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Resumo

O presente trabalho final de mestrado teve como principal objetivo a valorizagado de
residuos agricolas, nomeadamente ourigos da castanha (OsC), na sintese sustentavel
de nanopontos de carbono (NPsC), nanoparticulas com propriedades luminescentes e
biolégicas, com grande potencial na drea da biomédica, sobretudo ao nivel da imagem

médica.

A sintese dos NPsC foi realizada via carbonizacdo hidrotérmica com aquecimento
convencional (CHAC) dos OsC. A caraterizagao fisico-quimica dos OsC e os métodos
de sintese utilizados na obtencado dos NPsC serao apresentados e discutidos ao longo
desta dissertacdo. De modo a estabelecer as melhores condi¢des de sintese, tendo em
vista aprimorar as propriedades oticas e bioldgicas dos NPsC, efetuou-se um design
fatorial 23, identificando-se como fatores significantes a natureza do aditivo, o tempo de

reacao e o racio massico aditivo/OsC.

A caracterizacao estrutural dos NPsC sintetizados foi estabelecida por espetroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), ressonéncia magnética de protao
(RMN "H) e andlise elementar (AE) e a sua caracterizagdo morfologica foi avaliada por
microscopia de forga atomica (AFM). As propriedades fotofisicas recorreram a utilizagao
de espetroscopia de absorcdo no estado fundamental (UV-Vis) e luminescéncia de

estado estacionario. Foi também determinado o tempo de vida e o potencial { dos NPsC.

Foram exploradas in vitro algumas propriedades biolégicas dos NPsC, nomeadamente
a sua atividade antioxidante, pelo método do radical ABTS e a atividade anti-
inflamatéria, pelo método da inibicdo da desnaturagcdo de proteina, bem como a sua
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e

Gram-negativas (Escherichia coli), pelo método da difusdo em disco.

Avaliou-se ainda a sua citotoxicidade in vitro e in vivo recorrendo a linhas celulares
animais tumorais (S180, HeLa) e ndo tumorais (VERO, NIH-3T3). A citotoxicidade in vivo
foi avaliada utilizando o microcrustaceo Artemia salina como organismo modelo, tendo

sido observada por microscopia de fluorescéncia a internalizagdo dos NPsC.

Palavras-chaves: Nanopontos de carbono (NPsC), ouricos da castanha (OsC),

carbonizacgao hidrotérmica, fluorescéncia, propriedades bioldgicas.
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Abstract

The main objective of this master's thesis was to valorize agricultural waste, namely
chestnut husks (CNHs), in the sustainable synthesis of carbon nanodots (CNDs),
nanoparticles with luminescent and biological properties, with great potential in the

biomedical field, especially in medical imaging.

The synthesis of CNDs was carried out via hydrothermal carbonization with conventional
heating (HCCH) of CNHs. The physical-chemical characterization of CNHs and the
synthesis methods used to obtain CNDs will be presented and discussed throughout this
dissertation. To establish the optimal synthesis conditions for enhancing the optical and
biological properties of CNDs, a 23factorial design was employed. This analysis revealed
that the significant factors in the CNDs synthesis are the nature of the additive, the

reaction time, and the additive/CNHs ratio.

The structural characterization of the synthesized CNDs was established by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), proton magnetic resonance ('H NMR), and
elemental analysis (EA), and their morphological characterization was evaluated by
atomic force microscopy (AFM). The photophysical properties were determined using
fundamental state absorption spectroscopy (UV-Vis) and steady-state luminescence.

The lifetime and  potential of the CNDs were also determined.

The biological properties of the CNDs were explored in vitro, including their antioxidant
activity, assessed using the ABTS radical method; their anti-inflammatory potential,
evaluated through the inhibition of protein denaturation; and their antibacterial activity
against Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Escherichia coli)

bacteria, determined by the disc diffusion method.

The cytotoxicity of the CNDs was also evaluated in vitro using tumor (S180, HelLa) and
non-tumor (VERO, NIH-3T3) animal cell lines. In vivo cytotoxicity was assessed
employing the microcrustacean Artemia salina as a model organism, and the

internalization of CNDs was observed by fluorescence microscopy.

Keywords: Carbon nanodots (CNDs), chestnut husks (CNHs), hydrothermal

carbonization, fluorescence, biological properties.
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Glossario, Abreviaturas e Simbolos

A

AAI Atividade Anti-inflamatéria

Abs Absorvancia

ABTS Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
AC Acetato de celulose

AcOEt Acetato de etilo

AD Aditivo

ADN Acido desoxirribonucleioco

AE Analise Elementar

AFM Microscopia de For¢a Atémica (Atomic Force Microscopy)
AM Aquecimento em mufla

ANOVA Analise de Variancia

B

BHE Barreira Hematoencefalica

BHT Butil-hidroxitolueno

BSA Albumina do soro bovino (Bovine Serum Albumin)
C

ca. circa (do latim, quantidade aproximada)

cf confer (do latim, confrontar com)

CHAC Carbonizagao Hidrotérmica por Aquecimento Convencional
C.0. Comprimento de onda

D

def Deformacgéo

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimetilsulféxido (Dimethyl Sulfoxide)

E

EAE Extracdo Assistida por Enzimas

EC Half Maximal Effective Concentration

ED Etilenodiamina

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

ET Equivalentes de Trolox

et al.

et alia (do latim, referéncia a todos)
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F
FBS Soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum)
Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
FTIR (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy)
G
GAE Equivalentes de Acido Galico
GFP Proteinas verdes fluorescentes (Green Fluorescent Protein)
H
HaCaT Linha ndo tumoral de queratinocitos
HAT Doagéo de atomos de hidrogenio
HelLa Linha celular tumoral do colo do utero de Henrietta Lacks
HT-29 Linha celular tumoral de adenocarcinoma colorretal humano
[
IC Concentragéao de inibi¢ao (Inibitory Concentration)
L
L929 Linha celular ndo tumoral de fibroblastos de murganho
LED Diodo emissor de luz (Light Emisson Diode)
M
MAE Extragao assitida por micro-ondas (Microwave Assisted Extraction)
MCF-7 Linha celular tumoral humana de cancro da mama
MHB Mueller-Hinton Broth
MIC Concentragéo Minima Inibitéria (Mininum Inhibitory Concentration)
MLC Concentracao Minima Letal (Mininum Lethal Concentration)
M.T. Mistura reacional
MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
N
NCsC Nanocristais de celulose
NIH 3T3 Linha celular de fibroblastos embrionarios de murganho
NMsC Nanomateriais de Carbono
NPsC Nanopontos de Carbono

NPsC/OsC_XX

Designacgao atribuida aos nanopontos de carbono sintetizados a

partir de ouricos da castanha, em que XX é o numero do ensaio

o)

o.m.
OsC

Organismos mortos

Ourigos da Castanha
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P
PBS Tampéo fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline)
PEF Extragcdo com pulso de campo elétrico
PLE Extrag&o por liquidos pressurizados
PsC Pontos de Carbono
R
RAF Formacéo de adutos com radicais
RAP Reator de alta-presséo
RAW 264.7 Linha celular tumoral de macréfagos de murganho
RMN 'H Ressonancia Magnética Nuclear de Protéo
RGD Péptidos arginina-glicina-acido aspartico
RNS Espécies reativas de nitrogénio (Nitrogen Oxygen Species)
ROS Espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species)
RSM Metodologia de Resposta de Superficie
S
s$S180 Linha celular de sarcoma de murganho
SET Doacéo de eletrbes
SET-PT Doacéo de eletrdo seguida de protdo
SPE Extragéo com fluidos supercriticos
T
t.a. Temperatura ambiente
Microscopia eletronica de transmissao (Transmission Eelectron
TEM Microscopy)
TEMED Tetrametiletilenodiamina
TNT Trinitrotolueno
Trolox Acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico
U
u.a. Unidades arbitarias
UAE Extracdo assistida por ultrassons
uv Ultravioleta
UV-Vis Espetroscopia de Ultravioleta - Visivel
Vv
VERO Linha celular epitelial renal de macaco verde africano
VS. Versus
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Simbolos
¢ Potencial zeta
1 Comprimento de onda

O Rendimento quantico de fluorescéncia
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1.1. PREAMBULO

O presente trabalho tem como tema a sintese sustentavel de nanopontos de carbono
(NPsC) fluorescentes, utilizando ouricos da castanha (OsC), proveniente da Serra da
Padrela, como biomassa. Os ouricos da castanha ndo s&o normalmente aproveitados,
resultando em desperdicio. Contudo, possuem propriedades interessantes, que lhes
conferem potencial para aplicagcbes na area da biomédica, promovendo-se uma

economia circular.

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo de literatura onde se descrevem as
principais caracteristicas da castanha e dos ourigos da castanha, a sua origem e as
suas propriedades bioquimicas. Os métodos empregues no isolamento de
biocompostos com valor acrescentado a partir da biomassa em estudo encontram-se

também descritos.

No que diz respeito a sintese de PsC serdao abordados os diferentes tipos de
nanoestruturas, bem como os seus métodos de sintese. As propriedades fotofisicas e

biologicas e as suas potenciais areas de aplicacdo serdo também descritas.
O presente Capitulo inclui assim as seguintes Secgdes:
I.2. A Castanha

|.3. Nanomateriais de Carbono

1.4. Aplicagdes de Nanomateriais de Carbono
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1.2. A CASTANHA

O castanheiro europeu pertence a familia Fagaceae, integrando o género Castanea, o
qual compreende diversas espécies distribuidas por trés regides principais: Europa e
bacia do Mediterraneo, onde predomina a Castanea sativa Mill. (Figura 1.1.), Asia, onde
se encontram espécies como a Castanea crenata, a Castanea mollissima, a Castanea
sequinii e a Castanea henryi e América do Norte, com a Castanea dentata e a Castanea

pumila como espécies dominantes."

Figura 1.1. Castanea sativa Mill.

A distribuicdo destas espécies pelos diferentes continentes foi influenciada por diversos
fatores, incluindo os habitos vegetativos, caracteristicas do fruto e da madeira, porte da
arvore, resisténcia a fatores biodticos e abidticos, bem como a sua adaptabilidade a
diferentes ambientes. De forma geral, estas espécies desenvolvem-se
preferencialmente em solos profundos, pouco compactos e com pH acido, variando
entre 4.0e 6.5."

Os frutos secos sao elementos tipicos da dieta mediterranica, estando associados a
menores taxas de mortalidade por doengas coronarias e cancro nas populagdes que
seguem este padrao alimentar. Estes beneficios tém sido amplamente atribuidos a
presenga de compostos com atividade antioxidante. As castanhas, nozes e nozes-pecas
destacam-se por apresentarem um elevado teor de compostos antioxidantes, o que
reforca a importancia do seu consumo regular no contexto de uma alimentagao

saudavel.?

Em comparag¢ao com outros frutos secos, a castanha destaca-se pelo seu baixo teor em
gordura e elevado teor em agua (ca. 50%), sendo os restantes 50% maioritariamente
hidratos de carbono. Estes constituem uma importante fonte energética,

complementada pela presenca de proteinas com elevado valor biolégico e fibras
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alimentares. As fibras presentes contribuem para o controlo da glicemia e dos niveis de
colesterol, ao retardarem a absor¢cdo de acgucares, lipidos e alguns minerais,

nomeadamente o sédio.®*

By

Para além disso, a castanha contém compostos essenciais a protecdo celular,
nomeadamente vitaminas (B6, C, E e acido folico) e minerais como calcio, cobre, ferro,
manganés, magnésio, potassio, fosforo, selénio e zinco. Os compostos fendlicos
presentes na castanha e nos ourigos (especialmente taninos), responsaveis pela sua
atividade antioxidante, tém sido associados a efeitos benéficos ao nivel da saude,
nomeadamente propriedades anticancerigenas, anti-inflamataérias e

antidiabéticas.356.78

O ourigo da castanha corresponde aproximadamente a 20 % do seu peso, sendo uma
fonte de biocompostos fendlicos e fibra, com propriedades antioxidantes muito
interessantes. Segundo Pinto et al.®, os ourigcos da castanha (OsC) s&o constituidos
maioritariamente por hidratos de carbono (entre 60 a 80 %), apresentando, a
semelhanga da castanha, um baixo teor em gordura e proteinas. Também em matéria

inorgénica, apresentam teores baixos.

I.2.1. A Castanha em Portugal

Em Portugal, o castanheiro assume um papel de elevada relevancia para a economia
nacional, ndo apenas pela producdo de madeira de qualidade superior, mas também
pelo seu fruto, amplamente valorizado. A castanha (Castanea sativa Mill.), fruto
nutricionalmente rico, é tradicionalmente consumida cozida ou assada, integrando tanto
preparagbes doces como salgadas, e pode ser facilmente incorporada numa
alimentacao equilibrada. Nos ultimos anos, a procura deste fruto tem vindo a aumentar,
em grande parte devido ao crescente interesse do setor agroindustrial por produtos

naturalmente isentos de gluten.>°

A principal regido produtora deste fruto localiza-se em Tras-os-Montes, sendo
classificada como regiao demarcada, a qual representa cerca de 84% da producao
nacional, assumindo assim um papel determinante na economia local e na preservagao

do patrimoénio paisagistico nacional.?

A nivel mundial, Portugal destaca-se como um dos principais produtores de castanha,
com uma produg&o anual estimada em cerca de 45.000 toneladas.'® A maior parte desta
producado é adquirida por empresas de média e grande dimens&o, onde as castanhas

sdo sujeitas a processos de limpeza, desinfecdo e calibragdo, antes de serem
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comercializadas para consumo em fresco, o que reflete a sua elevada qualidade.
Estima-se que apenas cerca de 10.000 toneladas sejam destinadas a transformacgao,

realizada maioritariamente em pequena escala no mercado nacional.™

.2.2. Residuos Resultantes do Processamento da Castanha

Em termos morfolégicos, a castanha encontra-se envolvida por um invélucro espinhoso
denominado ourigo, o qual se abre no final do verdo ou inicio do outono, libertando os
frutos. Cada castanha é revestida por uma casca externa, designada por pericarpo e,
entre esta e o miolo, encontra-se ainda uma pelicula fina, semelhante a papel, de dificil

remog&o denominada tegumento, tal como apresentado na Figura 1.2.""

Qurigo

Pericarpo
Tegumento

Miolo

Figura 1.2. Composigdo morfologica da castanha.

A producdo de castanha destinada a comercializagdo envolve varias etapas de
processamento, que variam consoante o tipo de mercado-alvo. O produto pode ser
comercializado sob a forma de castanha in natura, congelada, semi-processada ou

como produto transformado.*

No caso das castanhas semi-processadas, o tratamento inclui a sua separacao por
variedades, determinagcado do calibre (parametro que influencia o destino comercial),
remoc¢ao da casca externa e da pelicula interna, bem como o congelamento, quando
aplicavel. Este tipo de processamento nao so6 valoriza o produto, como também permite
prolongar o seu tempo de conservacgao, facilitando a sua disponibilidade para

fornecimento ao longo de todo o ano.*

No segundo tipo de mercado, correspondente a transformagao industrial, o valor
acrescentado ao produto € ampliado através da conversao da castanha em derivados
como puré, glacé, farinha, entre outros. Antes de serem submetidas aos processos
especificos de transformacdo para o produto pretendido, as castanhas passam por
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etapas preliminares de preparacdo, como a separacdo, calibracdo, descasque e

eventual congelamento, tal como descrito anteriormente.*

Do processamento e transformacao das castanhas resultam subprodutos de menor
valor comercial (folhas, cascas e ourigos) que, apesar de frequentemente
subaproveitados, apresentam também um elevado teor de compostos fendlicos e,
consequentemente, de agentes antioxidantes, tendo assim um elevado potencial para
serem reaproveitados.®>'? Dos varios compostos fendlicos identificados nestes

subprodutos, destacam-se os acidos fendlicos, os flavonoides e os taninos.'™

Apesar da alta qualidade da castanha produzida em Portugal, recentemente este setor
enfrenta desafios significativos, com prejuizos econémicos estimados em cerca de 15
milhdes de euros anuais. Um dos principais problemas € o aparecimento de podridao
ou infestagéo por larvas (“bicho”), que afeta entre 15 - 30 % da produgéo, bem como a
perda de agua, que compromete a qualidade do fruto e inviabiliza a sua comercializagao.
Embora a castanha possa ser conservada em fresco durante 6 a 8 meses ou utilizada
na produgado de produtos processados, em anos de elevada produgdo nem sempre €
possivel assegurar o escoamento de toda a colheita, resultando em desperdicio e

perdas econdémicas adicionais.

O modelo industrial linear continua a dominar a satisfagao das necessidades materiais
e energéticas, exercendo elevada pressao sobre os recursos naturais e 0 ambiente. Os
recursos fosseis, além de contribuirem para a destruicdo da camada de ozono, séo
finitos. A par disso, a recolha, o tratamento e a reciclagem de residuos solidos,
especialmente em zonas urbanas, tornaram-se uma preocupacgao crescente em varios
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, devido ao impacto ambiental. O rapido
crescimento populacional e industrial tem contribuido para o aumento significativo da
producdo de residuos sélidos organicos, incluindo lamas de depuracédo, estrume,
residuos alimentares, residuos agricolas e a fragdo organica dos residuos urbanos.
Neste contexto, a adocdo de recursos alternativos e de processos renovaveis é

essencial para garantir a sustentabilidade a longo prazo.™

A transi¢ao para uma economia circular, em particular para uma bioeconomia circular, é
crucial para uma gestao eficiente dos recursos. Esta assenta na reutilizagcao de materiais
€ na aplicagao de processos de base biolégica que simulam os mecanismos naturais de

sustentabilidade, promovendo a circularidade e o uso eficiente dos recursos.'

A valorizacao biotecnologica dos residuos organicos surge, assim, como uma estratégia

central para mitigar impactos ambientais e integrar fluxos residuais nos ciclos
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produtivos, reforcando o papel da bioeconomia na transicdo para modelos

sustentaveis.'®

Neste contexto, os residuos provenientes da industria agroalimentar tém vindo a
assumir particular relevancia, sendo cada vez mais valorizados, nao s6 pelo seu baixo
custo, mas também pelo seu elevado potencial para gerar beneficios econdémicos e
ambientais.”® Esta valorizagdo tem impulsionado o desenvolvimento de aplicagdes

orientadas para o aproveitamento eficiente dos subprodutos agroindustriais.

A biomassa lignoceluldsica, composta por celulose, hemicelulose e lignina, representa
uma das principais fontes renovaveis para a producdo de materiais com valor
acrescentado. Estes residuos, provenientes maioritariamente da agricultura, s&o
abundantes, econdmicos e renovaveis, 0 que os torna ideais para uma bioeconomia

circular sustentavel.'®

A sua composigao rica em carbono, bem como em elementos como azoto, hidrogénio e
oxigénio, torna-os particularmente adequados para a sintese de nanocristais de celulose
(NCsC) e nanopontos de carbono (NPsC). A produgdo de NPsC a partir de residuos
lignocelulosicos permite transformar biomassa de baixo valor em materiais uteis, de

forma ambientalmente benigna.'®

Num contexto nacional, os subprodutos do castanheiro, nomeadamente folhas, cascas
€ ourigos, enquadram-se neste grupo e apresentam elevado potencial para a producéo

destes nanomateriais.

A Figura 1.3 apresenta um esquema com as possiveis aplicacdes da biomassa

lignocelul6sica.

Biocombustiveis Bioquimicos

Materiais de Celulose Materiais de Lignina

Materiais de Carbono Biomateriais

Figura 1.3. Constituigdo e aplicagdes da biomassa lignocelulésica (adaptado de Okolie et al.)."”
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Para além do seu potencial enquanto matéria-prima lignocelulésica para a produgao de
nanomateriais, os residuos do castanheiro apresentam diversas propriedades

funcionais que reforgam o seu interesse no contexto da bioeconomia circular.

As folhas do castanheiro tém demonstrado propriedades bioativas com potencial
aplicagao na protecéo contra lesdes no ADN, na prevengdo da diabetes, na atividade

antibacteriana e na protec¢éo da pele contra danos causados pelo stress oxidativo.'18.19

A casca, por sua vez, pode ser valorizada como adsorvente de metais pesados ou como
substituto do fenol em formulagdes com propriedades adesivas, incluindo aplicagdes no

tingimento de peles com sais de crémio.?%2!

Os ouricos da castanha, que sdo geralmente descartados no solo apés a colheita,
favorecendo a proliferagdo de larvas,” tém demonstrado potencial antimicrobiano
significativo, nomeadamente contra a Helicobacter pylori , ao potenciar a eficacia de
antibiéticos como a claritromicina e o metronidazol.?? Foram aplicados como
coagulantes naturais no tratamento de &guas residuais, demonstrando elevada
eficiéncia na remogao de matéria organica quando em conjunto com o processo foto-
Fenton.?®> Numa perspetiva de biorrefinaria, os ourigcos podem servir como fonte de
acUcares fermentaveis para a producédo de bacteriocinas por Lactobacillus plantarum,

apos pré-tratamento alcalino e hidrdlise enzimatica.?*

1.2.3. Extracao e Isolamento de Compostos Bioativos

Os extratos provenientes de plantas sdo normalmente uma combinacdo de varios
biocompostos com diferentes propriedades, sendo necessaria para a sua identificacao
e caracterizagao efetuar-se uma extragéo.?® Alguns dos métodos tradicionais consistem
na extracdo continua em Soxhlet, maceragao e extracdo a quente por refluxo, sendo
que estes dependem normalmente da utilizagdo de solventes organicos, com eficiéncia
variavel, ndo sendo adequados para potenciais aplicagcbes dos biocompostos na area

da saude.?

Tendo em conta a toxicidade destes solventes e a necessidade de métodos mais
sustentaveis e eficientes, surgem métodos de extragdo como o pulso de campo elétrico
(PEF), por fluidos supercriticos (SPE), assistida por ultrassons (UAE) e por micro-ondas
(MAE), por liquidos pressurizados (PLE) e assistida por enzimas (EAE). A preservacéo

dos biocompostos extraidos da biomassa promove maior segurancga a nivel da satde.?

Relativamente a extracao por PLE, esta baseia-se essencialmente na utilizagao de altas

pressoes e temperaturas que afetam a cinética da reagao, possibilitando extracées com
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um alto rendimento. N&o precisam necessariamente de ser utilizados solventes
organicos, uma vez que o alto rendimento permite a utilizagdo de solventes verdes como
a agua. Pode ser utilizada uma autoclave para a extragao por PLE, sendo que o solvente
(4gua) entra em contacto com a matriz a altas temperaturas e pressodes, obtendo-se um

maior rendimento de extragdo e bioatividade dos biocompostos.?’-2°

1.2.4. Métodos de Doseamento de Compostos Bioativos

A castanha e os ouricos da castanha possuem, como referido anteriormente, varios
compostos bioativos, que estarédo relacionados com as propriedades que apresentam.
Assim, na presente seccdo encontra-se uma contextualizacdo das técnicas utilizadas
para o doseamento de compostos fendlicos totais, hidratos de carbono totais,
polissacaridos (sulfatados e B-(1,3)-D-glucanos), proteinas e lipidos, presentes na

biomassa utilizada neste trabalho.

.2.4.1. Métodos Colorimétricos

Os métodos colorimétricos sdo métodos analiticos simples, que permitem quantificar
biocompostos através de uma correlagio direta entre a absorvancia e a quantidade de

biocomposto presente, que corresponde a uma concentragio.*

Os compostos fendlicos sao metabolitos secundarios, produzidos pelas vias
metabdlicas de plantas, que possuem propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-
inflamatdrias, anticancerigenas e de protegao do sistema cardiovascular.®' Um tipo de
composto fendlicos sdo os taninos, que se encontram abundantemente nos ouricos da
castanha, podendo este ter beneficios a nivel da saude.® Assim, podem ser
quantificados através do método de Folin-Ciocalteu, inicialmente descrito por Folin e
Ciocalteu®?, em 1927, que se baseia no aparecimento de uma coloragdo azul intensa,
cuja absorvancia pode ser lida a 760 nm.3® Esta coloragio aparece na sequéncia dos
estados de menor oxidagao do reagente de Folin-Ciocalteu quando o mesmo é reduzido

na presenca de compostos fendlicos.

Para a quantificacdo de hidratos de carbono, que constituem maioritariamente os
ouricos da castanha, foi utilizado o método do fenol sulfurico, originalmente
desenvolvido por DuBois et al.**, em 1956 e otimizado por Masuko et al.*>, em 2005.
Este consiste na desidratagao das moléculas de hidratos de carbono pelo acido sulfurico

e posterior reagao destas com o fenol, resultando numa coloragao acastanhada estavel.
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Os produtos da reagdo com o fenol-sulfurico absorvem na regido do visivel, a 490 nm,

permitindo assim a quantificagao dos hidratos de carbono presentes.

Os B-(1,3)-D-glucanos sao um tipo de polissacaridos com estrutura em tripla hélice, e
tém sido detetados essencialmente em cereais e em cogumelos, encontrando-se
associados a efeitos pré-biéticos, que levam a inumeros beneficios ao nivel da saude,
como controlo do colesterol e dos niveis de glucose no sangue, efeito de prote¢ao contra
doencas cardiovasculares, hipertensdo e cancro.*® Para a sua quantificagdo pode ser
utilizado o método do corante Congo Red, que se baseia na interagdo especifica que
ocorre entre o corante Congo Red e os (B-(1,3)-D-glucanos resultando num desvio

batocrémico no espetro de absorgdo de 488 para 516 nm (>20 m).%"

Os polissacaridos sulfatados sdo uma familia de polissacaridos caracterizados pela
presenca de grupos sulfato que lhes conferem carga negativa, conferindo a estas
macromoléculas elevada atividade bioldgica, nomeadamente propriedades
anticoagulantes, anti-inflamatérias, anti-tumorais, antivirais, redugdo de colesterol.?® A
sua quantificacdo pode ser efetuada através do método altamente especifico do corante
azul de toluidina, modificado por Hahn et al.*°, que se baseia na interacdo especifica
entre 0 corante catidnico azul de toluidina e os grupos sulfato presentes nos
polissacaridos, através de interacbes electroestaticas, estabelecendo uma relacao
linear entre o decréscimo da absorvancia a 632 nm e a concentracdo destes

polissacaridos.*°

A castanha contém elevados teores de proteinas®, sendo que a sua identificacéo e
quantificagdo é convencionalmente realizada através do método descrito por Bradford*!,
em 1976. Este € um método rapido e sensivel na determinagdo da concentragao de
proteinas, baseando-se na interagdo que ocorre entre o corante brilhante azul de
coomassie G-250 e os grupos amino das proteinas, formando um complexo proteina-
corante corado de facil detegcdo, ocorrendo um desvio batocromatico de 465 para 595

nm, alterando a sua coloragao original acastanhada para uma coloragao azulada.

1.2.4.1. Quantificagao de Lipidos
Apesar de estarem presentes em menor quantidade, a castanha e também constituida
por lipidos, mais precisamente por acidos gordos livres, sendo assim relevante a sua

quantificagdo nos ourigos da castanha.®

A extragao continua em Soxhlet € um método bastante utilizado na extragéo de lipidos

e de outros biocompostos, sendo considerado um método convencional de simples
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execucao. Nesta técnica sao efetuados ciclos sucessivos onde ocorre a vaporizagao e

condensagcéo do solvente, o qual permanece em contacto com a biomassa. 4243

O método de extracao por fluidos supercriticos € uma alternativa para a extragdo de
lipidos, sendo que as suas principais vantagens sdo a nao utilizacdo de solventes
toxicos. Podem ser utilizados diéxido de carbono ou n-propano como solventes, sendo
0 n-propano uma alternativa que acarreta um baixo custo, maior eficiéncia e menor
tempo de extragdo. Quando o fluido supercritico € difundido pela biomassa consegue
penetrar e arrastar consigo os biocompostos presentes na matriz, sendo que estes vao
precipitar quando o fluido deixar de se encontrar em condi¢des supercriticas e voltar ao

estado gaso0so.4445

1.3. NANOMATERIAIS DE CARBONO

O carbono, elemento amplamente distribuido na natureza, encontra-se sob diversas
formas alotrépicas como a grafite e o diamante, e tem vindo a assumir um papel cada
vez mais relevante na area da nanotecnologia. Nos ultimos anos, 0s hanomateriais a
base de carbono tém despertado um grande interesse cientifico devido as suas
propriedades fisico-quimicas Unicas e ao seu vasto potencial de aplicagdo diversas

areas.*t

Entre os principais nanomateriais de carbono (NMsC) destacam-se os nanotubos de
carbono*’, os derivados de fulerenos*®, os derivados de grafeno*® e, mais recentemente,
os pontos de carbono (PsC). Embora os trés primeiros apresentem propriedades
eletrénicas promissoras, a baixa solubilidade em agua e a instabilidade da fluorescéncia
na regido do visivel limitam as suas aplicagdes.*® Os PsC apresentam diversas
vantagens, como boa biocompatibilidade, elevada solubilidade em agua, estabilidade
quimica, baixa toxicidade, boa condutividade elétrica e relevantes propriedades
luminescentes, tornando-os materiais extremamente promissores para multiplas

aplicagdes.

A descoberta dos PsC remonta a 2004, quando Xu et al.®' observaram, de forma n&o
intencional, nanoparticulas de carbono fluorescentes durante um processo de
purificacdo de nanotubos de carbono de parede simples, utilizando o método de
descarga elétrica por arco. Em 2006, Sun et al.®? designaram oficialmente estas

nanoparticulas com fluorescéncia estavel como PsC.
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1.3.1. Estrutura de Nanomateriais de Carbono

A classificacdo dos nanomateriais de carbono pode basear-se na sua dimensionalidade:
estruturas bidimensionais (2D) incluem folhas de grafeno, estruturas unidimensionais
(1D) onde se incluem nanotubos e nanofios ultrafinos e ainda estruturas de dimenséo
zero (0D), como os PsC, pontos de grafeno, pontos de oOxido de grafeno e

nanodiamantes (Figura 1.4.).53

Figura 1.4. Estruturas de grafeno, diamante, xido de grafeno e pontos de carbono.??

Os PsC sao considerados materiais altamente versateis, com estruturas menos
definidas em comparacdo com outros materiais de carbono, podendo ser sintetizados

por diversos métodos.

Estruturalmente, os PsC apresentam predominantemente ligagbes carbono-carbono
com hibridizacéo spz, caracteristicas de estruturas como o grafeno. No entanto, contém
também uma proporgéo significativa de ligagées Csp? semelhantes as encontradas no
diamante. Esta combinacdo sugere a existéncia de um sistema de conjugagdo m,
analogo ao das folhas de grafeno, embora de forma possivelmente irregular devido a

presenca dos referidos grupos funcionais.®

1.3.2. Sintese de Nanopontos de Carbono

Os nanopontos de carbono podem ser sintetizados por dois tipos diferentes de

metodologias, designadas por fop-down e bottom-up.

As estratégias top-down baseiam-se na quebra de grandes estruturas de carbono, os
precursores. Esta clivagem pode ocorrer por descarga elétrica por arco, ablagao a laser
ou métodos de esfoliagdo, nomeadamente sintese assistida por ultrassons, corte
oxidativo, métodos eletroquimicos, hidrotérmico ou solvotérmico. Este tipo de
metodologia origina estruturas de carbono com uma estrutura quimica semelhante a do

percursor e apresenta também maior potencial para produgdo em larga escala.>
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Por outro lado, nas metodologias bottom-up, os PsC séo formados a partir das reagdes
de pequenas moléculas organicas, utilizando-se como estratégias de carbonizacao a
pirdlise, a sintese assistida por micro-ondas e ainda métodos hidrotérmicos ou
solvotérmicos. Estes métodos, recorrem a utilizacdo de precursores de baixo custo,
apesar da sua complexidade e tempo de sintese, permitem a obtencéo de estruturas
estaveis, facilmente funcionalizaveis e com um rendimento quantico de fluorescéncia

relativamente elevado.*6-%°

Na Figura 1.5 encontram-se representadas as diferentes metodologias de sintese de
PsC.

Descarga Elétrica

or arco

P Irradiagao por
Micro-ondas

Esfoliagao | =

eletroquimica Ve N

Corte oxidativo Pirclise [

Carbonizagao

Va0 4 /
Solvotérmica \ - f‘.
Pontos de Carbono \ r /
V\\ \\ b k //

Ultrassons \ 7

Nanotubos de Carvdo S \ Biomassa J/
Carbonizagao N ,x’/
Hidrotérmica -

Carvao Grafeno Ablagido a Laser

Método
Solvotérmico/
Hidrotérmico

Figura 1.5. Metodologias de sintese de PsC (adaptado de Khairol Anuar et al.%).

1.3.2.1. Métodos Top-Down
Nos métodos top-down, estruturas de maiores dimensdes, como o grafeno, nanotubos
de carbono, fibras de carbono, folhas de 6xido de grafeno e carvao ativado, sofrem

clivagem ou esfoliagdo, originando estruturas de menor dimensdo, com hibridizagao
Sp2.54' 55

A descarga elétrica por arco foi 0 método que conduziu a descoberta dos pontos de
carbono, por Xu et al.%', durante a purificagdo de nanotubos de parede simples. Foram
preparadas suspensodes aquosas estaveis de nanotubos de carbono carregados, sendo
a fuligem descarregada por arco elétrico oxidada com HNO3; e extraida com NaOH,
resultando em suspensoes estaveis de nanotubos em bruto. A realizagao de eletroforese
em gel de agarose e esferas de vidro permitiu a identificagdo, separagéo e recolha de
material fluorescente quando sob luz UV ultra-violeta (1 = 365 nm), vindo este a ser

identificado como PsC. Apesar de ter sido uma descoberta relevante, este método é
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atualmente mais utilizado na sintese de nanotubos de carbono, em detrimento da

producéo de PsC por esta via.**

O método de ablagao a laser foi desenvolvido por Sun et al.®?, sendo a primeira técnica
de producgao de PsC em ambiente controlado. O alvo de carbono consistia numa mistura
de po de grafite com cimento, submetido a agdo de um laser Nd:YAG. A técnica envolve
trés passos principais: absor¢ao do pulso de energia pelo carbono, emisséo de eletrdes
por efeito fotoelétrico e termidnico e ainda a criagdo de um campo elétrico repulsivo que
provoca a fragmentagdo do material.>” Os PsC obtidos apresentaram um rendimento
quantico de fluorescéncia relativamente baixo (4-10 %).5? Apesar da possibilidade de
aumentar o rendimento por modificacdo posterior, as condigdes extremas de
temperatura e pressdo tornam esta estratégia menos eficiente a nivel energético e
ambiental. O ajuste dos parametros de ablagao a laser permite controlar caracteristicas
dos materiais, nomeadamente o tamanho, sendo que se observou uma diminuicdo no

rendimento quantico de fluorescéncia com o aumento da dimensao dos PsC.5458

O corte oxidativo € uma técnica frequentemente utilizada, que se baseia na oxidacao de
estruturas de carbono sp? com acidos fortes, formando-se defeitos de superficie que
facilitam a formacao de PsC. Estes apresentam grupos -OH na superficie, que lhes
conferem boa solubilidade em agua, podendo posteriormente ser funcionalizados.
Devido as preocupagdes ambientais associadas ao uso de acidos fortes, Hu et al.*®
exploraram uma sintese verde e de baixo custo utilizando carvdo como precursor e
peréxido de hidrogénio como oxidante, obtendo PsC com rendimento massico elevado

(50-60 %) e com comprovada atividade fotocatalitica.®®

A esfoliacdo eletroquimica baseia-se em reagdes de oxidagao-redugdo numa célula
eletroquimica, onde materiais de carbono s&o utilizados como elétrodos. A oxidacéo
promove a quebra de ligagbes e reorganizagio das estruturas em PsC.%85 Li et al.®°
utilizaram varas de grafite como elétrodos, numa solu¢ao de NaOH/EtOH, sintetizando

PsC com um rendimento quantico de fluorescéncia de 12 %.5°

O método solvotérmico envolve o aquecimento do sistema a temperaturas superiores
ao ponto de ebuligdo do solvente orgéanico, provocando um aumento de pressao,
promovendo a clivagem de ligagdes e reorganizacdo em PsC. O método hidrotérmico
recorre a utilizagdo de agua como solvente, tornando o método mais sustentavel. Estes
processos, dependendo do percursor utilizado podem classificar-se como top-down ou
bottom-up.®! Tian et al.%? utilizaram grafite, peréxido de hidrogénio e dimetilformamida
como solvente, obtendo nanopontos de grafeno com rendimento quantico de

fluorescéncia de 15 %.52
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Na sintese assistida por ultrassons ocorre cavitagio, resultando na formacao e colapso
de microbolhas, que originam a fragmentacg&o das estruturas de carbono.®® Recorrendo
a esta metodologia, Zhu et al.®3 sintetizaram nanopontos de grafeno a partir de oxido de

grafeno, com rendimentos quanticos de ca. 28 %.

1.3.2.2. Métodos Bottom-Up

As abordagens bottom-up utilizam percursores classificados em trés categorias:
moléculas constituintes da biomassa (e.g. acido citrico, glucose, acido ascoérbico),
componentes estruturais da biomassa (e.g. celulose, hemicelulose, lignina) e biomassa

natural (e.g. casca de amendoim, casca de moluscos, polen de pinheiro).

Na sintese assistida por micro-ondas, pequenas moléculas organicas sofrem
carbonizagdo muito rapidamente, sendo por isso um método muito vantajoso,
minimizando os gastos energéticos, contribuindo para uma maior sustentabilidade
ambiental.%® Os PsC sintetizados por este método, apresentam rendimentos quanticos
relativamente elevados quando comparados a outros métodos top-down, podendo citar-
se alguns exemplos de percursores empregues na sua obtengdo, nomeadamente
crisalidas de bicho da seda®, membranas da casca de ovo®®, casca de caranguejo®,

casca de cebola®” e rosas®®.

Na carbonizagao hidrotérmica, os percursores organicos previamente selecionados sao
colocados num reator apropriado na presenca de solvente e a mistura é submetida a
elevada temperatura e presséo, sob atmosfera oxidativa ou inerte.®® Este método tem
conduzido a resultados muito promissores uma vez que nao apresenta toxicidade, é
ambientalmente sustentavel, tem baixo custo associado e a técnica é de simples
execucdo.®® Da vasta diversidade de percursores ja utilizados, destacam-se como
exemplos o acido ascorbico,’® batata doce e casca de laranja,”! casca de lim&o,”? folhas
de bamboo,” casca de uva,’ grdos e borras de café,’>’® sumo de maga’’ e também

rabanetes.”®

Zhao et al.” sintetizaram PsC funcionalizados com nitrogénio, a partir de acido citrico e
dietilenotriamina, com rendimento quantico de fluorescéncia de ca. 85 %, boa
biocompatibilidade e estabilidade em condigdes salinas. Utilizando casca de kiwi como
percursor, Atchudan et al. & sintetizaram pontos de carbono com um rendimento
quéantico de 18 % e baixa citotoxicidade, revelando-se adequados para marcagao

celular.
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Zhuang et al.®' demonstraram que € possivel sintetizar nanopontos de nitreto de
carbono grafitico com rendimento de ca. 16 %, alta estabilidade e baixa toxicidade, a

partir de urina, utilizando o método hidrotérmico.

Para o método de carbonizagéo solvotérmica, um exemplo de sintese mais sustentavel

¢ a utilizagao de pdlen de pinheiro.??

A pirélise € um método bastante comum para a sintese de PsC, ocorrendo a degradacao
térmica de percursores organicos a altas temperaturas, sob vacuo ou em atmosfera
inerte.®® Esta metodologia tem sido explorada utilizando como percursores casca de
melancia®, sementes de lichia®, casca de amendoim® e também casca de durido

(Durio zibethinus, uma arvore da familia das Malvaceae, muito encontrada no Oriente).8¢

1.3.2.3. Funcionalizagao da Superficie

Apesar de o percursor escolhido para a sintese dos pontos de carbono poder influenciar
as suas propriedades luminescentes, o rendimento quéntico de fluorescéncia, sem
qualquer tipo de modificagdo superficial, € geralmente baixo.®® Neste contexto, a
funcionalizacdo da superficie dos PsC desempenha um papel fundamental na
modulacéo das suas propriedades 6ticas, nomeadamente no aumento do rendimento
quantico de fluorescéncia, no desvio das bandas espetrais de absorcio e na diminuigao
do band-gap de energia, permitindo assim a regulacdo da energia emitida. Em geral,
uma maior oxidagao superficial dos PsC gera mais defeitos na superficie, o que contribui

para a diminuigdo do band-gap e, consequentemente, para a modulagdo da emissd0.%

Durante os processos de sintese, € comum a incorporacdo de grupos funcionais,
nomeadamente grupos hidroxilo, carbonilo e carboxilo. Estes grupos, ao permanecerem
expostos na superficie dos pontos de carbono contribuem para uma melhoria das suas
propriedades quimicas e oticas.®® Uma das estratégias mais utilizadas para potenciar
estas propriedades é a modificacdo da superficie, que permite nao sé melhorar as
propriedades o6ticas e eletronicas, como também proteger os PsC de impurezas,

promovendo a sua estabilidade e 0 aumento da sua fluorescéncia intrinseca.

Ao contrario da dopagem com heteroatomos, a modificacdo da superficie pode ser
utilizada para alterar a estrutura superficial e aumentar o numero de sitios ativos,
potenciando a sua reatividade especifica e a hidrofobicidade. Os PsC podem ser
funcionalizados com diversos agentes de passivagao, nomeadamente polimeros,

compostos organicos, ides, ADN ou proteinas.®”8¢ O método mais comum envolve
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ligacdes covalentes ou ndo covalentes, como ligacbes de hidrogénio e interagbes

eletrostaticas com pequenas moléculas orgénicas.®

Esta alteragdo deve-se a sobreposi¢cao das orbitais atdbmicas dos heteroatomos com as
dos atomos de carbono e ao efeito eletrénico push-pull gerado pela sua introdugdo.®® O
agente dopante pode ser um unico atomo ou uma combinacgao, incluindo metais (e.g.
cobre, gadolinio ou manganés) ou ndo-metais (e.g. silicio, fosforo, enxofre e, 0 mais

comum, nitrogénio).?”

1.3.3. Propriedades Fotofisicas

Embora possam ser implementadas estratégias de sintese diferenciadas,
nomeadamente o modo de aquecimento conducente a carbonizacdo, as fontes de
carbono e a natureza dos aditivos, os PsC exibem, em geral, propriedades oticas

semelhantes.%

Os PsC apresentam absorgéo 6tica maxima na regido do ultravioleta (UV) que variam
entre 250 e 350 nm, bem como um cut-off de absor¢édo que se estende até a regido do
visivel/inicio do infravermelho. A banda observada a ca. 240 nm é atribuida a transi¢cao
eletrénica n—n* das ligagcbes C=C, sendo a banda a aproximadamente 350 nm,
associado a transi¢gées n—n* de ligagdes C=0, C-N ou C-OH, provenientes de grupos
funcionais carboxilo ou amina presentes na superficie dos PsC.®" A modificagdo da
superficie e a dopagem com heteroatomos podem alterar o espetro de emissao dos

PsC, provocando frequentemente um desvio espetral para a regido do vermelho.

7

A fotoluminescéncia é uma das propriedades mais relevantes dos PsC, sendo
responsavel pelo seu vasto potencial de aplicagdo. No entanto, a origem da
fluorescéncia dos PsC ainda n&o se encontra completamente estabelecida. Considera-
se que a mesma pode resultar de trés mecanismos principais: efeito de confinamento

quéantico, defeitos de superficie, bem como da incorporacéo de fluoréforos.®?

O efeito de confinamento quantico € um fendbmeno que ocorre quando os PsC
apresentam um tamanho inferior ao raio de excitagao de Bohr. Quanto menor o tamanho
das nanoparticulas, maior a band-gap entre as bandas de valéncias e de conducéo,
resultando num desvio da emissao para a regido do azul e numa transigao 6tica mais

eficiente na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis).®°

Os dominios n-conjugados séo considerados os principais responsaveis pela emissao,

sendo que a sua modulagao permite alterar a cor da fluorescéncia emitida. Um maior
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numero de dominios m-conjugados reduz a band-gap, promovendo um desvio da

emissao para a regido do vermelho.?

Como ja descrito anteriormente, a superficie dos PsC pode ser funcionalizada com uma
grande diversidade de grupos funcionais. Quando excitados, os eletrées podem ser
capturados por estados de defeito associados a esses grupos, localizados entre a banda
de valéncia e a banda de conducdo. O retorno ao estado fundamental resulta na
emissdo de luz visivel a diferentes comprimentos de onda. Um maior grau de oxidagao
da superficie conduz a formacéao de mais defeitos, diminuindo o band-gap e provocando

um desvio da emissdo para comprimentos de onda superiores.®?

A incorporacao de fluoréforos pode ocorrer espontaneamente durante a carbonizacao
de pequenas moléculas orgéanicas, como a glucose. A desidratacdo e reorganizagéo
estrutural dos precursores origina estruturas emissoras, frequentemente com emissao
independente do comprimento de onda de excitagdo e com elevados rendimentos
quanticos de fluorescéncia.?? A determinagdo da dependéncia do espetro de emisséo
em relagdo ao comprimento de onda de excitacdo permite inferir a origem da
fluorescéncia.®® Em geral, o comprimento de onda de emissdo e a sua intensidade
variam com o comprimento de onda de excitacdo, sendo que o maximo de emissao
surge nas regides do verde e do azul. A modificacdo da superficie e a dopagem com

heteroatomos também influéncia estas propriedades, tal como o percursor utilizado.5®

Umas das propriedades mais relevantes destes materiais € o rendimento quantico de
fluorescéncia (@r).%® Esta carateristica quantifica o nimero de fotdes emitidos
relativamente ao numero de fotdes absorvidos e mesmo depende das técnicas de
sintese e da composi¢cao dos percursores, nomeadamente da origem da biomassa
proveniente de residuos da industria agricola.’® Refira-se como exemplo, PsC
sintetizados a partir de casca de castanha exibiram rendimentos quéanticos entre 1-4
%;%3 tendo 0 mesmo grupo de investigagao obtido nanomateriais provenientes de outras

fontes com rendimentos quanticos de fluorescéncia até 24 %.%

Outra propriedade de enorme relevancia nestes PsC é a sua fotoestabilidade,
propriedade essencial para diversas aplicagbes. A ocorréncia de fotodegradagdo nos
nanomaterias pode ser limitante sobretudo ao nivel da bioimagem, uma vez que os
NPsC néao s6 sofrem alteracbes ao nivel da sua fluorescéncia, como também a sua
biocompatibilidade fica comprometida.®” Para um material ser considerado fotoestavel,
a intensidade da emissdo de luz deve permanecer constante durante periodos
prolongados de irradiagdo continua.®® Dager et al®® sintetizaram NPsC utilizando

sementes de funcho por pirdlise e obtiveram um rendimento quéntico de 9.5 %. As
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nanoparticulas foram submetidas a irradiacdo continua com lampada de xénon durante
quatro horas, tendo a sua intensidade de fluorescéncia permanecido constante ao longo

do tempo.

1.3.4. Bioatividade e Biocompatibilidade

Bioatividade é a capacidade de um composto ou de um material ter um efeito especifico
ou induzir uma resposta biolégica dentro de um organismo ou tecido vivo, que pode
incluir efeitos benéficos, como a acéo terapéutica de um medicamento ou um biomaterial
que provoca uma resposta desejavel do hospedeiro, mas também efeitos adversos,
como toxicidade ou efeitos secundarios. A bioatividade é avaliada através de ensaios
bioldgicos in vivo e/ou in vitro que avaliam a influéncia de uma substancia em varios
processos bioldgicos, desde a ligagado a alvos moleculares até ao impacto em sistemas

celulares ou fisioldégicos completos. '

Segundo a norma ISO 10993-1:2018,'%" biocompatibilidade é a capacidade de um
material realizar a sua fungdo no hospedeiro sem provocar efeitos téxicos aos sistemas

biolégicos, propriedade essencial para aplicagcbes biomédicas, uma vez que
assegura que o material ndo induza efeitos indesejados nem represente riscos a

seguranga clinica.5%¢102

Raramente um material é considerado biocompativel para todas as suas possiveis
aplicagdes, uma vez que depende nao sé das propriedades do material, como também

da area de aplicagdo pretendida.'®

1.3.4.1. Atividade Antibacteriana

Um grande numero de doengas infeciosas, como por exemplo a pneumonia ou a
osteomielite tém origem em bactérias patogénicas, que podem levar a estados graves
de meningite ou septicemia.'® O atual aumento da resisténcia bacteriana a antibiéticos
diminui a eficacia de tratamento contra inUmeras bactérias patogénicas, sendo
considerada uma ameaca a saude humana e uma preocupacao global. Nomeadamente,
registou-se um aumento de resisténcia antibacteriana para a Escherichia coli e para a
Staphylococcus aureus, ambas consideradas das bactérias mais resistentes que podem
provocar septicemia e mesmo a morte.'® Assim, é pertinente o desenvolvimento de

compostos antibacterianos que possam atuar como substitutos dos antibioticos.

Extratos de ouricos da castanha demonstraram atividade antibacteriana relevante,

inibindo o crescimento de diversas estirpes como a Alternaria alternata e a Fusarium
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solani.’® Contra a S. aureus, o extrato alcodlico obtido dos OsC demonstrou atividade
antibacteriana.'®” A relevancia destes estudos reside no facto de se utilizar um composto
com propriedades antibacterianas por si s6 para a sintese de pontos de carbono, que
tém demonstrado também propriedades antibacterianas interessantes, aliado a sua
baixa toxicidade para com células mamiferas e a capacidade de interagir com micro-

organismos, tornam-se assim bastante promissores.°®

Os efeitos antimicrobianos dos pontos de carbono devem-se essencialmente a dois

tipos de mecanismo: destruigéo fisica e degradagéo bioquimica.'®

A destruicao de estruturas e componentes essenciais nas bactérias representa a
destruicao fisica, sendo que podem ser destruidas estruturas regides extremamente
importantes como a parede celular, membrana celular, citoplasma, proteinas e
nucleoide.'® A interagdo e adsorgdo dos PsC com as bactérias ocorre devido as forgas
de van der Waals, ligacdes de hidrogénio e forcas electroestaticas, sendo que os PsC
podem levar a morte bacteriana através do rompimento e perturbagdes na
permeabilidade da membrana célula, bem como ligagdes ao ADN.'® Wang et al.'®
sintetizaram PsC a de partir de acido tartarico e m-aminofenol apresentando estes
atividade antibacteriana e uma eficiéncia até 99 % para bactérias Gram-positivas, como

€ o caso da Staphylococcus aureus.

A degradacéo bioquimica ocorre através de efeitos foto térmicos ou fotodindmicos, que
ocorrem na sequéncia de estimulagdo externa, podendo esta ser efetuado com uma
combinagdo de ambos os efeitos, obtendo-se uma maior eficiéncia.'® A nivel
fototérmico, o metabolismo das bactérias é altamente dependente das suas enzimas,
pelo que um aumento de temperatura, que pode resultar de PsC que convertam a luz
em calor, se traduz na desnaturacido das mesmas e numa maior vulnerabilidade por
parte das bactérias.''® A nivel fotodindmico, os PsC possuem a capacidade de produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) quando foto excitados, sendo que estas espécies
sao conhecidas pela sua capacidade de inibir ou matar micro-organismos. Assim, Tian
et al.""" obtiveram PsC com atividade antibacteriana e uma eficiéncia de 99 % quando
combinados com glucose, relativamente a Escherichia coli, uma bactéria Gram-
negativa. Estes PsC foram capazes de induzir a morte celular das bactérias pela elevada

quantidade de ROS produzidos com incidéncia de luz solar.

1.3.4.2. Atividade Antioxidante

A oxidacdo excessiva provoca stress oxidativo, que se encontra relacionado com o

envelhecimento precoce''?, doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer''3, e com
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o aparecimento e desenvolvimento de células cancerigenas.’'* Assim, a atividade

antioxidante mostra-se especialmente relevante para a saude.

Varios produtos naturais, como o ourico da castanha apresentam propriedades
antioxidantes devido aos compostos presentes na sua composi¢ao, sendo neste caso
um dos mais relevantes para a neutraliza¢ao de radicais livres o acido elagico, também
presente em diversos frutos vermelhos.'" Contudo, também os PsC tém demonstrado
possuir propriedades antioxidantes sintéticas, além das capacidades oxidantes

anteriormente referidas, relacionadas com a produgdo de ROS.""6.117

Os PsC sdo compostos por um nucleo rico em ligagdes duplas de carbono nao
saturadas, conferindo-lhes uma elevada disponibilidade de eletrdes. Esta estrutura,
juntamente com os grupos funcionais na superficie permite-lhes neutralizar radicais
livres. A atividade antioxidante dos PsC pode ocorrer através de doagao de eletrbes
(SET), doagao de atomos de hidrogénio (HAT), doacao de eletrdo seguida de protao
(SET-PT) e a formagao de adutos com radicais (RAF). Para além destes mecanismos
diretos, os PsC podem ainda atuar indiretamente através da quelacao de metais de
transicdo. Desta forma, conseguem prevenir reagdes de oxidagao e contribuir para a

redugao do stress oxidativo.''61"7

Deng et al.'® sintetizaram PsC a partir de extratos aquosos de brocolos, que
apresentaram uma alta capacidade antioxidante devido a abundancia de ligagdes

duplas de carbono e grupos amina na superficie, com ECso de 22.4 ug/mL para ABTS-".

O método do radical ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) é
frequentemente utilizado para a determinacao da atividade antioxidante de compostos.
Este ensaio mede a capacidade de um composto neutralizar o radical livre ABTS-",
tendo sido inicialmente descrito por Miller et al.'"® e posteriormente otimizado por Re et
al..’ No seu estado natural, o ABTS ¢ incolor, mas, quando oxidado na presenca de
persulfato de potassio, adquire uma coloragcao azul-esverdeada. A neutralizagao por
compostos antioxidantes reverte a coloragdo para incolor, permitindo quantificar a

capacidade antioxidante dos mesmos.

1.3.4.3. Atividade Anti-inflamatoria

O processo de inflamagao é considerado a defesa primaria do organismo, uma vez que
pode desencadear a ativagdo de células imunitarias e ndo imunitarias, protegendo o
hospedeiro de agentes patogénicos, regenerando tecidos e repondo a homeostasia. A

inflamacao esta frequentemente associada a dor e envolve muitos processos biolégicos,
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como o aumento da permeabilidade vascular, 0 aumento da desnaturagéo de proteinas

e a alteragdo da membrana.'?'

Quando a inflamagao aguda ndo consegue controlar a desregulagéo provocada, pode-
se desencadear uma inflamacgao cronica, cuja acumulagdo de ROS e espécies reativas
de nitrogénio (RNS), que atacam as células do hospedeiro, tornam a inflamagéo uma
condigdo autoimune.'” Uma ampla gama de doengas progressivas encontram-se
associadas a esta condicdo, sendo algumas delas doengas cardiovasculares,
neuroldgicas, diabetes, distirbios metabdlicos, e cancro.'?"'?? Os anti-inflamatdrios
comumente usados para o tratamento de condi¢bes inflamatérias sao anti-inflamatérios
ndo esteroides (AINEs) ou corticosteroides, que desenvolvem varios efeitos.'?' Assim,
a procura e o desenvolvimento de compostos com atividade anti-inflamatéria

aumentaram consideravelmente nos ultimos anos.

E reportado na literatura que a atividade anti-inflamatéria nos PsC depende fortemente
do tipo de grupos funcionais presentes na superficie dos mesmos. Ayaz et al.'?
sintetizaram PsC a partir de alfarroba, utilizando como aditivo alginato, alcool polivinilico
e polietilenoglicol. Os resultados demonstraram que os funcionalizados com alginato
eram pro-inflamatérios, sendo que os funcionalizados com alcool polivinilico
apresentaram forte atividade anti-inflamatoria e os funcionalizados com polietilenoglicol
demonstraram atividade anti-inflamatdria moderada, podendo ser utilizados como

transportadores de farmacos.

Kong et al.'® sintetizaram por carbonizagdo hidrotérmica PsC a partir de etilenodiamina,
fenilenodiamina e etanol. Estes apresentaram potencial no tratamento de doencas
inflamatérias, uma vez que demonstraram atividade anti-inflamatdria controlando a

producao de ROS in vivo.

1.3.4.4. Citotoxicidade

Apesar das propriedades apresentadas anteriormente, a aplicabilidade dos PsC na
nanomedicina depende igualmente da avaliagdo da sua citotoxicidade. Encontra-se
reportado na literatura que os pontos de carbono exibem biocompatibilidade satisfatéria,
nao provocando danos apds internalizacao nas células e podendo ser excretados
através das vias metabdlicas, ndo sendo assim considerados citotéxicos.''® Contudo é
também reportado que esta caracteristica depende de fatores como a concentragao,
fotoestabilidade e densidade de carga na superficie dos PsC, o que se encontra

relacionado com a fonte de carbono as condi¢des de sintese, nomeadamente tempo de
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residéncia e temperatura, que afetam também outras caracteristicas fisico-quimicas dos

PsC 56,126,127

7

A citotoxicidade ¢é considerada quando um composto provoca destruicdo ou
comprometimento das células, podendo manifestar-se sob a forma de lise celular,
inibicdo do crescimento celular ou apoptose. Os mecanismos associados a
citotoxicidade podem estar relacionados com genotoxicidade, stress oxidativo e
inflamacao. A genotoxicidade, quando persistente, pode desencadear inflamagao, morte
celular ou até mesmo cancro, comprometendo o sistema imunolégico. Assim, a
determinacgao da citotoxicidade é indispensavel na avaliagdo do potencial de aplicagao

de novos compostos, garantindo-se a seguranca bioldgica.?®

A citotoxicidade in vitro pode ser avaliada determinando a viabilidade celular das células
apo6s exposicao ao material em estudo, através do método do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio), em que através da conversdo do MTT em cristais
de formazona é determinada a atividade mitocondrial. Assim, qualquer aumento ou
diminuicdo na atividade mitocondrial encontra-se linearmente correlacionado com o

numero de células vivas, que caso os PsC sejam citotdxicos, diminui.'?°

Chen et al.”° sintetizaram seis tipos de PsC a partir de diferentes compostos naturais,
como bambu, ananas, raizes e caule, apresentando estes uma baixa toxicidade. A
avaliagao da citotoxicidade foi realizada através do ensaio MTT, utilizando quatro linhas
celulares: RAW 264.7, MCF-7 e HT-29 (linhas tumorais) e HaCaT (linha nao tumoral).
Os resultados demonstraram a sua potencial aplicagdo e bioimagem e como

nanotransportadores.

Ensaios de toxicidade in vivo permitem uma compreensao mais abrangente dos efeitos
biolégicos e da biodistribuicdo dos PsC num organismo vivo, sendo fundamentais para
avaliar o potencial de aplicagdo em sistemas biolégicos complexos. No geral, é
reportado na literatura que os PsC exibem baixa toxicidade ou s&do nao toxicos, sendo
excretados de organismos vivos através de vias metabdlicas normais, com acumulagcéo

no interior do corpo negligenciavel.?’

E comum a utilizagéo do peixe-zebra (Danio rerio) como modelo de organismo vivo em
ensaios de toxicidade in vivo, devido as suas vias metabodlicas semelhantes as dos
mamiferos, rapido desenvolvimento embrionario ex vivo, sequéncia gendmica ja
determinada e transparéncia 6tica.*' A Artemia salina € um organismo modelo também
utilizado em ensaios de toxicidade, uma vez que esta facilmente disponivel a um baixo
custo, e possui uma alta taxa de eclosdo, um curto ciclo de vida e uma grande

capacidade de adaptacgao a situagdes extremas, sendo no entanto altamente sensivel a
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compostos toxicos, especialmente 2 dias apds a sua eclosdo.'? A auséncia de corda
dorsal torna estes microcrustaceos isentos de autorizagbes de centros éticos, sendo

uma alternativa a utilizagao de outros organismos como o peixe-zebra e o murganho.'?

A partir de um poluente organico presente em &aguas industriais, Chen et al.'*
sintetizaram nanopontos de carbono a partir de uma sintese verde. Estes possuiam
excelentes propriedades luminescentes e uma biotoxicidade muito reduzida, tendo esta
sido testada in vitro, através do ensaio de MTT em células tumorais HelLa e in vivo, no
peixe-zebra. A biotoxicidade reduzida dos PsC demonstrou ser menor do que a

apresentada pelo poluente.

Foi efetuado um estudo de toxicidade por Soledad-Flores et al.’®*> em PsC sintetizados
por irradiacao de micro-ondas, a partir de D-(+)-Glucose e polietilenimina ramificada,
com agua desionizada como solvente. Os ensaios foram realizados in vivo, com a A.
salina, durante 48 horas, tendo os resultados demonstrado a ndo toxicidade dos PsC,
relacionada com a sua estabilidade. Também Thirumalaivasan et al.’3® demonstraram a
nao toxicidade e seguranca dos PsC através de ensaios de toxicidade in vivo com a A.
salina, reforcando o seu potencial para aplicacbes biomédicas. Os PsC foram
sintetizados a partir residuos de embalagens de fast-food ndo biodegradaveis e

fucoidan, um polissacarido sulfatado presente em algas marinhas.

1.4. APLICAGOES DE NANOMATERIAIS DE CARBONO

Decorrente das propriedades anteriormente descritas, os NPsC apresentam um vasto
leque de aplicagdes em diversas areas. Na industria alimentar, tem sido avaliada a sua
utilizagdo na detegdo de agentes patogénicos'’, na andlise de aditivos alimentares'8,
na avaliagdo da composigdo nutricional,’”®® na monitorizagdo de embalagens® e
também na detecdo de residuos de pesticidas.™' O seu potencial no tratamento de
agua'#?, na detegdo de explosivos, como o trinitrotolueno (TNT),'? na conversdo de
energia solar, nomeadamente em células solares'* e na degradagdo de poluentes
atmosféricos, como o diéxido de carbono (CO.), através de processos de fotocatalise,
tem também sido explorado.’® A sua aplicabilidade na produgdo de diodos emissores

de luz (LEDs) foi igualmente investigada na ultima década.'*® Neste contexto, estdo
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apresentadas na Figura 1.6 utilizagdes dos NPsC no dominio da biomedicina, sendo

algumas delas posteriormente descritas.

Monitorizagdo em Tempo Real Q Penetragao da barreira intracelular

Alta Eficacia

Alta Solubilidade

Entrega Especifica Biocompatibilidade

Figura L.6. Utilizag&o de PsC em biomedicina (adaptado de Bartkowski et al.).™#”

1.4.1. Biossensores

Devido as excelentes propriedades fluorescentes exibidas pelos pontos de carbono,
especialmente os sintetizados a partir de biomassa, os quais exibem uma superficie
com grande diversidade de grupos funcionais, estes nanomateriais tém sido
amplamente explorados como biossensores.*® A sua capacidade de interagir com
anides, metais pesados e moléculas especificas, resulta em alteragdes quantificaveis
da intensidade de fluorescéncia, possibilitando a detecao seletiva e sensivel dessas

espécies.°

Utilizando diferentes tipos de biomassa lignoceluldsica, Qiu et al.'*® sintetizaram por
carbonizacao hidrotérmica, nanopontos de carbono que exibiram boa solubilidade em
agua, elevada fotoestabilidade, exibindo excelente sensibilidade na detegdo de ides
Fe®*'. Apesar de exibirem um rendimento quéntico relativamente baixo (1.66 %),
demonstraram ser eficazes na detegado deste metal, cuja presenga em alimentos ou

agua pode causar efeitos adversos a saude humana.

O iao arsenito (AsOs;*) que pode estar presente na agua é altamente toxico e
cancerigeno, sendo a sua monitorizacdo ambiental de extrema importancia. Pooja et
al.'® sintetizaram PsC por pirdlise assistida por irradiagdo micro-ondas, utilizando acido
citrico e cisteamina como percursores e funcionalizaram a sua superficie com grupos
tiol recorrendo a ditiotreitol; a presenca do ido arsenito induziu a um aumento da

fluorescéncia quantificavel.

A detegédo de substancias nao metalicas como o ido nitrito (NO2) também tem sido

estudada. Este ido, utilizado como aditivo na conservacao de carnes, esta associado a
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riscos acrescidos de doengas como o cancro ou a hipertensdo. Zhang et al.’®
sintetizaram PsC com rendimento quéntico de fluorescéncia 37.8 %, a partir de
sementes de ginkgo ou nogueira do Japao, por carbonizagido hidrotérmica, os quais

revelaram elevada seletividade e sensibilidade para este ido.

1.4.2. Imagiologia Médica

Considerando as suas propriedades fluorescentes, a sua baixa toxicidade e excelente
biocompatibilidade, os NPsC revelam-se altamente promissores para aplicagbes em
imagem medica, uma técnica fundamental para a visualizagdo de processos biolégicos
em tempo real, como a distribuicdo de farmacos no organismo.%® Contrariamente aos
nanopontos semicondutores metalicos, que apresentam toxicidade significativa, ou
corantes organicos como as green fluorescent proteins (GFP), que sofrem
fotodegradacédo, os NPsC revelam-se como uma alternativa segura, fotoestavel e

ambientalmente sustentavel.46:50

Zhang et al.’™' sintetizaram NPsC a partir da pele de grdo de café, os quais
apresentaram uma boa capacidade antioxidante, elevada fotoestabilidade e
biocompatibilidade. Testes realizados em murganhos revelaram que os PsC se
acumularam principalmente nas células tumorais e no figado, sem interferéncia em
fungdes vitais. Os murganhos encontravam-se vivos mesmos apés 6 dias da aplicagao,

0 que demonstra uma excelente biocompatibilidade in vivo.

Estudos semelhantes foram realizados por Gudimella et al.,'? utilizando como
percursores, cascas de frutas citricas, obtendo nanoparticulas altamente soluveis em
agua, com otimas propriedades fluorescentes, elevada biocompatibilidade e baixa
toxicidade. A funcionalizagdo com acido félico permitiu uma marcagao celular eficiente,

observavel a diferentes comprimentos de onda.

1.4.3. Nanomedicina e Teranodstica

A maioria dos nanomateriais ja utilizados em nanomedicina e terandstica nao
demonstram quaisquer atividade luminescente, o que torna os PsC particularmente
interessantes para estas aplicagbes.%® Para além dos biossensores e da imagem celular
que inclui a monitorizagao de nucleos celulares, os PsC tém sido utilizados na entrega
dirigida de farmacos e genes, bem como em terapia fotodinamica, oferecendo solugdes
promissoras para o diagnostico precoce e tratamento de varias doencgas,

nomeadamente do foro oncoldgico ou infegdes graves.'®?
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A entrega de farmacos por NPsC também se tem revelado altamente promissora, sendo
os NPsC funcionalizados seletivamente de forma a reconhecer alvos celulares
especificos. Zhao et al.’> sintetizaram PsC com dupla resposta ao pH/redox, permitindo
a libertacdo seletiva do farmaco em ambientes tumorais de maior acidez. A
funcionalizagao dos PsC com péptidos arginina-glicina-acido aspartico (RGD) facilitou a
penetragdo do farmaco cisplatina nas células, induzindo a morte celular seletiva em

células cancerigenas, sendo possivel o rastreamento por fluorescéncia.

A terapia fotodindmica é atualmente um tratamento n&o invasivo contra o cancro que
utiliza compostos fotossensiveis ativados por luz para gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS), que induzem a apoptose das células cancerigenas.'’ Foram
sintetizados PsC a partir de amido por Bi et al.,’®® recorrendo a pirdlise, tendo os PsC
sido co-dopados com atomos de nitrogénio e de fluér. Estes PsC demonstraram
capacidade de gerar radicais OH e aniées O, quando irradiados com luz LED, o que

induziu a apoptose das células cancerigenas.

Como vetores nao virais de transferéncia genética, os PsC demonstram também
elevado potencial. O processo de transferéncia genética consiste na introducao de
material genético exégeno nas células, com o objetivo de estudar fungbes génicas,
corrigir mutagdes ou desenvolver terapias para diversas doengas. Vetores virais
tradicionais apresentam riscos biolégicos consideraveis, enquanto os PsC se revelam
como uma alternativa mais segura. Através de interacdes electroestaticas, os PsC
catiénicos formam complexos de carga negativa com o material genético, facilitando a
sua entrada nas células por endocitose mediada.'’ Zhang et al.’*® sintetizaram PsC a
partir de acido citrico e penta-etilenohexamina, através de sintese assistida por
irradiacédo micro-ondas. Os PsC formaram complexos eletrostaticos com ADN numa

proporgao massica de 2:1, demonstrando elevada capacidade de transfecgao genética.

Um dos maiores desafios no tratamento eficiente de doengas neuroldgicas € a
penetragao da barreira hematoencefalica (BHE). Os PsC tém demonstrado capacidade
de ultrapassar esta barreira, viabilizando a entrega de farmacos ao sistema nervoso
central. Leblanc et al' sintetizaram PsC a partir de D-glucose, explorando a
capacidade desta molécula facilitar a penetragdo da BHE, observando-se acumulagao

dos PsC no cérebro.
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II.1. PREAMBULO

Como descrito anteriormente, ha um interesse crescente no desenvolvimento de NPsC
sustentaveis, ndo s6 devido as propriedades que demonstram na area bioldgica,
possibilitando diversas aplicagdes, como também pela vertente ambiental, promovendo
uma bioeconomia circular. Os ouricos da castanha ndo tém nenhuma aplicagao
concreta, sendo normalmente deixados no solo, onde promovem a proliferagcao de

larvas e resultam em desperdicios no setor agricola e financeiro.

No presente Capitulo sera apresentada a caracterizagao fisico-quimica da biomassa
OsC, quantificando-se alguns dos biocompostos presentes e o conteudo em sélidos

totais e cinzas, bem como a sua caracterizagao estrutural.

No que diz respeitos aos NPsC, serdao abordadas as condicbes de sintese por
carbonizacao hidrotérmica com aquecimento convencional (CHAC), em reator Parr e
em mufla. Sera também efetuada uma caracterizagdo estrutural e morfoldégica dos
NPsC, recorrendo a espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN 'H), analise elementar (AE) e
microscopia de forga atémica (AFM). As propriedades fotofisicas serao avaliadas por
espetroscopia de absorgdo no estado estacionario (UV-Vis) e espetroscopia de

fluorescéncia no estado estacionario.

Por fim, serao ainda estudadas algumas atividades bioldgicas dos NPsC sintetizados,
nomeadamente propriedades antioxidantes, atividade antibacteriana, atividade anti-
inflamatéria, citotoxicidade in vitro e in vivo e o seu potencial para marcacao celular por

fluorescéncia.

Paralelamente, de forma a otimizar as condicbes de sintese dos NPsC para a
maximizag¢ao do teor de sodlidos, do rendimento quantico de fluorescéncia, bem como
de algumas das suas bioatividades, nomeadamente atividade antioxidante e anti-
inflamatéria, foi desenvolvido um planeamento experimental fatorial. Constam assim as

seguintes Seccbes no presente Capitulo:

[1.2. Caracterizagao dos Ouricos da Castanha
[1.3. Sintese de Nanopontos de Carbono

[I.4. Design Experimental

[1.5. Avaliagéo da Bioatividade dos NPsC
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I.2. CARACTERIZAGAO DOS OURIGOS DA CASTANHA

A sintese sustentavel de NPsC apresentada neste trabalho recorreu a utilizagdo da
biomassa proveniente dos ourigos da castanha (OsC), um desperdicio muito abundante
na industria agroalimentar do processamento deste fruto. Os ourigos utilizados foram
fornecidos pela industria Agromontenegro, uma das maiores empresas em Portugal
responsavel pela produgédo e comercializagao da castanha, decorrente da colheita em
2024, na sua exploragdo de soutos situados na Serra da Padrela. Na Figura Il.1

encontra-se representada a apanha da castanha e separagao do fruto e do ourico.

Figura I.1. Apanha da castanha e desperdicio do ourigo.%®

Nesta Secado serao descritos os métodos empregues na caraterizacao deste residuo
recorrendo a procedimentos descritos na literatura. Os ourigos foram inicialmente
triturados para promover a homogeneizagdo das amostras, procedendo-se a
identificagdo e quantificagdo de alguns biocompostos, bem como a determinagdo do
teor de cinzas.

A caraterizacdo dos OsC foi assim realizada a partir de extratos aquosos de coloragao
acastanhada, obtidos por extragdo em autoclave utilizando apenas agua como solvente
em razoes biomassa:solvente 1:5, 1:10 e 1:20, tendo-se obtido um teor em solidos totais
médio de 21.26 + 6.46 mg/mL.

Entre os extratos obtidos, selecionou-se o da razdo 1:20, uma vez que foi o que
apresentou os maiores conteudos de biomoléculas. Paralelamente, a quantificagdo de
lipidos foi realizada num extrato obtido por extragcdo continua em extrator Soxhlet com

recurso a n-hexano como solvente.
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1.2.1. Caracterizagao Estrutural

A espetroscopia de FTIR foi utilizada para identificar os principais grupos funcionais

presentes quer nos OsC, quer no respetivo extrato aquoso (Figura 11.2).
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Figura 11.2. Espetros de FTIR dos OsC e do extrato aquoso (pastilha de KBr).

Da analise dos espetros de infravermelho é possivel observar uma banda a 3418 cm
correspondente a ligagao de extensao de O-H (larga) presente em estruturas fendlicas
e alifaticas, bandas caracteristicas de biomassas de origem lenhosa. As bandas
presentes a 2924 e 2850 cm™ s&o caracteristicas das vibragbes de extensdo das
ligagbes C-H de cadeias alifaticas, presentes nos acidos gordos que constituem a
lignina. As bandas a 1731 e 1640 cm™" s3o0 atribuiveis as vibragdes de extensdo C=0 e
C=C. Na regiao das vibragdes de deformacédo estdo presentes bandas a 1476, 1385,
1320, 1239, 1105, 1085, 1080 e 1055 cm referentes a ligagdes C-H, C-C,C-Oe O-He

tipicamente presentes em compostos lignoceluldsicas. '

A analise elementar (AE) de uma amostra de OsC apresentou teores de 45.17 % C, 5.18
% H, 0.37 % N, 47.13 % O (calc.) e < 0.3 % S, corrigidos com o teor de cinzas obtido
(cf. referido na Seccao 11.2.7).

11.2.2. Quantificagao de Compostos Fendlicos Totais

Para a quantificagdo de compostos fendlicos totais no extrato aquoso de OsC foi

utilizado o método de Folin-Ciocalteu, adaptado do método descrito por Reis et al."®°.
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Obteve-se um teor de 68.06 £ 0.79 mg GAE/g OsC de compostos fendlicos, o que

corresponde a 6.81 % a da biomassa.

Num estudo de Pinto et al.® encontram-se reportados valores de 56.20 + 3.43 mg GAE/g
de biomassa seca, para ourigos provenientes da regidao de Tras-os-Montes, regido da
qual provém os OsC e valores de 92.24 + 1.19 e 85.28 £+ 0.70 mg GAE/g de biomassa
seca, para ourigos provenientes da regido da Beira-Alta e Minho, respetivamente. Os
valores obtidos encontram-se ligeiramente acima do esperado. Estas diferengcas podem
ser devidas a alteragcdes na humidade dos solos onde as castanhas s&o cultivadas, que

se refletem num aumento da quantidade de biocompostos presentes na biomassa.®

11.2.3. Quantificagao de Hidratos de Carbono Totais

Os hidratos de carbono totais presentes no extrato aquoso de OsC foram quantificados
através do método do fenol-sulfurico, adaptado do descrito por Masuko et al..®® Obteve-
se um teor de 89.05 = 1.01 mg/g OsC de hidratos de carbono, correspondendo a 8.91

% da biomassa.

O valor obtido encontra-se abaixo dos valores descritos na literatura; Pinto et al.®
indicam teores de 67.87 £ 0.17 % para os ouricos provenientes de Tras-os-Montes.
Embora os valores reportados na literatura sejam muito variaveis, o teor obtido é
bastante inferior, podendo ser justificado pelo processo de extragdo e solvente
utilizados, uma vez que a agua tem dificuldade em penetrar no ourigco da castanha,
devido a cera e resina que possui também na sua composigao, bem como a presenca
de carbohidratos insoluveis em agua, comprometendo a extracao efetiva destes

biocompostos. ¢

11.2.4. Quantificagao de Polissacaridos
11.2.4.1. Quantificagao de B-(1,3)-D-glucanos

Os B-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice presentes no extrato aquoso de
OsC foram quantificados através do método do corante Congo Red, descrito por
Semedo et al.*” Os resultados obtidos indicaram um conteudo de 9.21 + 1.47 mg/g OsC,
correspondendo a um teor de 0.92 % de B-(1,3)-D-glucanos na biomassa. Na literatura
nao se encontra descrita a quantificagdo de $-(1,3)-D-glucanos presentes em OsC, nem
na castanha. Contudo, Costa-Trigo et al.’®" identificaram um teor de 20.04 + 0.18 % de
glucanos nos ourigos da castanha secos, sendo este valor bastante superior, uma vez

que se refere ao contetdo de glucanos totais presentes na biomassa. A semelhanca
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do descrito para os hidratos de carbono totais, o baixo teor de B-(1,3)-D-glucanos
determinado pode resultar da utilizacdo de agua como solvente de extracao e do facto
do método utilizado detetar especificamente 8-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla

hélice.

11.2.4.2. Quantificagdo de Polissacaridos Sulfatados

Para a quantificacdo de polissacaridos sulfatados nos OsC, aplicou-se o método do
corante azul de toluidina, adaptado do descrito por Hahn et al..*® O teor obtido a partir
do extrato aquoso foi de 3.97 % da composi¢cao da biomassa, correspondendo a 39.69
+ 0.25 mg/g OsC.

Nao se encontram reportados na literatura valores relativos a quantidade de
polissacaridos sulfatados para este tipo de residuo. No entanto, é expectavel que este
valor seja baixo uma vez que este biocomposto é normalmente mais abundante em

organismos aquaticos, nomeadamente em algas marinhas e microalgas.%®

11.2.5. Quantificagao de Proteinas Totais

A quantificagdo de proteinas totais presentes no extrato aquoso de OsC foi efetuada
pelo método adaptado do descrito por Bradford et al.,*' sendo obtido um teor de 0.74 %

de proteinas na composigéo da biomassa, equivalente a 6.91 + 0.23 mg/g OsC.

Era expectavel um baixo teor de proteinas, pois a prépria castanha possui um baixo teor
deste biocomposto, encontrando-se de acordo com o reportado na literatura. Pinto et
al.® reportam um teor de proteinas nos ourigos da castanha de 3.14 + 0.15 %, para os
oriundos da regido de Tras-os-Montes e 2.22 + 0.01 e 3.16 + 0.09 %, para as castanhas
produzidas nas regides da Beira-Alta e Minho, respetivamente. As discrepancias
observadas podem ser justificadas, uma vez mais, pelas distintas condi¢cdes
edafoclimaticas no desenvolvimento destas culturas, as quais exercem influéncia direta

na composigdo em biocompostos.®

11.2.6. Quantificagao de Lipidos

Foi aplicado o método gravimétrico apds extragdo continua em Soxhlet, utilizando n-
hexano como solvente para determinar o teor de lipidos, tendo-se obtido um teor de
1.13 %, correspondente a 11.32 + 0.35 mg/g OsC.
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A semelhanca do contetido deproteinas, era também expectavel um baixo teor em
lipidos uma vez que esta é uma das caracteristicas nutricionais da castanha mais
conhecidas. Encontra-se reportado na literatura por Pinto et al.° um valor de 1.59 + 0.01
% para os OsC provenientes de Tras-os-Montes e 0.85 £ 0.00 e 1.19 + 0.01 % para os
ouricos das regifes da Beira-Alta e Minho, respetivamente, validando os resultados
obtidos.

11.2.7. Quantificacao de Cinzas

O teor de matéria inorgénica presente na biomassa foi avaliado recorrendo a
determinacgao de cinzas dos OsC. Obteve-se um valor de 2.06 £ 0.22 %, equivalente a
20.59 £ 2.20 mg/g biomassa, estando este valor concordante com o descrito na literatura
(1.80 £ 0.06 % para os OsC provenientes de Tras-os-Montes e 1.37 £ 0.05e 5.61 £ 0.27

% para os ourigos das regides da Beira-Alta e Minho, respetivamente). °

O espetro de FTIR das cinzas de OsC encontra-se apresentado na Figura 1.3,
observando-se uma banda proeminente a 1416 cm™, que identifica a presenca de
carbonatos, uma vez que a mesma € caracteristica de vibracbes de extensdo C=0

assimeétricas.
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Figura I1.3. Espetro de FTIR das cinzas da biomassa OsC (pastilha de KBr).
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11.2.8. Caracterizacao Global dos OsC

A caracterizagao fisico-quimica da biomassa encontra-se descrita na Tabela 1.1, sendo
a quantificacdo dos compostos bioativos presentes nos OsC apresentados na Tabela
.2.

Tabela II.1. Caracterizagao fisico-quimica dos OsC.

Parametro OsC
Sélidos Totais (mg/mL) 21.26 + 6.46
Cinzas (%) 2.06 £ 0.22
Microanalise (%) 4517 C,5.18 H,0.37 N, 47.13 O (calc.) e < 0.3 S

Valores médios + DP dos replicados.

Tabela I1.2. Compostos bioativos presentes nos OsC.

Biocomposto Composicao
Fendlicos Totais' (mg GAE/g OsC) 68.06 £ 0.79
Hidratos de Carbono Totais' (mg/g OsC) 89.05 £ 1.01
B-(1,3)-D-glucanos’ (mg/g OsC) 9.21+147
Polissacaridos sulfatados’ (mg/g OsC) 39.69+0.25
Proteinas' (mg/g OsC) 6.91 £ 0.23
Lipidos? (mg/g OsC) 11.32 £ 0.35

'Quantificagéo realizada a partir do extrato aquoso; 2Quantificagéo realizada

a partir do extrato de n-hexano; valores médios + DP dos replicados.

Tal como referido anteriormente, os biocompostos disponiveis na biomassa dependem
de varios fatores, nomeadamente das condi¢des e métodos de extracdo, bem como das
préprias condigdes edafoclimaticas em que se desenvolvem os OsC (e.g. em solos mais

humidos, os biocompostos s&o preservados mais facilmente).®

Recorreu-se a extragdo em autoclave utilizando agua como solvente, no entanto, para
a extracdo de alguns biocompostos, nomeadamente os hidratos de carbono totais e
polissacaridos, este solvente apresenta limitagdes, pois a agua tem dificuldade em
penetrar no ourico da castanha e alguns destes biocompostos possuem baixa
solubilidade em &gua, reduzindo assim a eficiéncia da extragdo.'® Outro fator
potencialmente determinante na composi¢cao quimica dos OsC refere-se ao momento
da colheita, realizada quando estes ja se encontravam secos e caidos no solo, o que

pode ter alterado algumas de suas propriedades quimicas.
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I1.3. NANOPONTOS DE CARBONO A PARTIR DOS OURIGCOS DAS
CASTANHAS

A propriedades e caracteristicas dos NPsC sintetizados sdo abordadas nesta Segéo,
sendo comparadas as condi¢gBes de sintese, de modo a determinar quais as que mais
influenciam determinadas propriedades e quais as mais vantajosas. Os NPsC foram
caraterizados estruturalmente e morfologicamente e foram exploradas as suas
propriedades luminescentes, nomeadamente a sua fotoestabilidade e a sua

luminescéncia ajustavel.

I.3.1. Sintese de NPsC por Carbonizagcdo Hidrotérmica por Aquecimento

Convencional

Na obtencdo dos NPsC foi utilizada como metodologia de sintese a carbonizacéo
hidrotérmica por aquecimento convencional (CHAC), recorrendo a aquecimento em
reator de alta-pressao Parr (RAP) e aquecimento em mufla (AM). Nesta Seccdo serao
explorados os dois métodos de aquecimento aplicando diferentes condigbes reacionais
(e.g. temperatura, tempo de residéncia, natureza do aditivo) e o seu efeito nas
propriedades fotofisicas dos NPsC obtidos. Sera apresentada a caracterizacao
estrutural e 6tica dos NPsC e determinados os rendimentos quanticos de fluorescéncia
(@) recorrendo a utilizagdo de sulfato de quinino em H>SO4 0.1 M, como padrao de
referéncia (vide Seccao 111.2). Sera igualmente determinado o tempo de vida de

fluorescéncia dos NPsC e ainda, o seu potencial .

11.3.1.1. Carbonizacao Hidrotérmica em Reator de Alta-Pressao Parr

Os ensaios de CHAC foram realizados em RAP em vaso de ago-inox, onde foram
adicionadas ca. 3 g de OsC e 100 mL de agua ultrapura. Como fonte de nitrogénio para
a funcionalizagdo dos NPsC foram testados dois aditivos, nomeadamente
etilenodiamina (ED) e ureia em diferentes racios massicos aditivo/OsC. Sendo um dos
objetivos do presente trabalho realizar o design experimental para algumas das
condicdes reacionais em estudo, todos os ensaios em reator Parr foram realizados em

duplicado.

As condicbes reacionais foram selecionadas com base em estudos anteriores

desenvolvidos pelo grupo de investigag&o.®+-%

A presencga de nitrogénio na superficie dos NPsC favorece a sua funcionalizagéo
diversificada, possibilitando a modulagdo das suas propriedades. Neste contexto,

procurou-se avaliar de que forma a natureza do aditivo influencia as caracteristicas dos
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NPsC, em particular o seu rendimento massico, o teor de sdlidos e o rendimento
quantico de fluorescéncia (&), propriedade de particular interesse para aplicagdes

biolégicas.

Foram utilizadas preferencialmente aminas alifaticas na funcionalizagdo dos NPsC, uma
vez que de acordo com Mishra et al.,'®? a utilizagdo de aminas aromaticas resulta numa
reducdo do rendimento quantico de fluorescéncia, embora possa proporcionar um
desvio batocromico no seu espetro de fluorescéncia. Tal deve-se a introdugédo de
processos adicionais de desexcitacdo nao radiativa, promovidos pela presenca do anel

aromatico.

Os ensaios iniciais tiveram como objetivo avaliar a influéncia da natureza do aditivo,
bem como a sua auséncia nas carateristicas dos nanomateriais produzidos. Nos
ensaios apresentados, as m.r. foram sujeitas a tratamento hidrotérmico durante 6 horas,
a 250 °C, com velocidade de agitacao de 180 rpm e um racio massico aditivo/OsC de
0.16 (Tabela I1.3).

Tabela I1.3. Efeito da natureza do aditivo nas propriedades dos NPsC.

Ensaio Aditivo Rendimento NPsC (%) Teor de Sélidos (mg/mL) & (%)?
NPsC/OsC_01 - 7.6 2.54 6.8
NPsC/OsC_02 ED 12.9 5.21 19.8
NPsC/OsC_03 Ureia 5.6 2.73 6.3

Condigoes reacionais: OsC = 30 mg/mL, 250 °C, 6h, 180 rpm, racio aditivo/OsC = 0.16; ®Aexc = 380 nm.

Verifica-se que os NPsC funcionalizados com ED apresentam um maior rendimento
massico e um teor de sélidos superior, bem como um rendimento quantico que se
destaca significativamente quando comparado com os valores resultantes dos ensaios
com ureia ou mesmo na auséncia de qualquer aditivo. Os NPsC obtidos na presenca de
ureia apresentam um rendimento massico inferior comparativamente aos NPsC sem

aditivo, apresentando, no entanto, teores de sdlidos e @& semelhantes.

Estes resultados estao de acordo com o esperado, considerando a estrutura das aminas
utilizadas. A ED é uma amina alifatica com forte caracter nucleofilico, o que Ihe confere
a capacidade de doar eletrdes e passivar os defeitos de superficie. Por outro lado, a
ureia possui um grupo carbonilo, que retira densidade eletrénica aos grupos amina,

reduzindo a sua nucledfilia.
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Tendo em vista a avaliagdo da influéncia do racio massico aditivo/OsC nas
caracteristicas e propriedades 6ticas anteriormente referidas, foram realizados ensaios

com diferentes racios para os dois tipos de aditivos.

Uma vez que se demonstrou anteriormente que na presenca de ED foram obtidos NPsC
com propriedades mais promissoras, 0s ensaios que de seguida se apresentam foram
realizados, na sua maioria, na presencga deste aditivo.

Na Tabela 1.4 sdo apresentados os resultados obtidos onde foi variado o racio de ED.

Tabela 1l.4. Efeito do racio biomassa/aditivo nas propriedades dos NPsC.

Ensaio ED/OsC Rendimento NPsC (%) Teor de Solidos (mg/mL) @& (%)?
NPsC/OsC_04 0.08 7.9 3.22 24.6
NPsC/OsC_02 0.16 12.9 5.21 19.8
NPsC/OsC_05 0.32 14.9 7.28 12.7

Condigbes reacionais: OsC = 30 mg/mL, 250 °C, 6h, 180 rpm; 21ex = 380 nm.

Verifica-se que o aumento do racio massico ED/OsC se traduz num aumento do
rendimento massico e do teor de sdlidos, embora o rendimento quantico de
fluorescéncia diminua significativamente com o aumento do teor da amina.

Por outro lado, os ensaios realizados na presenca de ureia (Tabela 11.5) revelaram um
decréscimo em todos os parametros (rendimento massico em NPsC, teor de sdlidos e

rendimento quéntico).

Tabela II.5. Efeito do racio biomassa/aditivo nas propriedades dos NPsC.

Ensaio Ureia/lOsC Rendimento NPsC (%) Teor de Sdélidos (mg/mL) @k (%)
NPsC/OsC_06 0.08 9.6 3.57 10.72
NPsC/OsC_03 0.16 5.6 2.73 6.3°

Condigdes reacionais: OsC = 30 mg/mL, 250 °C, 6h, 180 rpm; e, = 340 nm. PAec = 380 nm.

Ao contrario do observado para o aditivo ED, para a ureia um aumento do racio massico
ureia/OsC traduz-se num menor rendimento massico e menor teor de sélidos, sendo

também o seu rendimento quantico de fluorescéncia inferior.

Wang et al.'®® demonstraram que existe uma relagdo direta entre a quantidade de aditivo
e as propriedades oticas. Apds se atingir o valor 6timo que originou 0 maximo de @,

verificou-se um decréscimo acentuado desta propriedade com o aumento do racio
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massico de aditivo, o que pode justificar a variagdo de @r apresentada nas Tabelas 11.4.
e ll.5.

O tempo de residéncia da m.r. € um parametro determinante nas propriedades destes
nanomateriais, tendo sido avaliados diferentes tempos de carbonizagao sob condi¢des
hidrotérmicas a 250 °C, com velocidade de agitacdo de 180 rpm e diferentes racios
massicos de ED (Tabela 1.6 e 11.7).

Tabela I1.6. Efeito do tempo de residéncia nas propriedades dos NPsC.

Ensaio Tempo (h) Rendimento NPsC (%) Teor de Solidos (mg/mL) @r (%)?
NPsC/OsC_07 4 10.9 3.94 18.7
NPsC/OsC_04 6 7.9 3.22 24.6
NPsC/OsC_08 12 8.3 2.98 225

Condigdes reacionais: OsC = 30 mg/mL, racio massico ED/OsC = 0.08, 250 °C, 6h, 180 rpm; ?Aexc = 380 nm.

Para um racio ED/OsC de 0.08 e tempo de residéncia de 6h, foi atingido o rendimento
quéantico mais elevado (25%), decrescendo ligeiramente para tempos de reacdo
superiores (23%), embora para 4h de reagdo tenha sido atingido o maior rendimento
massico em NPsC (11%).

O teor de sélidos nao é diretamente influenciado pelo tempo de reacdo, mantendo-se

praticamente constante para os tempos estudados.

Tabela I1.7. Efeito do tempo de residéncia nas propriedades dos NPsC.

Ensaio Tempo (h) Rendimento NPsC (%) Teor de Solidos (mg/mL) @&k (%)
NPsC/OsC_09 4 12.6 4.98 18.32
NPsC/OsC_02 6 12.9 5.21 19.82
NPsC/Osc_10 12 14.1 5.64 16.20

Condigdes reacionais: OsC = 30 mg/mL, racio massico ED/OsC = 0.16, 250 °C, 180 rpm; ®Aexc = 380 nM; ® Aeye =
340 nm.

Os resultados obtidos mostram que o melhor rendimento quantico (19.8%) foi obtido
para um tempo de reagcdo de 6h, embora a diferenga nao seja significativa quando
comparada com os tempos de 4h e 6h (18.3 % e 16.2%, respetivamente). Quer os
rendimentos massicos, quer o teor de solidos, apresentaram valores muito semelhantes
para os tempos de reagao testados. Refira-se, que NPsC obtidos a partir de acido citrico,

molécula simples e utilizada em ensaios modelo em condi¢des reacionais equivalentes,
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apresentam @& da mesma ordem de grandeza, o que confere a estes NPsC sintetizados
elevado potencial para aplicagbes na area da bioimagem.'64

Ensaios analogos foram realizados utilizando ureia como fonte de nitrogénio
(Tabela 11.8).

Tabela I1.8. Efeito do tempo de residéncia nas propriedades dos NPsC.

Ensaio Tempo (h) Rendimento NPsC (%) Teor de Sélidos (mg/mL) @&k (%)?
NPsC/OsC_11 4 9.2 3.34 11.8
NPsC/OsC_06 6 9.6 3.57 10.7

Condicdes reacionais: OsC = 30 mg/mL, 250 °C, 180 rpm, racio ureia/OsC = 0.08; @exc = 340 nm.

Os resultados obtidos revelam que o aumento do tempo de reacdo nao teve impacto

nas propriedades em estudo.
Uma avaliagao analoga foi realizada utilizando ureia como aditivo (Tabela 11.9.).

Tabela I1.9. Efeito do tempo de residéncia nas propriedades dos NPsC, com Ureia/OsC = 0.16.

Ensaio Tempo (h) Rendimento NPsC (%) Teor de Sélidos (mg/mL) Dr (%)
NPsC/OsC_12 4 9.6 3.94 8.02
NPsC/OsC_03 6 5.6 2.73 6.3°

Condigdes reacionais: OsC = 30 mg/mL, 250 °C, 180 rpm, racio ureia/OsC = 0.16; @Jex; = 340 nm. ® Ao, = 380 nm.

Para um racio massico ureia/OsC superior (0.16), o aumento do tempo de residéncia
diminuiu significativamente o rendimento massico (ca. 10% — 6%), sendo os @& muito
semelhantes. Estes resultados sao concordantes com dados da literatura, verificando-
se que um aumento do tempo de residéncia se traduz num aumento do @, sendo
atingido um valor 6timo, a partir do qual ocorre um decréscimo significativo desta
propriedade.

Esta variagdo permite inferir que curtos periodos de reacdo ndo conduzem a
carbonizacdo completa da biomassa, comprometendo a funcionalizacdo da superficie
dos NPsC.'® Bandi et al'® demonstraram o efeito do tempo de reagdo nas
propriedades dos PsC a partir de casca de cebola por um processo de carbonizagao

hidrotérmica.

11.3.1.2. Carbonizagao Hidrotérmica em Mufla

Paralelamente, foram também realizados ensaios via CHAC recorrendo a aquecimento
em mufla (AM), de modo a comparar o efeito das diferentes fontes de aquecimento nas

propriedades dos NPsC. Os ensaios em mufla foram realizados num reator de ago-inox
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com vaso de Teflon, onde se adicionaram ca. 900 mg de OsC e 30 mL de agua ultrapura.
Como fonte de nitrogénio, apenas se testou ED, com diferentes racios massicos

ED/OsC (Tabela 11.10), tendo todos os ensaios sido realizados em duplicado.

Tabela 11.10. Efeito do racio ED/OsC nas propriedades dos NPsC.

Ensaio ED/OsC Rendimento NPsC (%) Teor de Solidos (mg/mL) @&k (%)?
NPsC/OsC_13 0.08 11.2 11.45 7.9
NPsC/OsC_14 0.16 13.5 6.15 5.6
NPsC/OsC_15 0.32 13.7 9.6 34

Condigdes reacionais: OsC = 30 mg/mL, 170 °C, 12h; @4ex. = 380 nm.

Os resultados obtidos revelam que o aumento do racio massico conduz a uma
diminui¢cdo do @&, embora sem grande expressao no rendimento em NPsC.

Foi também avaliado o efeito do tempo de residéncia nas propriedades dos NPsC para
um racio massico ED/OsC de 0.32 (Tabela I1.11). Os resultados obtidos mostram que
uma diminuicdo do tempo de reacgao (12h — 6h) nao produz um efeito significativo no
@r, verificando-se um ligeiro aumento no teor de sélidos, bem como no rendimento

massico que sofreu um aumento de ca. 5 %.

Tabela 1l.11. Efeito do tempo de residéncia nas propriedades dos NPsC.

Ensaio Tempo (h) Rendimento NPsC (%) Teor de Sélidos (mg/mL) &r (%)?
NPsC/OsC_15 12 13.7 9.6 3.4
NPsC/OsC_16 6 18.4 11.8 4.2

Condigdes reacionais: OsC = 30 mg/mL, racio ED/OsC = 0.16, 170 °C; 24exc = 380 nm.

Os resultados obtidos permitem concluir que a carbonizagao hidrotérmica no reator Parr
origina NPsC com @& mais elevados, tendo sido alcangados valores até ca. 25%, nunca
tendo os NPsC obtidos por carbonizagdo em mufla obtidos tais valores. Estes resultados
revelam-se muito promissores, quando comparados com os NPsC obtidos a partir da
carbonizacgao de ourigos de castanha, trabalho recentemente desenvolvido no grupo de
investigagao por Borges et al.."®® Por outro lado, o teor de sélidos dos NPsC obtidos via
mufla foi mais elevado (11.8 mg/mL vs. 6.2 mg/mL), ndo se verificando diferenga no

rendimento massico entre os dois métodos (18.9 % no reator Parr e 18.4 % na mufla).
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11.3.2. Purificagdo dos Nanopontos de Carbono

Decorrente do processo de sintese, a mistura reacional apresenta, para além dos NPsC,
moléculas inorganicas provenientes dos OsC que sofreram carbonizagdo. Estas
moléculas podem interferir com as propriedades luminescentes intrinsecas dos NPsC,
pelo que se torna imprescindivel a sua remogéo, de modo a garantir que a fluorescéncia
observada é proveniente unicamente dos NPsC, contribuindo este processo para uma

melhoria das suas propriedades.

Assim, apés cada ensaio, foram realizadas varias etapas de purificacao, nomeadamente
filtracdo da m.r. por membrana de acetato de celulose, seguida de extracio liquido-

liquido com solventes organicos apropriados, designadamente CH.CI2 e AcOEt.

Posteriormente os NPsC/OsC_01, NPsC/OsC_08 e NPsC/OsC_11 foram purificados
utilizado membranas de acetato de celulose, previamente preparadas para este fim,
exibindo tamanho de poros de 17.4 nm (AC22) e 80.6 nm (AC30), com o intuito de
remover quaisquer moléculas com peso molecular superior a 10.45 e 21.45 kDa,

respetivamente.

1ll.3.2.1. Isolamento por Filtragado em Membrana

A purificacdo dos NPsC sintetizados envolveu uma filtragdo por membrana de acetato
de celulose regenerada, com um tamanho de poro 0.2 ym. O residuo insoluvel retido na
membrana, de coloracao acastanhada, foi seco a 105 °C e, posteriormente quantificado,

sendo isolados os NPsC como solugcbes aquosas de coloragdo amarela-acastanhada.

Os ensaios em reator de alta-pressdo apresentaram ca. 25 % de residuo insoluvel,
sendo obtidos valores bastante superiores nos ensaios resultantes do aquecimento em
mufla (ca. 48.8 %), valores calculados em fungdo da massa inicial de biomassa e de

aditivo.

Na Figura 11.4 é apresentado o espetro de FTIR do residuo insoluvel apds evaporagao
a secura a 105 °C, resultante do ensaio realizado na presenga de ureia como aditivo
(Ureia/OsC = 0.16, 250 °C, 6 h) e RAP.
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Figura I1.4. Espetro de FTIR do residuo insoluvel retido na membrana (pastilha de KBr).

O espetro apresenta uma banda a 3429 cm™, correspondente a ligagdo O-H (banda
alargada), acompanhada de uma banda de extensdo N-H (ombro) presente a ca. 3255
cm™, seguidas das bandas carateristica das vibragdes C-H de grupos alquilo. A 1627
cm™' observa-se uma banda correspondente as extensdbes C=C e C=N, sendo estas
caracteristicas de pontos de carbono.?® Algumas das bandas a menores nimeros de
onda, nomeadamente abaixo de 1400 cm™, surgem bandas carateristicas deste tipo de
biomassa, nomeadamente as bandas que ocorrem de 1300-1000 cm™, podem ser

atribuidas a vibragdes originadas por carbohidratos.'*®

11.3.2.2. Purificagao por Extragao Liquido-Liquido

Apds a filtragao foram efetuadas extragdes liquido-liquido com CH2Cl; e AcOEt, sendo
a remogao do solvente organico residual presente na fase aquosa removido por
evaporacao, sendo a mesma posteriormente armazenada sob atmosfera inerte a 4 °C.
As fases organicas, a semelhanca do residuo insoluvel foram levadas a secura a
105 °C e quantificadas.

Os ensaios realizados em reator de alta-pressao originaram residuos ca. 2.4 % para a
fracdo de CH.Cl, e ca. 1.2 % para a fragao proveniente de AcOEt. O rendimento massico
global de conversdo médio foi 28.3 £ 0.2 %. Para os ensaios em mufla, obtiveram-se
residuos das fragbes de residuo de CH.Cl, e de AcOEt ca. 25 % e 0.25 %,
respetivamente. O rendimento massico global de converséo foi em média 51.5 + 0.87
%.
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Na Figura 1.5 apresenta-se o espetro de FTIR das fragbes organicas apos evaporagao
a secura a 105 °C, da carbonizagéo dos OsC realizada em mufla com racio ED/OsC =
0.08, 170 °C e 12h de tempo de residéncia.
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Figura Il.5. Espetro de FTIR das fragdes organicas do ensaio NPsC/OsC_13 (pastilha de KBr).

E possivel observar que os espetros de ambas as fragdes organicas apresentam perfis
semelhantes. As bandas observadas a ca. 3400 cm™ correspondem as vibragbes de
extensdo O-H, que indicam a presenga de grupos alifaticos. A 2924 cm™ é possivel
observar bandas atribuiveis as ligagdes C-H e a ca. 1640 cm™ observam-se bandas que
correspondentes as ligagdes C=0.

11.3.2.3. Purificagdao por Membrana

Adicionalmente, efetuou-se a purificagdo de algumas dispersdes aquosas de NPsC
previamente selecionadas, utilizando membranas de acetato de celulose sintetizadas
para o efeito, cujo procedimento se encontra descrito na Secgéo 111.4.2.3.
Submeteram-se trés solugbes aquosas de NPsC ao processo de purificagéo, utilizando
uma membrana AC30, com tamanho médio de poro 80.6 nm (21.45 kDa), tendo o
respetivo permeado sido sujeito a nova filtragdo com uma membrana AC22, com um
tamanho médio de poro 17.4 nm (10.45 kDa) e avaliada a fluorescéncia das diferentes
fragcbes.

Segundo Li et al.?° e Bao et al.,'®” o tamanho dos NPsC pode influenciar a fluorescéncia

dos mesmos, estando tamanhos menores associados a propriedades luminescentes
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superiores. Embora esta correlagdo ndo seja ainda consensual, pretendeu-se avaliar se
ocorreria uma melhoria na luminescéncia.

Os resultados obtidos relativamente ao @ antes e apds permeagao encontram-se na
Tabela 11.12.

Tabela I1.12. Efeito de permeagao por membranas no rendimento quantico de fluorescéncia e teor

de solidos.
Ali o, ()
o TdeSes gy @00 @00
NPsC/OsC_01-AC30 1.90 6.8 41 5.7
NPsC/OsC_01-AC22 0.70 - 5.0 5.3
NPsC/OsC_08-AC30 2.60 22.5 18.6 19.9
NPsC/OsC_11-AC30 1.70 11.8 8.1 8.7

O rendimento quantico das diferentes fragdes/ensaios nao sofreram alteracao
significativa decorrente dos procedimentos de filtracao por membrana de AC, nio tendo
sido possivel confirmar se houve uma melhoria das propriedades fotofisicas dos NPsC.
Contudo, ¢ de realcar que nao tendo sido permeado a totalidade do volume de solugao
aquosa, condigdo necessaria para uma comparagao entre o concentrado e o permeado,

ainda estariam presentes no concentrado, NPsC de menor tamanho.

Visualmente, observaram-se diferengas entre o concentrado e o permeado, permitindo
afirmar que houve uma purificacao eficiente das dispersdes aquosas de NPsC. As
solugcdes aquosas e o0 concentrado apresentavam particulas insolluveis precipitadas,
enquanto o permeado se apresentou como uma solugdo homogénea, nao sendo
perceptivel a presenga de precipitado. Estruturas de maior peso molecular (> 21.45 kDa)

terdo ficado retidas no concentrado.

11.3.3. Caracterizag¢ao Estrutural

A caracterizagdo estrutural dos NPsC foi realizada por espetroscopia de FTIR, RMN'H
e analise elementar. Ressalva-se que, em virtude da natureza heterogénea dos NPsC
sintetizados, a caraterizagdo estrutural ndo pode ser considerada exaustiva, nem

totalmente inequivoca.

Na sequéncia das propriedades avaliadas em cima e da comparagao entre as duas
fontes de aquecimento, pretendeu-se avaliar de que modo os métodos de aquecimento

influenciam a estrutura dos NPsC. Na Figura II.6. apresentam-se os espetros de FTIR
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dos NPsC obtidos em reator Parr (NPsC/OsC_04, ED/OsC = 0.08, 250 °C, 6h, 180 rpm)
e em mufla (NPsC/OsC_13, ED/OsC = 0.08, 170 °C, 12h. 180 rpm).
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Figura 11.6. Espetros de FTIR dos NPsC sintetizados por CHAC (pastilha de KBr).

Verifica-se que os perfis de ambos os espetros sdo muito semelhantes e da sua analise
identifica-se a 3433 cm™ uma banda correspondente a ligagdo O-H (larga),
acompanhada de um ombro a ca. 3230 cm™ atribuido a extensdo da ligagdo N-H. As
bandas presentes a 2924 e 2932 cm™' correspondem a presenga de grupos alifaticos.
As bandas de extensédo atribuiveis a existéncia de acidos/carboxilatos e amidas séo
observaveis a ca. 1649 cm™ (C=0) e a ca. 1600 cm™ (C=C e C=N), estando presentes

as bandas de extenséo C-C a ca. 1421 (CH. def) e 1408 cm™ (CHj3 def).

Os espetros de FTIR resultantes dos ensaios realizados em reator Parr com a variacao

do racio massico aditivo/OsC s&o apresentados na Figura I1.7.
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Figura I1.7. Espetros de FTIR dos NPsC sintetizados por CHAC em reator Parr e mufla (pastilha de KBr).

Os espetros apresentam bandas a 3433, 3418 e 3425 cm™ correspondentes a ligagéo
O-H (larga) e a banda de extensdo N-H (ombro) a 3251 3236 e a 3242 cm™'. As bandas
que ocorrem a 2925, 2930 e cm™' sugerem a presenca de grupos alifaticos. As extensdes
C=C e C=N s&o responsaveis pelas bandas observadas a 1629, 1651 e 1654 cm™,

enquanto a extensdo C-C é responsavel pelas bandas a 1408 e 1437 cm™.

Nao se verificaram diferengas significativas que sugiram alteragées estruturais no NPsC
quando alterado o racio massico aditivo/OsC. As bandas observadas sao as bandas

tipicas identificadas em pontos de carbono.

De modo a complementar a analise estrutural dos nanomateriais produzidos foram
também tragados os espetros de RMN 'H das dispersdes aquosas dos NPsC obtidos
em reator Parr na auséncia de qualquer fonte de nitrogénio (NPsC/OsC_01) e com
racios de ED 0.08 € 0.16 (NPsC/OsC_04 e NPsC/OsC_02, respetivamente) (Figura I1.8).
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Figura 11.8. Espetros de RMN 'H de dispersées aquosas de NPsC/OsC_01, NPsC/OsC_04 e NPsC/OsC_02
(400 MHz, D20, 25 °C); *solvente residual.

Os espetros apresentados exibem maioritariamente sinais de C-H alifaticos entre 0.50
e 2.45 ppm. Entre 3.20 e 4.20 ppm verificam-se sinais correspondentes a ligagées CH-
O e CH-N. Na regiao dos protdes aromaticos, os sinais sao impercetiveis, nao se

podendo atribuir ressonancias a protdes dessa natureza.

Na Tabela 11.13 sao apresentados os valores resultantes da analise elementar dos NPsC
obtidos com diferentes tipos de aditivo e também com variacdo do racio massico
aditivo/OsC, tendo os respetivos teores elementares sido corrigidos com o respetivo teor

de cinzas.
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Tabela 11.13. Efeito da natureza do aditivo e do racio massico ED/OsC na composig¢éo elementar
dos NPsC obtidos por aquecimento em reator Parr.

Microanalise

reaio - Gondisoes cinas
%C %H %N %O (calc.)
NPsC/OsC_01 . 45.44 5.38 2.51 35.55 11.11
NPsC/OsC_04 ED/OsC = 0.08 46.77 5.94 7.13 36.34 3.82
NPsC/OsC_02 ED/OsC =0.16 50.07 7.1 10.03 29.19 3.61
NPsC/OsC_05 ED/OsC =0.32 50.93 6.99 14.55 24.66 2.88
NPsC/OsC_06 Ureia/OsC = 0.08 49.80 5.67 5.04 33.48 6.01
NPsC/OsC_03 Ureia/OsC = 0.16 45.73 5.15 6.22 34.30 8.61

Condigdes reacionais: OsC 30 mg/mL, 250 °C, 6 h, 180 rpm; < 0.03 % S.

Da analise dos resultados obtidos verifica-se que o incremento de ED se reflete no
aumento do teor de nitrogénio (2.52 % — 14.55 % na presenca de ED como aditivo),
sendo essa tendéncia menor para os NPsC obtidos na presencga de ureia (6.22 % para
o racio de OsCl/ureia = 0.16).

Estes resultados, quando correlacionados com o rendimento quantico de fluorescéncia,
permitem inferir que contetidos mais elevados de ED ndo conduzem ao incremento
desse parametro, verificando-se um decréscimo com o aumento do racio massico
ED/OsC (25 % — 13 %); comportamento idéntico foi observado nos ensaios realizados

na presenca de ureia (11 % — 6 %).

A realizagcdo de ensaios antimicrobianos, recorrendo a utilizagdo de uma dada
substancia, permite avaliar a interacdo sinérgica ou aditiva entre uma substancia e um
microorganismo, a qual, caso exista, sugere a existéncia de potencial antimicrobiano.'6®
A quantificagdo da carga superficial dos NPsC, recorrendo a determinagao do potencial
¢, permite assim correlacionar as carateristicas superficiais com a capacidade

antimicrobiana que os NPsC possam apresentar.

Na Tabela seguinte s&o apresentados os potenciais  determinados.
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Tabela 11.14. Potencial { de dispersdes aquosas de NPsC (1 mg/mL).
Condig Rendiment Teor Potencial ¢
Ensaio ondigoes ;‘; 'é“";}‘ ©  sélidos V)

reacionais sC (%) (mgmL-)
NPsC/OsC_01 . 7.60 2.54 -15.86 + 0.16
NPsC/OsC_04 ED/OsC =0.08 7.90 3.22 -16.64 + 0.70
NPsC/OsC 02 ED/OsC =0.16 12.10 4.77 -21.90+1.85
NPsC/OsC_05 ED/OsC =0.32 14.90 7.28 -24.42 + 0.41
NPsC/OsC_06 Ureia/OsC = 0.08 9.60 3.57 -29.92 +0.38
NPsC/OsC_03 Ureia/OsC = 0.16 5.60 2.73 -14.44 £ 0.45

Condigbes reacionais: OsC 30 mg/mL, 250 °C, 6 h, 180 rpm.

A diversidade de grupos funcionais na superficie dos NPsC reflete-se na intensidade de

carga negativa, sugerindo a presenca de grupos acidos/carboxilatos, podendo o seu

conteudo estar associado a diminuicdo do racio massico aditivo/OsC. A ocorréncia de

carga superficial negativa contribui para uma boa estabilidade coloidal dos NPsC.

Os NPsC obtidos revelaram valores de potencial ¢ progressivamente mais negativos (-

16.64 + 0.70 — -24.42 + 0.41) com o incremento do racio massico de ED/OsC,

ocorrendo comportamento oposto quando utilizada a ureia como aditivo (-29.92 + 0.38

— -14.44 + 0.45).

As cinzas dos NPsC foram também avaliadas, encontrando-se na Figura 1.9 espetro de
FTIR (NPsC/OsC_06, ureia/OsC = 0.08, 250 °C. 6h, Parr).
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Figura 11.9. Espetro de FTIR das cinzas do ensaio NPsC/OsC_06 (pastilha KBr).
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A semelhanca do espetro apresentado na Figura 1.3, é possivel identificar bandas a ca.
1433 cm", caracteristicas de vibragdes de extensdo C=0 assimétricas, corroborando a

presenca de carbonatos.

11.3.4. Caracterizagao Morfolégica

Um dos obijetivos propostos no desenvolvimento do presente trabalho foi explorar as
potenciais aplicagdes bioldgicas dos NPsC, contudo, quer a sua inclusdo, quer a
consequente internalizacdo nas membranas biolégicas é dependente do seu tamanho.
Assim, foi realizada a analise morfolégica recorrendo a Microscopia de Forga Atémica
(AFM).

Foram selecionados para o estudo os NPsC/OsC 04 e NPsC/OsC_02 obtidos com

diferentes racios massicos de ED (0.08 e 0.16, respetivamente).

Na Figura 11.10. sdo apresentadas as imagens topograficas dos NPsC avaliados
(ED/OsC =0.08 (A) e 0.16 (B), 250 °C, 6 h, 180 rpm).

1.6 nm

-1.1nm

Height 210.0 nm Height 210.0 nm

Figura 11.10. Imagem topografica 2D (altura) / campo de visdo proximo de 1.0 um? dos NPsC (ED/OsC =
0.08 (A) e 0.16 (B), 250 °C, 6h, 180 rpm).

As imagens permitem identificar na maior ampliacdo (Figura 11.11.), particulas
individuais, ndo sendo evidente fendmenos de agregagao, exibindo alturas que variaram
entre 0.04 e 2.4 nm (A) € 0.02 e 2.0 nm (B).
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Figura I1.11. Imagem topografica e de amplitude 3D (altura) / campo de visdo de 1.9 x 1.9 ym? dos NPsC
(ED/OsC = 0.08 (A) e 0.16 (B), 250 °C, 6h, 180 rpm).

Atendendo a dimensao identificada nas imagens topograficas € possivel inferir a

existéncia de particulas com morfologia quasi-esférica.

11.3.5. Propriedades Fotofisicas

A determinacao das propriedades fotofisicas de materiais luminescentes sdo bastante
relevantes, sobretudo tendo em conta a possivel aplicabilidade dos NPsC em
bioimagem. Para tal recorreu-se a espetroscopia de absorg¢do no estado fundamental

(UV-Vis) e a espetroscopia de fluorescéncia no estado estacionario.

Na Figura 11.12 encontram-se representados os espetros de UV-Vis, emissdo e
excitacdo de NPsC sintetizados com diferentes racios massicos de ED/OsC (0.08 e
0.16), em reator Parr, sob as mesmas condigbes (250 °C, 6h), tendo-se obtido @&k

bastante relevantes (24.62 e 19.8 %, respetivamente).
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Figura 11.12. Espetros de UV-Vis (linha continua), excitagédo (linha tracejada; monitorizados a 460 nm) e
emissao (linha trago-ponto; dexc = 380 nm), dos NPsC/OsC_02 (castanho) e NPsC/OsC_04 (verde); [0.1
mg/mL].

Nos espetros de UV-Vis distinguem-se dois picos, um a ca. 280 nm, que corresponde
as transi¢des n—n* das ligagdes C=C no centro de carbono e outro a ca. 310 nm, que
corresponde as transigbes n— n* de ligagdes C=0.% As dispersdes aquosas de NPsC,
quando excitadas a dexc = 380 nm, emitem na regido do azul, apresentando um maximo
de emissao a ca. 460 nm. Comparando os espetros obtidos para as solugdes aquosas
NPsC/OsC 02 e NPsC/OsC 04, com racios massicos ED/OsC de 0.16 e 0.08,

respetivamente, ndo se observam diferengas significativas nos seus perfis.

A utilizagao de ED como aditivo permitiu a obtengédo de NPsC com @& moderados (11 a
25 %), sendo de forma geral superiores aos @ obtidos para NPsC sintetizados com
ureia (6 a 12 %) (vide Secgao 11.3.1).

Segundo Ozyurt et al.,>® PsC com emiss&o na zona do verde e do azul possuem emissao
dependente do comprimento de onda de excitagdo, 0 que ocorre devido a sua
heterogeneidade de tamanho e composicdo. Na Figura 11.13 encontram-se
representados os espetros de emissao da solugao aquosa de NPsC/OsC_10 (ED/OsC

= 0.16, 250 °C, 12 h), excitada a diferentes comprimentos de onda.
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Figura 11.13. Espetros de emissdo da solugcdo aquosa NPsC_10; [0.1 mg/mL]; excitagdo a diferentes

comprimentos de onda (Alexc 300-400 nm).

Da analise dos espetros de emissao é possivel confirmar a dependéncia existente entre
o comprimento de onda de excitacdo e o comprimento de onda de emisséo,
acompanhado de um desvio batocrémico progressivo para a regiao do vermelho. Este
comportamento reflete a capacidade de fotoluminescéncia ajustavel dos NPsC

sintetizados, propriedade de particular importancia para aplicagcdes biomédicas.

Observa-se ainda que o maximo de intensidade de fluorescéncia é obtido para 0 Aexc =
340 nm, tendo sido este o comprimento de onda de excitagdo selecionado na
determinagao do @x.

Na Figura I.14. observa-se a luminescéncia dos NPsC na regido do azul, quando

irradiados com luz UV.
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-

Figura I1.14. Dispersao aquosa de NPsC irradiada com a. luz visivel e b. luz UV (Aexc = 366 nm).
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Adicionalmente, foi registado o decaimento da intensidade de fluorescéncia de uma
dispersao aquosa de NPsC, com recurso a fluorescéncia resolvida no tempo, tendo sido

obtidos tempos de vida que variaram de 5.78 a 7.80 ns.

Estes valores estdo alinhados com tempos de vida reportados para NPsC obtidos a
partir de diferentes tipos de biomassa de origem agroindustrial; foram registados tempos
de vida de 6.20 ns e 7.80 ns para NPsC sintetizados a partir de aguas residuais do

processamento do azeite e de residuos da industria do tomate, respetivamente. %17

Para uma possivel aplicagdo dos NPsC em bioimagem € necessario garantir que estes
nanomateriais apresentam fotoestabilidade sob irradiagédo continua. Na Figura 11.15
encontram-se os espetros de emissao adquiridos ao longo de 1 hora de irradiacéo

continua ao comprimento de onda de 380 nm.
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Figura 11.15. Espetros de emissdo dos NPsC/OsC_14, [0.1 mg/mL], sob irradiagdo continua

(1h; Adexc = 380 nm).

O decréscimo da intensidade de fluorescéncia observado foi negligenciavel. Assim, é
possivel concluir que os NPsC sintetizados séo fotoestaveis, exibindo forte potencial

para aplicagado na area da bioimagem.
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Il.4. DESIGN EXPERIMENTAL

Tal como anteriormente descrito na Secc¢éao 11.3.1, pretendeu-se avaliar de que forma as
diferentes condicbes de sintese influenciam as propriedades dos NPsC e
simultaneamente, identificar a estratégia de otimizacdo do processo de sintese dos

nanomateriais de carbono em estudo.

Para o efeito, foi efetuado um planeamento experimental, que consistiu num design
fatorial de 2% e que englobou a realizagao de 8 ensaios em duplicado, que se encontram
identificados na Tabela Ill.1, e recorreu-se ao software Design Expert 13.0.1.0 o qual
permitiu utilizar uma metodologia de resposta de superficie, em que foram consideradas
como variaveis independentes o aditivo (ED e ureia), o racio massico aditivo/OsC (0.08
e 0.16) e o tempo de residéncia (4 e 6 h). As restantes condicbes de sintese,
nomeadamente a temperatura (250 °C) e o aquecimento em reator de alta-pressao Parr
(RAP) foram mantidas constantes. As variaveis dependentes da alteragcdo das
condicbes que se estudaram foram o rendimento quantico de fluorescéncia e o teor de
sélidos. As atividades antioxidante e anti-inflamatéria dos NPsC foram também

estabelecidas como resposta do design experimental, cf. descrito na Secg¢éao IlI.5.

No que respeita a atividade antioxidante, 0 modelo matematico obtido ndo apresentou
significdncia estatistica (p = 0.7875), o que indica que as variaveis analisadas n&o
afetam esta propriedade dos NPsC sintetizados. Este resultado pode dever-se a
estabilidade observada nos valores de atividade antioxidante, que se mantiveram

semelhantes, independentemente do aditivo, racio aditivo/OsC e tempo de residéncia.

Na Tabela 11.15 sdo apresentadas as equagdes dos modelos ajustados, para
determinagdo das respostas a estudar. As equacgbes expressas em coeficientes
codificados permitem a identificacdo do impacto de cada parametro na resposta final.
De salientar, que com excecao do modelo obtido para a determinagao da atividade
antioxidante pelo método do radical ABTS, os coeficientes de correlacdo das equagdes
dos restantes modelos sao superiores a 0.90, o que indicia a forte relacdo entre as

variaveis em estudo e, assim, a significancia de cada modelo.
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Tabela 11.15. Modelos matematicos desenvolvidos para o design experimental, em fungdo dos

parédmetros estudados (A. Aditivo, B. Tempo, C. Racio aditivo/OsC) e respetivos coeficientes de

determinagdo (R?), expresso em coeficientes codificado (-1) e (+1).

Resposta Equacao dos Modelos R?
4.34 - 0.0206 A + 0.2281 B + 0.6794 C - 0.2906 AB - 0.9234
Teor de Sélidos
0.0069 AC + 0.2444 BC - 0.1869 ABC
e 13.39+543 A +0.6406 B-1.40C + 1.24 AB + 0.3481 AC 0.9748
- 0.4881 BC - 0.3706 ABC
Atividade Anti- 96.85-9.37 A-4.07B-9.83C-1.16 AB - 6.38 AC - 0.9078
inflamatoéria 2.48 BC - 3.17 ABC

Na Tabela 11.16. estdo reunidos os valores de resposta obtidos e previstos pelos

modelos; a sua semelhanga valida assim a previsdo de respostas do modelo para a

determinagdo das melhores condi¢cdes de sintese, tendo em vista o teor de sélidos, o

&r e a atividade anti-inflamatoéria dos NPsC.

Tabela 11.16. Matriz de ensaios para a analise do Design Experimental.

Fatores Obtidos Fatores Previstos
Ensaio Teor de Teor de
Sélidos (ff;F) (Inib‘?go o Sélidos (:f'; (Inib?gglo o
(mg/mL) 0 (mg/mL) 0

NPsC_02 5.21 19.8 70.1

------------------------ 4.99 19.3 60.4
NPsC_02' 4.77 18.8 50.7
NPsC_04 3.22 24.6 109.7

------------------------ 3.53 23.1 104.1
NPsC_04' 3.84 21.6 98.5
NPsC_09 4.98 18.3 87.2

------------------------ 5.00 17.3 82.2
NPsC_09’ 5.02 16.3 771
NPsC_07 3.94 18.7 106.3

------------------------ 3.77 17.7 103.3
NPsC_07' 3.60 16.6 100.3
NPsC_03 2.73 6.3 99.9

------------------------ 6.00 6.0 100.6
NPsC_03' 3.20 5.8 101.2
NPsC_06 3.57 10.7 105.5

------------------------ 3.76 9.8 106.1
NPsC_06’ 3.96 8.8 106.7
NPsC_12 3.94 8.0 99.3

------------------------ 4.10 7.5 105.0
NPsC_12’ 4.26 6.9 110.7
NPsC_11 3.34 11.8 109.2

------------------------ 3.59 10.7 113.3
NPsC_11’ 3.84 9.6 117.4

NPsC sintetizados a 250 °C, reator Parr.
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Através da tabela anterior, verifica-se que a previsao dos valores dos modelos, estdo de
acordo com o esperado, uma vez que estes se apresentam como médias dos valores
reais duplicados, ou seja, entre os dois valores obtidos experimentalmente para cada

ensaio.

Relativamente ao teor de solidos, obteve-se um modelo matematico, que prevé de que
forma é influenciado pelas variaveis independentes, através de uma analise estatistica
por ANOVA, que demonstrou ser significante (p < 0.0007). Na Figura I1.16 observam-se
os graficos de superficie de resposta do modelo desenvolvido, observando-se de que

forma varia o teor de sélido dos NPsC.
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Figura 11.16. Gréficos de superficie de resposta (3D) dos modelos desenvolvidos para a variagio de teor
de solidos nos NPsC, utilizando como aditivo a. ED e b. ureia. As variaveis independentes nédo
representadas nos graficos foram mantidas a uma temperatura de 250 °C e o aquecimento em reator de

alta-presséo Parr (RAP).

Através dos graficos de superficie apresentados (Figura 11.16) é possivel observar que,
quando utilizada ED como aditivo, o parAmetro que mais influencia o teor de soélidos
obtido para os NPsC sintetizados € o racio massico ED/OsC, sendo que o seu aumento
se traduz num maior teor de sélidos. O aumento do tempo de residéncia traduz-se num
menor teor de sdlidos, contudo, este ndo provoca alteragbes muito significativas. No
caso da ureia, foi possivel obter valores mais elevados de teor de solidos com o aumento
do racio massico ureia/OsC e o aumento do tempo de residéncia, sendo que estes
influenciam no valor de teor de sdlidos obtidos. Em geral, os NPsC sintetizados com

ureia como aditivo sdo mais suscetiveis a variagdes no teor de sdlidos, podendo também
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atingir valores mais elevados. O fator que mais influenciou a propriedade em estudo foi

o racio massico aditivo/OsC (61.5 %).

Paralelamente, foi igualmente estudado o @&k, tendo sido desenvolvido um modelo
matematico através de uma analise estatistica ANOVA, que se mostrou significante (p
< 0.0001). A Figura 11.17 apresenta os graficos de superficie de resposta do modelo

desenvolvido, observando-se de que forma varia o @ dos NPsC.
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Figura I1.17. Graficos de superficie de resposta (3D) dos modelos desenvolvidos para a variagdo de @r

nos NPsC, utilizando como aditivo a. ED e b. ureia. As variaveis independentes ndo representadas nos

graficos foram mantidas a uma temperatura de 250 °C e o aquecimento em reator de alta-pressao Parr

(RAP).

Para os NPsC sintetizados com ED, um aumento do tempo de residéncia e uma
diminui¢do do racio massico traduz-se num aumento de @. Por outro lado, quando &
utilizada ureia como aditivo, uma diminuigao do tempo de residéncia e do racio massico
possibilitam a obtencdo de rendimentos quanticos de fluorescéncia mais elevados.
Comparando os NPsC sintetizados com ED ou com ureia como aditivo, obtém-se
valores mais altos quando utilizada ED, sendo o fator que mais influenciou o @& foi a

escolha do aditivo utilizado no processo de sintese (84.9 %).
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AAI (%)
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Figura 11.18. Graficos de superficie de resposta (3D) dos modelos desenvolvidos para a variagao de AAIl
nos NPsC utilizando como aditivo a. ED e b. ureia. As varidveis independentes nio representadas nos
graficos foram mantidas a uma temperatura de 250 °C e o aquecimento em reator de alta-presséo Parr
(RAP).

A semelhanca dos anteriores modelos, o obtido para a atividade anti-inflamatéria,
também se revelou significante, aplicando uma analise estatistica ANOVA (p < 0.0014).
Através dos graficos de superficie apresentados na Figura 11.18, é possivel observar que
os NPsC sintetizados com ED, apresentam um aumento de atividade anti-inflamatéria
com a diminuigao do tempo de residéncia e do racio massico. Por outro lado, nos NPsC
sintetizados com ureia, a variagdo das condicdes de sintese nio se traduz em variagdes
significativas nos valores de atividade anti-inflamatéria, sendo, no entanto, o maior valor
obtido também para um menor tempo de residéncia e racio massico. Em geral, obtém-
se valores de atividade anti-inflamatéria quando utilizada ureia como aditivo, sendo os
fatores que mais influenciam esta propriedade, a natureza do aditivo (30.8 %) e o racio
aditivo/OsC (33.83 %).

Globalmente, as conclusbes obtidas suportam os resultados anteriormente
apresentados na Seccao 11.3.1.1. Contudo, através do design experimental foi possivel
ter uma melhor percegéo da forma como os parédmetros de sintese estudados afetam
as respostas obtidas, em particular para o teor de sélidos, quando se utiliza ureia como
aditivo. Anteriormente, apenas com dois ensaios, observou-se que o aumento do racio
massico ureia/OsC, se traduziu numa diminui¢cao do teor de sdlidos. Contudo, através
design fatorial de 23 e da sua analise estatistica, verificou-se precisamente o contrario,

justificando a grande mais-valia em utilizar esta ferramenta.
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I.5. AVALIAGAO DA BIOATIVIDADE DOS NPsC

11.5.1. Atividade Antioxidante

Para a avaliacao da atividade antioxidante dos NPsC foi efetuado o método do radical
ABTS. Estudou-se esta propriedade para todos os NPsC sintetizados, bem como os

filtrados pela membrana de acetato de celulose, numa concentracdo de 1 mg/mL.

Os resultados sdo apresentados na Figura 11.19, onde foram incluidos os controlos
positivos, nomeadamente acido ascérbico, acido galico, BHT (butil-hidroxitolueno) e
trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico), utilizados para fins

comparativos.
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Figura 11.19. Atividade Antioxidante (%) dos NPsC; [1 mg/mL], determinada pelo método de
inibicao do radical ABTS.

Os NPsC sintetizados apresentaram uma alta capacidade antioxidante, mesmo quando
comparado com os controlos positivos, tendo sido obtido o maximo de 73.46 + 0.72 %
para os NPsC/OsC_15, obtidos por sintese com aquecimento em mufla, sendo os

valores comparaveis com dados reportados na literatura.’"

Da andlise dos valores apresentados na Tabela I1.17. verifica-se que os NPsC
funcionalizados com ureia apresentam maior atividade antioxidante comparativamente

com os funcionalizados com ED.
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Na generalidade, ndo se verificam variagdes significativas que permitam estabelecer
uma correlagdo entre os valores de atividade antioxidante e as condi¢gdes reacionais
empregues. Contudo, é de salientar a atividade antioxidante de 58.04 + 0.09 % obtida
para os NPsC/OsC 01, resultantes de sintese na auséncia de qualquer aditivo,
indicando que os grupos funcionais provenientes da propria biomassa, serao os

responsaveis por esta propriedade.

Os NPsC filtrados através das membranas de acetato de celulose foram os que
apresentaram diferengas mais significativas ao nivel da atividade antioxidante. Nas
solucdes aquosas de NPsC podem encontrar-se biocompostos de maior peso molecular
que podem ter influenciado os valores obtidos e o processo de filtragao tera contribuido

para a diminuicdo da atividade antioxidante observada.

Tabela 11.17. Atividade Antioxidante em percentagem dos NPsC, sintetizados sob diferentes

condi¢des reacionais, determinada pelo método de inibicacdo do radical ABTS.

Ensaio Condigdes 'Rt.eacionais Atividade Antioxidante
Reator  Aditivo  ,'0° Re-l;?g:“z?\c::ige(h) (g ETimg NPsC)
NPsC/OsC_01 Parr - - 6 348.18 £ 0.53
NPsC/OsC_02 Parr ED 0.16 6 368.77 £ 2.44
NPsC/OsC_03 Parr Ureia 0.16 6 432.84 +4.90
NPsC/OsC_04 Parr ED 0.08 6 387.08 + 5.37
NPsC/OsC_05 Parr ED 0.32 6 336.74 + 4.66
NPsC/OsC_06 Parr Ureia 0.08 6 433.00 + 4.82
NPsC/OsC_07 Parr ED 0.08 4 379.29 £+ 2.40
NPsC/OsC_08 Parr ED 0.08 12 399.17 £+ 4.53
NPsC/OsC_09 Parr ED 0.16 4 384.88 £4.30
NPsC/OsC_10 Parr ED 0.16 12 148.43 £ 5.42
NPsC/OsC_11 Parr Ureia 0.08 4 392.17 + 3.41
NPsC/OsC_12 Parr Ureia 0.16 4 413.82+7.42
NPsC/OsC_13 Mufla ED 0.08 12 438.76 + 1.66
NPsC/OsC_14 Mufla ED 0.16 12 302.41 £ 3.05
NPsC/OsC_15 Mufla ED 0.32 12 440.77 £ 4.32
NPsC/OsC_16 Mufla ED 0.32 6 437.01 £4.91
NPsC/OsC_01-AC30 Parr - - 6 98.52 + 1.54
NPsC//OsC_01-AC22 Parr - - 6 176.30 + 3.96
NPsC/OsC_08-AC30 Parr ED 0.08 4 170.65+ 1.18
NPsC/OsC_11-AC30 Parr ED 0.16 12 236.95 + 3.82




68 Resultados e Discussao

Tendo em conta os elevados valores de atividade antioxidante obtidos seria pertinente
em trabalho futuro, determinar os valores de IC50, sendo que estes permitem
estabelecer a quantidade de antioxidante necessaria para inibir 50 % dos radicais de
ABTS.

11.5.2. Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana dos NPsC foi avaliada pela técnica da suscetibilidade a
difusao em disco, recorrendo a utilizacao de duas estirpes bacterianas, Escherichia coli
ATCC® 25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus ATCC® 25923 (Gram-positiva).

Utilizou-se como controlo positivo o antibiético gentamicina (10 pug) e como controlo
negativo, agua estéril. De modo a avaliar a influéncia da quantidade de NPsC no
crescimento bacteriano aplicaram-se diferentes massas em cada ensaio, 500 e 1000

Mg, respetivamente.

Nao se detetou qualquer atividade antibacteriana contra a E. coli, sendo o unico

diametro de inibicdo observado associado ao antibiético.

A titulo de exemplo, dos resultados obtidos, na Figura 11.20, estdo apresentados os
didmetros de inibicdo obtidos apéds incubagdo da E. coli com os NPsC/OsC_03
(ureia/OsC = 0.16, 250 °C, 6h, Parr) e NPsC/OsC_01 (sem aditivo, 250 °C, 6h, Parr),
NPsC/OsC_04 (ED/OsC = 0.08, 250°C, 6h, Parr), NPsC/OsC_06 (ureia/OsC = 0.08, 250
°C, 6h, Parr).

Figura 11.20. Ensaios de difusdo em disco, apds incubacgédo da E. colicom a. NPsC/OsC_03 (1000
e 500 pg/disco) e NPsC/OsC _01 (1000 e 500 pg/disco) e b. NPsC/OsC_04 (1000 e 500
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pg/disco) e NPsC/OsC_06 (1000 ug/disco), sendo o controlo positivo gentamicina (G, 10 ug) e o

controlo negativo agua estéril.

Alguns dos resultados obtidos para a atividade antibacteriana dos NPsC contra a
espécie bacteriana S. aureus, nomeadamente NPsC/OsC_02 (ED/OsC = 0.16, 250 °C,
6h, Parr), NPsC/OsC_05 (ED/OsC = 0.32, 250 °C, 6h, Parr), NPsC/OsC_03 (ureia/OsC
= 0.16, 250 °C, 6h, Parr), NPsC/OsC_01 (sem aditivo, 250 °C, 6h, Parr), sao

apresentados na Figura 11.21.

Foi detetada atividade antibacteriana para a menor massa de NPsC/OsC_03 (500
ug/disco), resultando num diametro de inibicdo de 1.2 + 0.0 cm. A semelhanca do
observado para a E. coli, para os restantes discos impregnados com NPsC, nao se
verificou atividade antibacteriana, observando-se apenas um uUnico diametro de inibigao

correspondente ao do controlo positivo.

Figura 11.21. Ensaios de difusdo em disco, apds incubagéo de S. aureus com a. NPsC/OsC_03
(1000 e 500 pg/disco) e NPsC/OsC_01 (1000 e 500 pg/disco) e b. NPsC/OsC_04 (1000 e 500
pg/disco) e NPsC/OsC_15 (1000 ug/disco), sendo o controlo positivo gentamicina (G, 10 ug) e o

controlo negativo agua estéril.

Apesar de Zhang et al.'® e Wang et al.'® terem sintetizado com sucesso pontos de
carbono com atividade antibacteriana contra bactérias gram-negativas (E. coli) e gram-
positivas (S. aureus), os PsC sintetizados por Liang et al."”2 ndo apresentaram atividade

antibacteriana contra as espécies estudadas.

Os extratos de OsC obtidos por Pinto et al.,® embora ndo tenham sido utilizados na

sintese de pontos de carbono, ndo exibiram atividade antibacteriana.

Os ensaios efetuados foram muito preliminares, sendo que sera pertinente a detecao

dos valores da Concentragao Minima Inibitéria (MIC) e da Concentragdo Minima Letal
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(MLC) de forma a corroborar os resultados obtidos, em particular para os resultados

registados pelo NPsC/OsC_03 para a bactéria S. aureus.

11.5.3. Atividade Anti-inflamatodria

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada para os NPsC anteriormente estudados no
design experimental, numa concentragdo de 1 mg/mL, através da analise da
percentagem de inibicho da desnaturacido de proteina. Os resultados obtidos

encontram-se apresentados na Figura 11.22.
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Figura 11.22. Atividade anti-inflamatdria (%) dos NPsC; [1 mg/mL].

Na generalidade, os NPsC apresentaram uma relevante atividade anti-inflamatoria,
mesmo quando comparado com o controlo positivo (prednisolona), numa concentragao
de 50 pyg/mL, sendo o valor maximo obtido de 117.35 + 0.83 % com a solugado aquosa
de NPsC/OsC_11".

Os valores mais baixos de atividade anti-inflamatéria foram obtidos os NPsC/OsC_02
(50.65 + 1.28 % e 70.13 £ 0.67 %), em que se utilizou ED como aditivo. Também os
valores obtidos para os NPsC/OsC_09 com ED apresentaram valores de atividade anti-
inflamatoéria mais baixos do que a maioria dos restantes NPsC (77.11 £ 4.34 % e 87.20

1 1.56 %), o0 que corrobora a analise efetuada com o design experimental.

Na Tabela 11.18. é possivel observar que as variacdes nos valores obtidos de atividade

anti-inflamatdria confirmam o design experimental. Verificam-se valores mais elevados
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quando se utilizou ureia como aditivo, sendo clara a diminuicdo de atividade anti-
inflamatéria para NPsC obtidos na presencga de ED (ED/OsC = 0.16).

Tabela 11.18. Atividade anti-inflamatéria em percentagem dos NPsC, sintetizados sob diferentes

condigdes reacionais.

Eneaio Condigb6es ’Rt.eacionais _Atividad'e _Ansi-

Reator  Aditivo  x1 00 ReTs?g:‘eFr):::ige(h) inflamatoria (%)
NPsC/OsC_02’ Parr ED 0.16 6 50.65 + 1.28
NPsC/OsC_02 Parr ED 0.16 6 70.13 £ 0.67
NPsC/OsC_03’ Parr Ureia 0.16 6 101.18 £ 2.87
NPsC/OsC_03 Parr Ureia 0.16 6 99.94 + 2.62
NPsC/OsC_04’ Parr ED 0.08 6 98.48 + 1.16
NPsC/OsC_04 Parr ED 0.08 6 109.73 £ 0.45
NPsC/OsC_07’ Parr ED 0.08 4 100.27 £ 0.45
NPsC/OsC_07 Parr ED 0.08 4 106.25 £ 2.73
NPsC/OsC_09’ Parr ED 0.16 4 7711 +4.34
NPsC/OsC_09 Parr ED 0.16 4 87.20 + 1.56
NPsC/OsC_12’ Parr Ureia 0.16 4 110.65 + 1.35
NPsC/OsC_12 Parr Ureia 0.16 4 99.32 +7.95
NPsC/OsC_06’ Parr Ureia 0.08 6 106.70 + 0.96
NPsC/OsC_06 Parr Ureia 0.08 6 105.48 + 1.16
NPsC/OsC_11’ Parr Ureia 0.08 4 117.35+£ 0.83
NPsC/OsC_11 Parr Ureia 0.08 4 109.18 + 0.57

11.5.4. Avaliacao da Citotoxicidade
1.5.4.1. In vitro

A avaliacado da citotoxicidade in vitro dos NPsC sintetizados foi efetuada através do
método colorimétrico MTT, quantificando-se a viabilidade celular em duas linhas
celulares animais tumorais, S180 ATCC® TIB-66 (células de sarcoma de murganho) e
HelLa ATCC® CCL-2 (células humanas de carcinoma do colo do Utero) e duas linhas
celulares animais ndo tumorais, NIH-3T3 ATCC® CRL-1658 (fibroblastos embrionarios)

e VERO ATCC® CCL-81 (células epiteliais renais de macaco verde africano).

Foram selecionados NPsC obtidos por RAP (250 °C, 6h), na presenga de ED como
aditivo, com diferentes racios massicos ED/OsC (0.08, 0.16 e 0.32), uma vez que as
suas propriedades fotofisicas sugeriam ser os nanomateriais mais promissores para

aplicagdo em bioimagem. A norma I1SO 10993-5'% descreve que um composto &
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considerado citotoxico quando provoca uma diminuicdo para menos de 70 % na
viabilidade celular, sendo que quanto maior for essa diminuigcdo, maior o potencial

citotoxico.

Na Tabela 11.19 s&o apresentados os resultados obtidos para a citotoxicidade dos NPsC,
na concentracido da solugdo aquosa em que os mesmos sao considerados citotdxicos

e a percentagem de citotoxicidade, relativamente a viabilidade celular.

Tabela 11.19. Efeito do racio ED/OsC dos NPsC sintetizados na viabilidade
celular das linhas VERO, NIH-3T3, S180 e Hela.

. Citotoxicidade (ng/mL)
Ensaio ED/OsC
VERO NIH-3T3 S180 HelLa
NPsC/OsC_04 0.08 n.d. n.d. 1000 (60 %) 31 (36 %)
NPsC/OsC_02 0.16 n.d. n.d. n.d. 16 (42 %)
NPsC/OsC_05 0.32 n.d. n.d. n.d. 31 (33 %)

n.d. - Citotoxicidade ndo detetada

A anadlise dos valores registados permite inferir que os NPsC sintetizados nao
apresentaram citotoxicidade para as linhas celulares ndo tumorais (VERO e NIH-3T3).
Nos ensaios realizados com a linha tumoral S180, apenas os NPsC/OsC 04
apresentaram citotoxicidade para a concentragdo mais alta (1000 pg/mL), ocorrendo
uma reducao de viabilidade celular em 60 %. Para a linha tumoral HelLa, todos os NPsC
testados apresentaram citotoxicidade; para NPsC/OsC 04 e NPsC/OsC_05 para a
concentragao 31 ug/mL, ocorrendo uma redugéo na viabilidade celular de 36 e 33 %,
respetivamente e para NPsC/OsC_02 a diminuigdo de viabilidade celular de 42 %

verificou-se para a concentragao de 16 pg/puL.

Nas condi¢des do ensaio, € de realcar que o ensaio NPsC/OsC_04 aparenta possuir
propriedades anti-tumorais relativamente as duas linhas celulares testadas, ndo se
detetando citotoxicidade para células n&do tumorais, sendo estes resultados bastante

promissores.



Resultados e Discussao 73

De modo a visualizar a variagao de viabilidade celular para as diferentes concentracoes
de NPsC testados, nas Figuras 11.23 e 11.24 encontram-se representadas as viabilidades
celulares para células ndo tumorais e tumorais, respetivamente, para os NPsC/OsC_05
(ED/OsC = 0.32).
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Figura 11.23. Citotoxicidade celular dos NPsC/OsC_05 (ED/OsC = 0.32), 0 — 1.0 mg/mL, contra
as linhas celulares n&o tumorais a. VERO e b. NIH-3T3, segundo o método do MTT.

Tal como descrito anteriormente, ndo se observam variagbes significativas na
viabilidade celular que indiquem a citotoxicidade das solu¢des aquosas de NPsC para
as linhas celulares nao tumorais VERO e NIH-3T3. Apenas o controlo positivo

tetrametiletilenodiamina (TEMED; 1 mg/mL) apresentou citotoxicidade.
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Figura 11.24. Citotoxicidade celular dos NPsC/OsC_05 (ED/OsC = 0.32), 0 — 1.0

mg/mL, nas linhas celulares tumorais a. S180 e b. HeLa, segundo o método do MTT.

Os NPsC/OsC_05 nao apresentaram citotoxicidade para a linha tumoral S180; embora
se tenha verificado uma redugéo da viabilidade celular, o decréscimo néao foi significativo
(cerca de 20%), no entanto, considera-se que é prematuro afirmar a auséncia de
citotoxicidade destes NPsC.

Na linha tumoral de células humanas Hela, observa-se citotoxicidade a baixas
concentragdes, nomeadamente na concentragéo de 0.031 mg/mL, acompanhado de um
decréscimo acentuado na viabilidade celular com o aumento da concentracéo,

revelando-se este resultado bastante promissor.

Havrdova et al.' sintetizaram PsC com grupos de quaternarios de amonio, que

apresentaram citotoxicidade apenas contra a linha ndo tumoral de fibroblastos de
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murganho (L929), ndo provocando qualquer dano, nem alteragéo, na viabilidade celular
da linha celular NIH-3T3.

Os NPsC sintetizados por Barata et al.,*® a partir de residuos sdlidos do tomate,
apresentaram também elevada citotoxicidade in vitro para a linha celular tumoral Hela,
verificando-se citotoxicidade para linhas celulares animais normais apenas a

concentragdes muito superiores as aplicadas em medicina.

Os extratos de OsC obtidos por Pinto et al.,° apesar de ndo terem sido utilizados na
sintese de NPsC, nao demonstraram por si s6 qualquer efeito na viabilidade celular de
uma linha celular ndo tumoral de queratinécitos (células HaCaT), até concentracdes de
100 pg/mL.

11.5.4.2. In vivo

De forma complementar ao estudo de citotoxicidade in vitro realizados, efetuou-se
também um estudo de citotoxicidade in vivo, sendo o organismo modelo escolhido a
Artemia salina. Quantificou-se a taxa de mortalidade do microcrustaceo apos 24 e 48
horas de incubacdo com os mesmos NPsC aplicados anteriormente no ensaio de
citotoxicidade in vitro (NPsC/OsC_04, NPsC/OsC_02 e NPsC/OsC_05’), utilizando uma
gama de concentragdes de 0-1.000 mg/mL. Como controlo positivo foi utilizado cromato

de potassio (1 mg/mL) e como controlo negativo agua estéril.
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Figura 11.25. Ensaio de citotoxicidade in vivo apds incubagéo da A. salina com a solugdo aquosa
de NPsC/OsC_05 (0 — 1.0 mg/mL) e cromato de potassio (1mg/mL), durante 24h e 48h.

Da analise da Figura 11.25 é possivel concluir que apds 24 horas, a solu¢gao aquosa de
NPsC/OsC_05 a concentragédo de 1 mg/mL, apresenta algum efeito citotoxico, sendo a

taxa de mortalidade ca. 37 + 13 %. Decorridas 48 horas, observou-se um aumento da
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taxa de mortalidade, mesmo para o ensaio do controlo negativo. Contudo, os valores
mais significativos de toxicidade ocorrem para concentragées acima de 0.250 mg/mL,
ocorrendo para esta concentragdo um aumento na taxa de mortalidade (ca. 58 = 8 %).
Para a concentracao de 0.500 mg/mL o valor obtido é ca. 60 £ 6 %, atingindo-se a maior

taxa de mortalidade na concentracdo de 1.000 mg/mL (ca. 96 + 4%).

E importante salientar que embora os NPsC/OsC_05 aparentem apresentar
citotoxicidade elevada a concentracbes mais elevadas, as condi¢gdes de realizagédo do
ensaio sao bastante especificas, sendo que as A. salina se encontram num espaco

confinando, ndo lhes sendo fornecida fonte de alimento.

Apoés inumeras repeticdes dos ensaios de citotoxicidade in vivo, ndo foi possivel
determinar se as solugdes aquosas de NPsC/OsC_04 e NPsC/OsC_02 possuem efeitos
citotéxicos nos microcrustaceos. No ensaio em branco, mesmo apds 24 horas,
observaram-se valores de taxa de mortalidade muito elevados que nao permitiram

corroborar os resultados obtidos nesses mesmos ensaios.

Li et al.""® sintetizaram PsC com o intuito de avaliar a toxicidade dos nanomateriais em
organismos marinhos, que coexistem a diferentes profundidades. Os microcrustaceos
A. salina, que se encontram na camada meédia do ambiente estudado, retiveram PsC no
seu trato intestinal, dificultando a sua alimentagéo e, a longo prazo, comprometendo a

sua sobrevivéncia.

Também Liu et al.'”® sintetizaram PsC com o objetivo de avaliar o risco que constituem
para ecossistemas aquaticos. Os seus resultados demonstraram que a radioatividade
na agua teve um aumento de 80 %. Para ambos os micro-organismos estudados
observaram-se efeitos a nivel estrutural que dificultaram a sua alimentacdo e

desenvolvimento, apresentando toxicidade.

A radioatividade encontrada na dgua pode também ter ocorrido nos ensaios, ainda que
em menor escala. Contudo, considerou-se que também a forma de exposicao afeta os
valores de toxicidade obtidos, sendo que a ingestdo destes compostos se demonstra

prejudicial, o que pode também ter ocorrido."”®

1.5.5. Marcagao Celular por Fluorescéncia

O estudo de marcagao celular por fluorescéncia teve como objetivo a avaliagdo do
potencial de aplicacdo dos NPsC em imagiologia, observando-se a internalizacdo das
solu¢des aquosas nas A. salina. A fluorescéncia foi avaliada a comprimentos de onda

de excitacao na regiao do azul (330-385 nm) e na regido do verde (460-490 nm).
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Apos incubacao dos microcrustaceos com as solugbes aquosas de NPsC, procedeu-se
a recolha das fotografias, obtidas com recurso a um microscépio de fluorescéncia

invertido.

Na Figura 11.26 é possivel observar-se o organismo modelo antes da aplicacdo da

solugado aquosa de NPsC, sendo possivel a identificagcdo do seu trato intestinal.

Trato intestinal

Figura 11.26. A. salina ao microscoépio 6tico, para identificagdo do seu trato intestinal (ampliagdo
100x).

Segundo Li et al.,"” a internalizagdo dos NPsC nas A. salina ocorre ao nivel do seu trato
intestinal, reduzindo a sua taxa de filtragdo, podendo assim comprometer a sua

viabilidade.

Através da analise das fotografias representadas na Figura 11.27 (refira-se que nas
figuras C e D se suspeita da existéncia de duas A. salina sobrepostas), € possivel
observar-se uma maior fluorescéncia no centro do microcrustaceo, o que corresponde
ao seu ftrato intestinal, verificando-se assim uma internalizacdo eficaz dos NPsC.
A verificacao da internalizacao aliada a fluorescéncia verificada confirma o potencial das

solugbes aquosas para serem empregues em imagiologia médica.
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0.25 mg/mL

1.00 mg/mL

Excitagcao

460-490 nm

330-385 nm

Figura I1.27. Fotografias de microscopia de fluorescéncia da A. salina apds
internalizagao da solugdo aquosa NPsC/OsC_05, a diferentes concentragoes: a. 0.25

mg/mL e b. 1.00 mg/mL (ampliagcao 200x).
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I1l.1. PREAMBULO

Ao longo deste Capitulo serdo apresentados os reagentes, o material biolégico, as
técnicas gerais, os métodos e os equipamentos utilizados no decorrer do trabalho
experimental. Serao igualmente descritos os procedimentos utilizados na caraterizacao
da biomassa estudada, os ourigcos da castanha, designados ao longo do texto por OsC.
Os métodos de sintese, isolamento, purificagdo e caracterizagao estrutural dos NPsC,
bem como as técnicas utilizadas na avaliagdo das suas propriedades bioldgicas
encontram-se também apresentados.

Deste modo, o Capitulo encontra-se organizado nas seguintes Secgoes:
[l1.2. Reagentes, Material Bioldgico, Técnicas Gerais e Equipamento
[11.3. Caracterizacdo dos OsC

[11.4. Sintese e Purificagdo dos NPsC

[11.5. Design Experimental

[11.6. Avaliagdo da Bioatividade dos NPsC
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ll.2. REAGENTES, MATERIAL BIOLOGICO, TECNICAS GERAIS
E EQUIPAMENTO

Todos os reagentes e solventes utilizados ao longo das etapas que constituem este
projeto possuem pureza analitica, tendo os mesmos sido utilizados na forma em que

foram recebidos.

Em novembro de 2024, os Ourigos da Castanha (OsC) foram recolhidos manualmente
pela empresa Agromontenegro, uma industria portuguesa dedicada a producgao,
calibracdo, esterilizacdo e embalamento essencialmente de castanha, proveniente da
Serra da Padrela e Carrazedo de Montenegro. Apos rececdo, os OsC foram

conservados a temperatura ambiente em ambiente seco.

Para a extracdo dos biocompostos dos OsC foi efetuada uma extracdo em autoclave
(AJC, modelo Uniclave 88), tendo sido utilizados para os doseamentos dos
biocompostos presentes nos extratos dois leitores de microplacas (BMG Labtec, modelo
FLUOstar OPTIMA; a 510, 550 e 620 nm e o BioTek, modelo Synergy 2, a 760 nm).

A sintese dos NPsC foi efetuada por carbonizacdo hidrotérmica com aquecimento
convencional (CHAC), tendo sido utilizados para o efeito dois tipos de reatores. Foi
utilizado um reator de alta pressao (Parr, modelo 4560), constituido por um vaso de inox
com capacidade maxima de 300 mL, equipado com sensores e controladores de
pressao, temperatura e agitacado (Parr, modelo 4843). Adicionalmente foi utilizada uma
mufla como fonte de aquecimento convencional (Nabertherm, modelo B 170), utilizando
reatores de ago-inox com vaso de Teflon, com capacidade maxima de 50 mL. Para todos

os ensaios o solvente utilizado foi agua ultrapura (Millipore, Milli-Q®).

O pH da mistura reacional (m.r.) foi sempre avaliado num aparelho de pH (VWR, modelo

MU 6100L), nomeadamente antes e apods a adi¢cao de aditivo e posteriormente a sintese.

As misturas reacionais obtidas foram filtradas com recurso a membrana de celulose

regenerada, com poro de tamanho 0.2 ym (Whatman™, RC58).

Os espetros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram tragados num espetrofotometro de UV-
Vis (Jasco, modelo V-750), num intervalo de comprimento de onda (c.o.) de 200 a 800
nm. Os espetros de fluorescéncia no estado estacionario foram obtidos num
espetrofluorimetro (PerkinElmer, modelo LS45) a 25 °C, com uma geometria a 90° e
células de quartzo de percurso 6tico de 1 cm. O intervalo de c.o. escolhido foi de 200 a

700 nm para os espetros de excitagdo e de 300 a 700 nm para os espetros de emissao.
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Os espetros de UV-Vis e os de fluorescéncia foram tragados para solucdes de NPsC de

concentracao 0.1 mg/mL.

As determinagdes do potencial ¢ (5 leituras) foram realizadas num Malvern ZetaSizer
Nanoseries, a 20 oC, utilizando as condi¢des otimizadas do procedimento automatico

do equipamento.

A andlise topografica por microscopia de forca atomica (AFM) foi realizada num Veeco
Multimode 8 Nanoscope V, no Servigo de Nanotecnologia e Analise de Superficies
(C.A.C.T.l.) da Universidade de Vigo, Espanha. As imagens foram processadas pelo
software Nanoscope Analysis V.1.9. A amostra de NPsC (com uma concentragao de
aproxidamente 6 mg/mL) foi sonicada ca. 10 min para dispersar possiveis agregados.
Apds esse periodo, 5 gL da amostra foram depositados por spin coating (800 rpm,
durante 3 s e 1600 rpm, durante 10 s) em substratos de mica, esfoliados varias vezes

antes da deposicéo e seca ao ar at.a..

As analises elementares (AE) foram efetuadas no Servico de Microanalise (C.A.C.T.l.)

da Universidade de Vigo, Espanha.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram determinados em agua ultrapura
Millipore®, através do método do declive.'”” A curva de calibragdo foi obtida utilizando
sulfato de quinino (> 98%, Fluka) em H,SOs 0.1 M como padrdo (& = 0.54,78 em
condigdes de equilibrio com o ar e geometria a 90°), cujo c.0. de emissao varia entre
400 e 600 nm.""® A densidade 6tica das amostras e do padrdo foram sempre mantidas
abaixo de 0.05 ao comprimento de onda de excitagdo, de modo a prevenir o efeito de

filtro interno.™®

Os espetros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram tragcados com
recurso a um espetrofotometro (Briiker, modelo Vertex 70), com resolugdo de 4 cm™,
numa gama de 4000 a 500 cm™'. As amostras foram suportadas em pastilhas de brometo
de potassio (KBr), as quais foram obtidas numa prensa hidraulica manual (Carver®,
modelo 4350CE).

Para a determinagéo da atividade antioxidante foi utilizado um leitor de microplacas
(BMG Labtec, modelo FLUOstar OPTIMA) e a absorvancia registada a 620 nm. Para a
quantificagdo dos compostos fendlicos, a 760 nm, foi utilizado um leitor de microplacas
(BioTek, modelo Synergy 2). A determinacao da atividade anti-inflamatéria foi efetuada
num espetrofotometro UV-Vis (UV-3100PC VWR).
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A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada numa camara de seguranga
biolégica SafeFAST Classic 209, onde se manipularam as espécies Escherichia coli
ATCC® 25922 e Staphylococcus aureus ATCC® 25923. As culturas de pré-indculo
foram preparadas em incubadora com agitagao orbital Gallenkamp 10X 400, a 37 °C e
120 rpm. Posteriormente, as culturas inoculadas em placas de Petri foram incubadas

numa estufa Memmert BP 600, também a 37 °C.

Para todos os ensaios, utilizou-se a gentamicina (Sigma-Aldrich), dissolvida em agua

desionizada, como controlo positivo, e agua desionizada estéril como controlo negativo

Os ensaios de citotoxicidade in vitro e in vivo foram realizados no Instituto de Higiene e
Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa (IHMT-NOVA). Para os ensaios in
vitro, utilizaram-se células epiteliais renais de macaco verde africano (VERO ATCC®
CCL-81), fibroblastos embrionarios murinos (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658) e células de
sarcoma de murganho (S180 ATCC® TIB-66).

As contagens celulares foram efetuadas com recurso a um microscopio invertido
OLYMPUS CK2 e ao método de excluséo do corante azul de tripano (GIBCO®, Thermo
Fisher Scientific), utilizando uma camara de contagem Neubauer Improved (Superior
Marienfeld). As suspensdes celulares foram ent&o distribuidas em placas de cultura de
96 pocgos (Orange Scientific) e incubadas a 37 °C, sob atmosfera humidificada contendo
5 % de CO,, numa estufa HERAcell 240 (Heraeus).

Todos os ensaios foram conduzidos numa camara de fluxo laminar horizontal (TL 2448).
A viabilidade celular foi determinada através do ensaio de MTT (> 98 %, PanReac),

sendo a absorvancia medida num leitor de microplacas TECAN Infinite M200 PRO.

Nos ensaios de citotoxicidade in vivo, utilizaram-se organismos vivos Artemia salina
(Artemio Pur, JBL), cuja contagem foi realizada num microscépio 6tico invertido
OLYMPUS CK2.

As imagens obtidas nos ensaios de microscopia de fluorescéncia foram adquiridas num
microscopio invertido OLYMPUS BX51, utilizando filtros de excitagdo de 330-385 nm e

460—490 nm, para a recolha de imagens nas regides do azul e do verde, respetivamente.
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I11.3. CARACTERIZAGAO DOS OsC

1ll.3.1. Extracao em Autoclave

Para avaliar as caracteristicas e propriedades dos OsC, a biomassa selecionada para a
sintese de NPsC, foi necessario comecar por efetuar a extragdo das biomoléculas
presentes nos mesmos, tendo sido utilizado o método de extracdo em autoclave, com

agua ultrapura Millipore® como unico solvente.

Definiram-se trés racios de biomassa (OsC): solvente (H20), designadamente 1:5, 1:10
e 1:20. De seguida, foi efetuada a extragdo em autoclave (AJC, modelo Uniclave 88), a

121 °C, durante 30 minutos.

De modo a serem recuperados os extratos , os mesmos foram submetidos a dois ciclos
de centrifugacao, o primeiro a 5000 rpm durante 20 minutos e o segundo a 10000 rpm
durante 15 minutos, numa centrifuga refrigerada de bancada (Hermle, modelo Z 383 K).
Os extratos aquosos foram armazenados em tubos Falcon a -20 °C, sendo quantificados
posteriormente quanto ao seu conteudo de biocompostos, nomeadamente de B-(1,3)-
D-glucanos, compostos fendlicos totais, hidratos de carbono totais, polissacaridos

sulfatados, proteina total, sélidos totais e cinzas.

O doseamento de lipidos nos OsC foi efetuado por gravimetria apds extracdo continua
em Soxhlet, durante 4 horas, tendo sido utilizado n-hexano como solvente. Esta

metodologia encontra-se descrita na Secgéo 111.3.6.

111.3.2. Quantificagao de Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados através do método de Folin-
Ciocalteu, adaptado do método descrito por Reis et al.,'®™ que se baseia no
aparecimento de uma coloragao azul intensa, resultado dos estados de menor oxidacao
do reagente de Folin-Ciocalteu quando o mesmo é reduzido na presenga de compostos
fendlicos. Numa microplaca de 96 pogos (NUNC) foram colocados 30 pyL de amostra
(extratos),120 uL de Na>COs3 75 g/L e 150 L de reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich) diluido de 1:10 em agua ultrapura, perfazendo um volume final de 300 uL. De
seguida, a microplaca foi colocada numa estufa (Memmert, modelo 600) a 40 °C durante

30 minutos.

Como branco, foi utilizada agua ultrapura, acido galico (Sigma-Aldrich) 0.25 mg/mL
como padrdo, numa gama que variou de 0-250 yg/mL, tendo todos os ensaios sido

realizados em ftriplicado.
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Num leitor de microplacas (BioTek, modelo Synergy 2) foi lida a absorvancia a 760 nm,
sendo os compostos fendlicos totais quantificados em mg de equivalentes de acido
galico (GAE)/g de OsC.

111.3.3. Quantificagdo de Hidratos de Carbono Totais

Os hidratos de carbono totais foram quantificados pelo método do fenol-sulfurico,
adaptado do método descrito por Masuko et al.,* o qual consiste na desidratacdo das
moléculas de hidratos de carbono pelo acido sulfurico e posterior reagao destas com o
fenol, resultando na coloracédo observada. Para uma microplaca de 96 pogos (NUNC)
foram pipetados 50 pL de amostra, 30 pL de fenol 5 % (m/v) e 150 uL de acido sulfurico
concentrado, perfazendo um volume total de 230 uL. As microplacas foram colocadas a
90 °C num banho termoestatizado (GFL, modelo 1002), durante 5 minutos. Apds
arrefecimento até a temperatura ambiente foi efetuada a leitura da absorvancia a 510
nm num leitor de microplacas (BMG Labtec, modelo FLUOstar OPTIMA).

Os ensaios em branco foram realizados com agua ultrapura. Como padrao foi utilizada
D-glucose 2 mg/mL (>99 %, Fluka), numa gama de concentragao de 0-2000 ug/mL. Os

ensaios realizados foram todos efetuados em ftriplicado.

Os hidratos de carbono quantificados foram expressos em mg/g de OsC.

111.3.4. Quantificagao de Polissacaridos
ll1.3.4.1. Quantificagao de $-(1,3)-D-glucanos

Para o doseamento de $(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice foi utilizado o
método do corante Congo Red, descrito por Semedo et al.,*” baseado na interagéo
especifica que ocorre entre o corante Congo Red e os #(1,3)-D-glucanos com este tipo
de estrutura e que resulta num desvio batocrémico no espetro de absorgao. A m.r. foi
colocada numa microplaca de 96 pogos (NUNC), contendo 140 pyL de amostra e 140 pL
de uma solugcdo de corante Congo Red (Sigma-Aldrich) 0.017 % (m/v) em tampéo
fosfato salino (PBS) pH 7.2.

Foram realizados trés ensaios em branco, constituidos por misturas reacionais distintas:
agua ultrapura e corante Congo Red 0.017 % (m/v), agua ultrapura e PBS e amostra e
PBS.O padréao utilizado foi p-(1,3)-D-glucano de cevada (Sigma-Aldrich) 0.2 mg/mL, foi
dissolvido inicialmente em NaOH 1M e, posteriormente neutralizado com HCI, e utilizado

numa gama de 0-50 ug/mL. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.
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Para a determinagdo da absorvancia a 510 nm foi utilizado um leitor de microplacas

(BMG Labtec, modelo FLUOstar OPTIMA), e corrigida através da equagao seguinte:
Ab3510 nm = (AbSAmostra - AbSBranco 1) - (AbSBranco 3" AbSBranco 2) (|"1)

A quantificagao foi expressa em mg de /~(1,3)-D-glucanos/g de OsC.

111.3.4.2. Quantificagdo de Polissacaridos Sulfatados

A quantificacao de polissacaridos sulfatos foi efetuada pelo método do corante azul de
toluidina, adaptado do descrito por Hahn et al.,*° que se baseia na interagéo especifica
entre o0 corante catidnico azul de toluidina e os grupos sulfato presentes nos
polissacaridos. Inicialmente, para uma microplaca de 96 pocos (NUNC), pipetaram-se
50 yL de amostra e 150 pL de uma solucéo de corante azul de toluidina [(7-amino-8-
metil-fenotiazin-3-ilideno)-dimetil aménia, Fluka] 0,05 mg/mL, em PBS. Posteriormente,

a microplaca foi colocada no escuro durante ca. 5 minutos.

Para o ensaio em branco foi utilizada agua ultrapura. A curva de calibragao foi obtida a
partir de uma solug&o padréo de sulfato de Dextrano 200000 Da (Sigma-Aldrich), numa

gama 0-130 pg/mL. Os ensaios foram todos efetuados em triplicado.

Na leitura da absorvancia a 620 nm foi utilizado um leitor de microplacas ((BMG Labtec,
modelo FLUOstar OPTIMA). A quantificagéo dos polissacaridos sulfatados foi expressa

em mg de polissacaridos sulfatados/g de OsC.

111.3.5. Quantificagao de Proteina Total

Para a quantificagao da proteina total presente nos extratos aquosos obtidos foi utilizado
o método de ligagao do corante azul de Coomassie, descrito inicialmente por Bradford
com adaptagdes.*' Numa microplaca de 96 pogos (NUNC) foram adicionados 100 pL de
amostra e 100 uL de reagente de Bradford (Bio-Rad, Quick Start™ Bradford 1x Dye
Reagent). De seguida, a microplaca foi mantida em condi¢des de auséncia de luz
durante ca. 5 minutos. Apds os cinco minutos de repouso procedeu-se a leitura da
absorvancia a 550 nm, num leitor de microplacas (BMG Labtec, modelo FLUOstar

OPTIMA). A quantificagao foi expressa em mg de proteina/g de OsC.

O ensaio em branco foi efetuado com agua ultrapura e como padrao foi utilizada
albumina do soro bovino (BSA; Acros Organics) 0.2 mg/mL, na gama de 0-20 pg/mL. Tal

como nos restantes doseamentos, os ensaios foram efetuados em ftriplicado.
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111.3.6. Quantificacao de Lipidos Totais

A quantificagdo de lipidos foi realizada procedendo a extragdo continua sélido-liquido
num sistema Soxhlet, ao longo de 4 horas, utilizando n-hexano como solvente. O extrato
obtido foi filtrado por gravidade, o solvente evaporado num evaporador rotativo (Buchi,
R200), o residuo seco a 65°C (estufa Memmert, modelo U40) e, posteriormente,

quantificado. O ensaio foi efetuado em duplicado.

111.3.7. Quantificagdo de Sélidos Totais

De modo a determinar os sélidos totais presentes no extrato aquoso dos OsC, foram
liofilizados 15 mL (UNIEQUIP, UNICRYO MC-2L-60°), tendo posteriormente sido feita a
pesagem do sdélido obtido. Este procedimento foi realizado para cada um dos extratos

aquosos obtidos.

ll1.3.8. Quantificagao de Cinzas

Para a quantificacdo do teor de cinzas proveniente da biomassa e dos NPsC,
inicialmente secaram-se cadinhos de porcelana em estufa (Wtc Binder, modelo E28), a
105 °C, durante 12 horas. De seguida, os cadinhos foram colocados na mufla
(Nabertherm, Controller B 170, modelo L9/11/B170 0401079), a 575 °C, durante 12-24
horas. Quando arrefecidos a temperatura ambiente, num exsicador, foram tarados e
adicionada uma massa conhecida de biomassa e NPsC. Colocaram-se novamente os
cadinhos na estufa, a 105 °C, durante 12-24 horas, tendo-se de seguida iniciado a sua
ignicdo a chama. Por fim, os cadinhos foram colocados na mufla, a 575 °C, durante 12-
24 horas, sendo posteriormente arrefecidos, num exsicador, até a temperatura
ambiente, quantificando-se o residuo restante. Todos os ensaios foram efetuados em

duplicado.

l1l.4. SINTESE E PURIFICAGAO DOS NPsC

lll.4.1. Sintese de Nanopontos de Carbono

A sintese de NPsC a partir dos ourigos da castanha foi efetuada por carbonizagéo
hidrotérmica, tendo-se recorrido a duas metodologias de aquecimento distintas:
aquecimento num reator de alta-pressao Parr e aquecimento em mufla, num reator de

aco inox com vaso de Teflon.
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lll.4.1.1. Carbonizac¢ao Hidrotérmica em Reator de Alta-Pressao Parr

No reator de alta-pressdo Parr foram colocados ca. 3 g de OsC e 100 mL de agua
ultrapura Millipore®. Procedeu-se a medi¢gdo do pH da mistura inicial, adicionou-se o
aditivo e procedeu-se novamente a medicao do pH. O reator foi entdo cuidadosamente
selado, definindo-se as condigdes reacionais (tempo de residéncia e temperatura),
iniciando-se de seguida a reacdo de carbonizacdo. Apds arrefecimento da mistura

reacional, o pH final foi medido.

Nos diferentes ensaios variaram-se o tempo de reagéo, o racio massico aditivo/OsC e

o aditivo (etilenodiamina (ED) (> 99.5 %, Fluka) e ureia recristalizada).

As condi¢cdes experimentais aplicadas em cada ensaio encontram-se descritas na

Seccao 11.3.1.1.

1ll.4.1.2. Carbonizagao Hidrotérmica em Mufla

Para o método de carbonizacao hidrotérmica em mufla, foi utilizado um reator de aco
inox com vaso de Teflon, contendo ca. 900 mg de OsC e 30 mL de agua Millipore®. A
semelhanca do método em reator de alta-pressao, procedeu-se a medi¢cao do pH nos
diferentes momentos do processo. O reator foi devidamente selado e colocado na mufla
nas condigdes previamente estabelecidas (tempo de residéncia e temperatura). Apds

arrefecimento da m.r., foi medido o pH final.

Nestes ensaios variou-se a quantidade de aditivo (apenas se realizaram ensaios com
ED) e o tempo de reagao, encontrando-se as condi¢gdes reacionais descritas na Secgao
11.3.1.2.

lll.4.2. Purificagdo de Nanopontos de Carbono

111.4.2.1. Isolamento por Filtragao em Membrana

As misturas reacionais obtidas quer por aquecimento em reator de alta-pressao, quer
por aquecimento em mufla, foram isoladas por filtragéo, sendo utilizada uma membrana
de acetato de celulose regenerada com didmetro de poro 0.2 ym. O residuo organico
retido foi quantificado apds secagem na estufa (Wtc Binder, modelo E28) a 105°C,

durante 24 horas.
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1ll.4.2.2. Purificagao por Extrag¢ao Liquido-Liquido

Procedeu-se a purificagao do filtrado proveniente da etapa anterior, por extragao liquido-
liquido realizada em duas etapas sucessivas, com recurso a solventes organicos
(CH2Cl2 e ACOEY).

Os filtrados obtidos dos ensaios em maior escala (carbonizacdo em reator de alta-
pressao) foram extraidos com CH2Cl, (2x 50 mL, seguidas de AcOEt (2x50 mL). Para os

filtrados da sintese em mufla, utilizaram-se 2x15 mL de CH.Cl, e 2x 15 mL de AcOEt.

Com o objetivo de eliminar o solvente organico residual, as dispersbes aquosas de
NPsC foram submetidas a evaporacao sob vacuo a 90 °C. O volume final da dispersao
de NPsC foi registado, tendo sido estas armazenadas em atmosfera inerte a 4 °C. As
fases organicas recolhidas durante as extragdes foram igualmente evaporadas e os

residuos secos a 105 °C em estufa para posterior quantificacio.

Para a determinacgao do teor de sdlidos nas dispersdes aquosas de NPsC, foi retirada
uma porg¢ao conhecida (2 mL - 5 mL), consoante o volume total, a qual foi posteriormente

seca a 105 °C na estufa e quantificada.

111.4.2.3. Purificagdo por Membrana

Como etapa de purificacao adicional foi efetuada uma purificagdo por membranas de
acetato de celulose sintetizadas a partir de acetato de celulose, formamida e acetona,
em volumes variaveis conforme o tamanho de poro pretendido. Medidos os volumes
para um recipiente, este foi colocado a agitar durante ca. 16 horas a uma temperatura
de 24.2 °C.

Apds a agitagdo obteve-se uma mistura viscosa que foi espalhada finamente sobre
vidro, colocando-se em banho de gelo para formar as membranas, que foram

conservadas a 4 °C.

Externamente determinaram-se as caracteristicas das membranas, sendo que as AC22
apresentaram um cut-off de moléculas com peso molecular superior a 10.45 kDa e as
AC30 superior a 21.45 kDa. As suas permeabilidades hidraulicas foram 2.7 e 39.6

kg/m?.h.bar, resultando num tamanho médio de poro de 17.4 e 80.6 nm, respetivamente.

Para a compactacdo das membranas, foram realizados 3 ciclos numa célula de
permeacgdo (amicon® 8050, pressdo maxima de 75 psi), a uma pressdo de 1.2 bar (20

% superior a pressao de trabalho).
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l11.5. DESIGN EXPERIMENTAL

Como descrito anteriormente, um dos objetivos delineados foi determinar quais as
melhores condi¢des de sintese dos NPsC via CHAC, em reator Parr. Para tal, efetuou-
se um estudo para trés parametros operacionais, nomeadamente a natureza do aditivo
utilizado (ED ou ureia), o racio massico aditivo/OsC (0.08 ou 0.16) e o tempo de
residéncia (4 ou 6 h). O seu planeamento experimental consistiu num design factorial
de 2% com 8 ensaios em duplicado. Os niveis, positivo (+) e negativo (-), foram
determinados com base em ensaios preliminares descritos anteriormente na seccéo

[11.4.1.1. A temperatura foi mantida constante nos diversos ensaios (250 °C).

As respostas em estudo foram o teor de sodlidos, o rendimento quantico de

fluorescéncia (@), a atividade antioxidante e a atividade anti-inflamatoria (AAl).

A matriz correspondente ao design experimental encontra-se apresentada na Tabela
[.1.

Tabela lll.1. Matriz de ensaios do Design Experimental.

Fatores
Bl A - Tipo de B — Tempo de C — Racio Massico
Aditivo Residéncia (h) aditivo/OsC
NPsC_02
el ED 61 0,16 ()
NPsC_04
“escor | 20 o) o
NPsC_09
e I 40 016 ()
NPsC_07
"W W 40 2000
NPsC_03
T ot e
NPsC_06
N e | U0 o host)
NPsC_12
“Nesc iz | e 40 o)
NPsC_11
NPSC 17 Urea (-) 4 (-) 0,08 (-)

Todos os NPsC foram sintetizados a 250 °C, em reator Parr.
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A equacdo do modelo fatorial segue a forma da equacao (111.2),'® apresentada abaixo,
onde o y corresponde as respostas previstas para cada modelo (teor de solidos
(mg/mL), rendimento quantico de fluorescéncia, atividade antioxidante (%) e atividade
anti-inflamatadria (%)), Bo € a média total das respostas, B os coeficientes de regresséo
e X as variaveis em estudo (natureza do aditivo, tempo de residéncia (h) e racio massico
aditivo/OsC).

Y =PBo+ BaXa+ BeXp+ BcXc+ BapXaXp + BacXaXc + BecXpXc + BapcXaXpXc (.2)

A analise estatistica dos modelos foi efetuada através da metodologia de resposta de
superficie (RSM), por analise de variancia (ANOVA) multipla, com um nivel de confianca
de 95 %, utilizando-se para tal a versdo do software Design Expert 13.0.1.0.
Determinaram-se as condi¢cdes otimas de sintese e de que modo os diferentes
parametros reacionais influenciam algumas das suas propriedades, nomeadamente o
teor de sdlidos, o @, a atividade antioxidante e a atividade anti-inflamatdria dos NPsC

sintetizados.

I11.6. AVALIAGAO DA BIOATIVIDADE DOS NPsC

11.6.1. Avaliagdo da Atividade Antioxidante

As propriedades antioxidantes dos NPsC foram avaliadas através do método do radical
ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico); 98 %, Sigma-Aldrich). Na
presenca de compostos com atividade antioxidante, ocorre reducao da espécie radicalar
catiénica ABTS<", resultando numa alteracdo da coloracdo da solugcdo, de azul-
esverdeado para incolor, proporcional a concentracao de antioxidante presente. O

método utilizado foi o descrito por Re et al..'?

A solugao de radical ABTS foi preparada numa concentracdo de 7 mM, em persulfato
de potassio (2.5 mM, em agua ultrapura), mantida ao abrigo da luz durante ca. 18 horas.
Apos este periodo, a solugao foi diluida em PBS pH 7.4 e ajustada a unidade de
absorvancia a 620 nm. Para cada ensaio foram pipetados 290 uL desta solu¢ao para
uma microplaca de 96 pogos (NUNC), aos quais foram adicionados 10 uL da solugao
aquosa de NPsC com concentragio de 1 mg/mL. Todos os ensaios foram realizados em

triplicado.

Como controlo negativo, utilizou-se agua ultrapura e, como controlos positivos, foram

utilizadas solugdes de 1mg/mL de acido ascérbico (99.7 %, Merck), acido gélico (Sigma-
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Aldrich), BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, Scharlau) e trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxilico; 98 %, Sigma Aldrich).

A curva de calibragao foi efetuada com solug¢des padrao de trolox, em triplicado, numa
gama de concentracdes entre 0 e 0.6 mg/mL, com o objetivo de determinar a atividade

antioxidante dos NPsC, expressa em equivalentes de trolox (ET) por mg de NPsC.

1ll.6.2. Avaliacao da Atividade Antibacteriana

Para a avaliacido da atividade antibacteriana foi utilizada a técnica da suscetibilidade a

difusdo em disco, adaptada do método de Kirby-Bauer.'®!

Comecou por se preparar o pré-inoculo em meio MHB (Mueller-Hinton Broth; BioLife),
das bactérias a testar Escherichia coli ATCC® 25922 e Staphylococcus aureus ATCC®
25923, sendo a turbidez ajustada ao padrdo 0.5 de McFarland (1.5x108 CFU/mL;
Liofilchem), apds incubacdo overnight, a 37 °C e 180 rpm. Os procedimentos de
inoculacao das espécies bacterianas obedeceram as normas do M100 do CLSI (Clinical

& Laboratory Standards Institute).'®?

Posteriormente foi efetuada a inoculacdo das suspensdes celulares em placas de petri
com meio solido MHA (Mueller-Hinton Agar), preparado a partir de MHB com 1.7 % de
agar (Labkem). Adicionaram-se os discos de 9 mm de didmetro, previamnete
esterilizados, impregnados com 50 pL de solugdo de NPsC (20 mg/mL e 10 mg/mL),
sendo o controlo positivo uma solugédo 0.2 mg/mL de gentamicina e o controlo negativo

agua ultrapura estéril.

Apds ca. 18 horas de incubacido a 37 °C, mediram-se os didmetros de inibicao de

crescimento microbiano correspondentes.

11l.6.3. Avaliacao da Atividade Anti-inflamatoéria

A avaliagao da atividade anti-inflamatdria dos NPsC teve por base o método da inibigao

da desnaturagdo da albumina, adaptado do descrito por Alamgeer et al.'®3.

A 0.2 mL de uma solugao de albumina de ovo a 1% (m/V), foram adicionados 0.6 mL
de PBS (pH = 6.4) e 0.2 mL de solugdo aquosa de NPsC, a 1 mg/mL. As misturas
reacionais foram a incubadas num banho termoestatizado (GFL, modelo 1002), a 37 °C,
durante 20 min, sendo posteriormente submetidas a um novo periodo de incubagao de

10 min, a 70 °C. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, foram registadas as
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absorvancias a 660 nm (espetrofotometro UV-Vis, UV-3100PC VWR). Todos os ensaios

foram realizados em triplicado.

Utilizou-se como controlo negativo agua ultrapura Millipore® e como controlo positivo,
solugbes do anti-inflamatério corticosteroide prednisolona (Angelini) em diferentes

concentracoes (50, 100 e 500 ug/mL).

Dado que as amostras em estudo apresentavam coloragédo foi também registada a
absorvancia do branco para o controlo positivo e para as amostras. A atividade anti-
inflamatéria foi determinada através da percentagem de inibigdo da desnaturacéo da

proteina, tendo sido calculada através da Equagéo 11.3.73,

ADS controlo negativo —(AbSamostra— AbSbranco amostra) x 100 ("|3)

% Inibicdo =

ADS controlo negativo

11l.6.4. Avaliacao da Citotoxicidade
111.6.4.1. In vitro

Para a avaliacao da citotoxicidade in vitro dos NPsC recorreu-se a uma adaptacao do
método colorimétrico MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]), o
qual permite quantificar o metabolismo celular, estando este associado a viabilidade
celular.’® Este método baseia-se na capacidade das células viaveis, através do seu
metabolismo, reduzirem o reagente de coloracdo amarela MTT a formazona, um

composto de coloragao violeta.

As linhas celulares animais tumorais testadas foram as células humanas de carcinoma
do colo do utero (HeLa ATCC® CCL-2) e as células de sarcoma de murganho (S180
ATCC® TIB-66). Como modelos de linhas animais celulares normais foram utilizadas as
células epiteliais renais de macaco verde africano (VERO ATCC® CCL-81) e fibroblastos
embrionarios de camundongo (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658).

As linhas celulares encontravam-se inicialmente criopreservadas a -80 °C, em soro fetal
bovino (FBS; Fetal Bovine Serum; GIBCO®, Thermo Fisher Scientific) suplementado
com 8-10 % de DMSO (Dimethyl Sulfoxide, MARCA). Para o seu desenvolvimento, apds
descongelamento foi adicionado meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; Biowest), seguido de incubacgao a 37 °C (Heraeus, modelo HERA Cell 240) sob

atmosfera humidificada de 5 % CO., até a formacao de aglomerados de células.

Apds o estabelecimento da cultura de células, iniciou-se o processo de expansao

celular. No caso da linha celular S180, a suspensao das células foi realizada com



96 Parte Experimental

raspagem mecanica, enquanto para as linhas HelLa, VERO e NIH-3T3 foi utilizada
tripsina para o destacamento celular. As células em suspensao foram dividas em frascos

adicionais DMEM suplementado com Soro Newborn, Serumplus® e glutamina.

Quando se obteve uma maior concentragao celular iniciaram-se os ensaios, tendo sido
adicionados a uma placa de 96 pogo (Orange Scientific) 150 uL de suspenséo celular (1
x 10° células/pogo) em DMEM suplementado com 10 % (v/v) FBS, com incubagéo
durante 24 horas a 37 °C sob atmosfera humidificada de 5 % de CO». Apds o tempo de
incubacgao e de se verificar que o fundo de cada pogo se encontrava coberto por células,
adicionaram-se 150 uL de solugdo de NPsC previmenete esterilizados por filtracdo
(concentragdo variada, por diluicdo seriada) a cada pogo, tendo-se incubado novamente
durante ca. 18 horas. Os ensaios foram efetuados em quadruplicado, tendo sido

utilizado como controlo negativo agua ultrapura estéril e como controlo positivo TEMED.

Decorridas as 18 horas, descartou-se o sobrenadante e lavaram-se os pogos com PBS,
adicionando-se a cada po¢o 100 pyL de uma solugdo de MTT 0.5 mg/mL em PBS e
incubando-se novamente durante ca. 3 horas a 37 °C sob atmosfera humidificada de 5
% CO.. Apos este periodo, o sobrenadante foi novamente removido e adicionaram-se
100 pL/pogo de uma solugdo 0.1 M de Tween® 20 (Bio-Rad) em isopropanol, para
solubilizacao dos cristais de formazona. Por fim, a absorvancia foi lida a 570 nm, com
referéncia a 650 nm, num leitor de microplacas (TECAN Infinite M200 PRO).

111.6.4.2. In vivo

A citotoxicidade in vivo foi avaliada utilizando o microcrustaceo Artemia Salina, cujos
ovos apresentam baixo custo e elevada taxa de eclosdo, sendo o método utilizado
adaptado do descrito por Lima et al.."®8 Os ovos (JBL, Artemio Pur) foram colocados
num recipiente apropriado para a sua eclosdo, contendo uma solugcdo salina
previamente preparada, composta por 23 g de NaCl, 11 g de MgCl..6H20, 4 g de
Na;SOs, 1.3 g de CaCl,.2H,0 e 0.7 g de KCI, em 1 L de agua ultrapura. Apos um periodo
de incubacgado de 48 horas a temperatura ambiente, sob luz constante, foi possivel
observar-se a eclosdo dos microcrustaceos, que puderam entdo ser utilizados nos

ensaios de toxicidade.

Numa microplaca de 96 pogos estéril (Orange Scientific), foram adicionados 150 pL da
solucado salina contendo A. Salina, estimando-se a presenca de 8 nduplios por poco.
Antes da adicdo das solugbes aquosas de NPsC, procedeu-se a contagem dos
organismos mortos (0.m.) por observagao num microscépio ético invertido (OLYMPUS

CK2), com o objetivo de determinar o numero de organismos mortos previamente ao
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ensaio. De seguida, adicionaram-se 150 pL das solu¢des de NPsC, preparadas por
diluigdes em cascata, a cada pogo. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicado. A
microplaca foi tapada e incubada a temperatura ambiente durante um periodo de 24-48

horas.

Apds o periodo de incubacgao, foi novamente efetuada a contagem dos organismos
mortos, recorrendo ao microscopio. Posteriormente, adicionaram-se 1-2 gotas de lixivia
em cada pogo, com o objetivo de induzir a morte total dos organismos, permitindo assim
a contagem final do numero total de A. salina presentes em cada pogo. A percentagem
de morte foi representada em funcdo da concentragdo de NPsC, sendo esta
determinada de acordo com a equagéo seguinte:

o P ~ —N2 P
% Morte = (N®o.m.qpss mcubr?cao N 0.M.inicial) % 100 (|||.4)
(N? total de organismos— N2 0.M.inia1)

11l.6.5. Marcagao Celular por Fluorescéncia

Para a aquisi¢cao das fotografias por microscopia de fluorescéncia (OLYMPUS, BX51)
foi utilizado o organismo modelo escolhido anteriormente, com o intuito de se observar
a internalizacdo dos NPsC pelo mesmo. Os microcrustaceos foram incubados com a
dispersao aquosa de NPsC, a uma concentragado de 1 mg/mL, numa microplaca de 24
pocos estéril (Orange Scientific) durante ca. 3 horas. De seguida, depositou-se uma gota
de solucdo com as A. salina e os NPsC sobre uma lamina e colocou-se uma lamela,
tendo esta repousado durante ca. 15 minutos no escuro, antes da aquisicdo das

fotografias.

Tendo em conta os resultados de citotoxicidade previamente observados para as células
HelLa, considerou-se pertinente avaliar de que forma internalizariam os NPsC
sintetizados nestas linhas celulares. Para o efeito, depositaram-se lamelas redondas,
previamente esterilizadas, nos pogos de uma microplaca de 24 pogos estéril (Orange
Scientific), adicionando-se 500 pL de gelatina em PBS 0.15 % (m/v). Decorridos ca. 10
minutos, removeu-se o0 volume em excesso e lavaram-se todos os pogos com DMEM
suplementado com 10 % (v/v) FBS. Adicionou-se 1 mL de células em suspenséo, de
modo a cobrir o fundo pog¢o, procedendo-se a nova incubacédo, durante ca. 24 horas,

sob atmosfera humidificada de 5 % CO..

Decorrido o tempo de incubacao, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se a cada
pogo 900 uL de DMEM suplementado com 10 % (v/) FBS e 100 pL de solugao aquosa
de NPsC, perfazendo uma concentragéo de 1 mg/mL. Seguiu-se a incubagéo da linha

celular com os NPsC durante ca. 18 horas, sob atmosfera humidificada de 5 % CO..
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Os pocgos foram lavados com DMEM, apés o tempo de incubagdo, sendo as lamelas

colocadas sobre uma lamina hidratada com duas gotas de sobrenadante.

No entanto, por motivos logisticos, nao foi possivel adquirir as imagens por microscopia
de fluorescéncia, o que impediu a observacido do modo como ocorre a internalizagcao

nas células dos NPsC sintetizados.
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IV. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

No presente trabalho obtiveram-se com éxito nanopontos de carbono (NPsC) por
carbonizacgao hidrotérmica assistida por aquecimento convencional (CHAC) em reator
de alta-pressado e em mufla, utilizando-se como percursores ourigos da castanha (OsC).
O processo de carbonizagdo apresenta um caracter sustentavel, possibilitando o
aproveitamento de residuos agricolas, favorecendo a implementagdo de uma economia

circular.

Foram exploradas diferentes condigcbes de sintese e avaliou-se de que modo as
mesmas influenciaram algumas das propriedades dos NPsC. Através de um design
experimental foram estabelecidas as condi¢gdes de sintese que influenciaram quatro
propriedades especificas, nomeadamente o teor de soélidos, o rendimento quantico de
fluorescéncia, a atividade antioxidante e a anti-inflamatdria, obtendo-se graficos de
superficie que permitiram a previsdo dessas propriedades. Nas propriedades fotofisicas
destacam-se rendimentos quanticos de fluorescéncia muito relevantes, sobretudo
quando utilizada etilenodiamina (ED) como aditivo, atingindo ca. 25 %. Avaliada a sua
morfologia por AFM, verificou-se que os NPsC sintetizados ocorrem como particulas

individuais, quasi-esféricas, nao havendo evidéncia de fenbmenos de agregacgao.

Foram também exploradas as propriedades bioldgicas, as quais se revelaram muito
promissoras, nomeadamente a atividade antioxidante e a atividade anti-inflamatoria,
atingindo valores bastante elevados. A citotoxicidade in vivo tem também bastante
relevancia, uma vez que as concentragdes testadas nao foi detetada citotoxicidade para
células nao tumorais, verificando-se, no entanto, citotoxicidade para a linha celular
tumoral humana (HelLa), a baixas concentragdes. A visualizagdo do microcrustaceo A.
salina através da microscopia de fluorescéncia possibilitou inferir-se da potencial

aplicagao dos NPsC na area de imagem médica.

Relativamente as condi¢cdes de sintese, sera relevante explorar outras condi¢gdes que
possam influenciar as propriedades dos nanomateriais de carbono, nomeadamente
testar alteracdes de temperatura, tipo de aditivo e arejamento. Perspetivando a grande
diversidade de aplicagdes para os NPsC, sera pertinente também explorar outras
propriedades, nomeadamente a entrega de farmacos, a marcagao celular, bem como a
atividade antibacteriana, recorrendo a outras espécies bacterianas e fungos

patogenicos.
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Tendo em conta as dificuldades observadas na obtencdo de resultados de citotoxicidade
in vivo com a A. salina, seria também importante a realizagdo de novos ensaios,
mantendo-se ou alterando-se 0 organismo modelo. Quanto a avaliagdo da
citotoxicidade, uma vez que os NPsC apresentaram toxicidade contra células HelLa a
baixas concentracdes, seria importante realizar a microscopia de fluorescéncia de modo

a observar como os NPsC s&o internalizados no interior das células.
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