais aplicagdes
dos NPsC podera ser expandido. Como complemento a avaliagao da citotoxicidade in vitro

efetuada, estdo previstos ensaios in vivo de avaliagdo da biocompatibilidade dos NPsC.
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