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Resumo 

O presente trabalho teve como principal objetivo promover a valorização da biomassa da 

microalga Chlorella vulgaris (BM-Cv) cultivada em meio de cultura suplementado com 

resíduos alimentares (provenientes do comércio retalhista), através da síntese sustentável de 

pontos de carbono (PsC) bioativos fluorescentes e posterior avaliação das suas potenciais 

aplicações, nomeadamente em imagiologia.  

Os PsC foram sintetizados a partir da BM-Cv por carbonização hidrotérmica através de 

aquecimento convencional e assistida por radiação micro-ondas, sendo posteriormente 

submetidos a etapas de isolamento e purificação, através de filtração e extração líquido-

líquido.  

Os nanomateriais de carbono obtidos foram caracterizados estruturalmente por espetroscopia 

de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), ressonância magnética nuclear de 

protão (RMN 1H) e análise elementar, enquanto a sua caracterização morfológica preliminar 

foi realizada por Microscopia de Força Atómica (AFM). As propriedades fotofísicas dos novos 

PsC foram estudadas através de espetroscopia de absorção no estado fundamental (UV-Vis) 

e espetroscopia de fluorescência no estado estacionário. 

A bioatividade dos PsC foi avaliada no que diz respeito à sua atividade antimicrobiana contra 

duas espécies bacterianas, Escherichia coli e de Staphylococcus aureus, bem como quanto 

à sua atividade antioxidante. A citotoxicidade dos PsC in vitro foi estudada em linhas celulares 

animais normais (NIH-3T3 e VERO) e tumorais (S180) e in vivo utilizando o microcrustáceo 

Artemia salina como organismo modelo. Paralelamente, recorreu-se à técnica de microscopia 

de fluorescência para analisar a interação dos nanomateriais sintetizados com as linhas 

celulares em estudo e com o microcrustáceo. 

A análise das propriedades biológicas permitiu concluir que os PsC exibiram baixa atividade 

antibacteriana e antioxidante. No entanto, não apresentaram efeitos citotóxicos contra células 

animais, assim como em organismos vivos. Verificou-se ainda a internalização destas 

nanopartículas nas linhas celulares animais e em A. salina, evidenciando o seu potencial para 

marcação celular por fluorescência e consequente aplicação em imagiologia. 

 

Palavras-chave: atividade biológica; carbonização hidrotérmica; fluorescência; microalgas; 

pontos de carbono. 
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Abstract 

The main goal of this work is to promote the valorization of the biomass of the microalga 

Chlorella vulgaris (BM-Cv) cultivated in a culture medium supplemented with food waste (from 

retail trade), through the sustainable synthesis of fluorescent bioactive carbon dots (CDs) and 

subsequent evaluation of their potential applications, namely in imaging. 

The CDs were synthesized from BM-Cv via hydrothermal carbonization using conventional 

heating and microwave-assisted irradiation, followed by isolation and purification steps through 

filtration and liquid-liquid extraction. The obtained CDs were structurally characterized by 

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), proton nuclear magnetic resonance (NMR 1H) 

and elemental analysis, while their preliminary morphological characterization was performed 

using Atomic Force Microscopy (AFM). The photophysical properties of the CDs were studied 

using fundamental state absorption spectroscopy ((UV-Vis) and steady-state fluorescence 

spectroscopy. 

The bioactivity of the CDs was evaluated for their antimicrobial activity against two bacterial 

species, Escherichia coli and of Staphylococcus aureus, as well as for their antioxidant activity. 

The in vitro cytotoxicity of the CDs was studied using normal (NIH-3T3 and VERO) and tumoral 

(S180) animal cell lines and in vivo using the microcrustacean Artemia salina as a model 

organism. Simultaneously, fluorescence microscopy was employed to analyse the interaction 

of the nanomaterials with the studied cell lines and the microcrustacean. 

The analysis of the biological properties of the CDs revealed low antibacterial and antioxidant 

activity. However, they did not show cytotoxic effects against animal cells or living organisms. 

Additionally, the internalization of these nanoparticles in animal cell lines and A. salina was 

observed, highlighting their potential for fluorescence-based cell labelling and imaging 

applications.  

 

 

 

 

Keywords: biological activity; carbon nanodots; fluorescence; hydrothermal carbonization; 

microalgae. 
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Glossário, Abreviaturas e Símbolos 

A 

Abs Absorvância 

ABTS Ácido 2,2ʹ-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) 

AcOEt Acetato de etilo 

AFM Microscopia de Força Atómica (Atomic Force Microscopy) 

B 

BHT Butil-hidroxitolueno 

BM-Cv Biomassa da microalga Chlorella vulgaris 

BSA Albumina do soro bovino (Bovine Serum Albumin) 

C 

ca. circa (do latim, quantidade aproximada) 

CFU Unidades formadoras de colónias (Colony-Forming Units) 

CHAC Carbonização Hidrotérmica por Aquecimento Convencional 

CHMO Carbonização Hidrotérmica Assistida por Radiação Micro-ondas 

D 

DET Dietilenotriamina 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA Ácido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid) 

DP Desvio padrão 

E 

ED Etilenodiamina 

EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético 

em Emissão 

ET Equivalentes de Trolox 

et al. et alia (do latim, referência a outros) 

exc Excitação 

F 

FBS Soro bovino fetal (Fetal Bovine Serum) 

FBR Fotobiorreator 

FTIR Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (Fourier-

Transform Infrared Spectroscopy) 

H 

HeLa Linha celular tumoral do colo do útero de Henrietta Lacks 
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L 

L929 Linha celular de fibroblastos de murganho 

LED Díodo emissor de luz (Light emisson diode) 

M 

MAE Extração assistida por micro-ondas (Microwave Assisted Extraction) 

MHA Mueller-Hinton Agar 

MHB Mueller-Hinton Broth 

MHS Mueller-Hinton Soft 

MIC Concentração mínima inibitória (Mininum Inhibitory Concentration) 

MLC Concentração mínima letal (Mininum Lethal Concentration) 

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

m.r. Mistura reacional 

N 

n.d. Não detetado 

NIH-3T3 Linha celular de fibroblastos embrionários de murganho 

NMs Nanomateriais 

NMsC 

NPsC 

Nanomateriais de Carbono 

Nanopontos de Carbono 

P 

PBS Solução salina de tampão fosfatos (Phosphate-Buffered Saline) 

PEG Polietilenoglicol 

PsC Pontos de Carbono 

PQsG Pontos Quânticos de Grafeno 

PsPC Pontos de Polímero Carbonizado 

p-FD p-Fenilenodiamina 

R 

Resazurina 7-Hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-óxido, sal de sódio 

RMN 1H Ressonância Magnética Nuclear de Protão (Proton Nuclear Magnetic 

Resonance) 

RNA Ácido ribonucleico (Ribonucleic acid) 

ROS 

RQ 

Espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species) 

Rendimento Quântico de Fluorescência 
 

S 

SPV Sulfofosfovanilina (Sulfo-phospho-vanillin) 

S180 Linha celular de sarcoma de murganho 
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T 

T Temperatura 

Trolox Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico 

U 

u.a. Unidades arbitrárias 

UV Ultravioleta 

UV-Vis Espetroscopia de Ultravioleta-Visível 

V 

VERO Linha celular epitelial renal de macaco verde africano  

vs. versus 

Símbolos 

 Comprimento de onda 

𝛷F Rendimento quântico de fluorescência 
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I.1. PREÂMBULO 

O presente trabalho abrange a síntese sustentável de pontos de carbono (PsC) fluorescentes, 

obtidos a partir da microalga verde Chlorella vulgaris, cultivada em meio de cultura 

suplementado com resíduos alimentares provenientes do comércio retalhista. As microalgas 

verdes têm, nos últimos anos, sido alvo de estudo pela comunidade científica, tendo 

despertado o seu interesse pelo elevado potencial dos produtos e aplicações que apresentam, 

enquanto biomassa com elevada carga orgânica, contendo compostos benéficos para a 

saúde humana.  

Este Capítulo pretende, numa primeira fase, enquadrar as principais características da 

microalga utilizada, bem como a sua origem e propriedades bioquímicas, através de uma 

revisão bibliográfica. Serão, ainda, descritos os métodos empregues para o isolamento de 

biocompostos com valor acrescentado, a partir destes microrganismos.  

Relativamente à síntese de PsC, será apresentada uma revisão da literatura sobre os 

diferentes tipos de nanoestruturas de carbono e os métodos de síntese associados à sua 

obtenção. Serão também descritas as suas propriedades fotofísicas e biológicas, juntamente 

com as suas potenciais áreas de aplicação. 

Assim, o presente Capítulo inclui as seguintes Secções: 

I.2. Microalgas 

I.3. Nanomateriais de Carbono 
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I.2. MICROALGAS 

Enquanto sistema biológico, as microalgas são consideradas extremamente eficazes no que 

diz respeito à absorção de energia solar e à produção de compostos orgânicos através da 

fotossíntese, pelo que as aplicações da biomassa destes microrganismos têm vindo a ser 

estudadas ao longo dos últimos anos.1,2 

As microalgas são seres unicelulares, filamentosos ou sifonáceos, existentes em sistemas de 

água doce e salgada, e são classificados como eucariotas, com um vasto habitat natural e 

uma forte adaptabilidade ambiental, sendo consideradas uns dos seres vivos mais antigos no 

planeta.2,3 Caracterizam-se pela sua riqueza em pigmentos, nomeadamente a clorofila, que 

lhes confere a capacidade de realizar a fotossíntese de forma extremamente eficiente, 

tornando-os um dos microrganismos que mais rapidamente se multiplicam. 

Consequentemente, existem em abundância na natureza, representando uma mais-valia, não 

só por serem fontes de oxigénio livre na atmosfera, como também pelas diversas aplicações 

que podem possuir (Tabela I.1).4,5 

Considera-se que as microalgas possam ser uma fonte natural para uma dieta saudável e, 

por isso, são frequentemente utilizadas ao nível da nutrição (humana e animal). Muitas das 

espécies são ricas em hidratos de carbono, proteínas, lípidos e outros componentes com valor 

nutricional, tendo sido destacadas pela sua capacidade de auxiliar o sistema imunitário, 

metabolismo de lípidos e a função intestinal.2 Por outro lado, as indústrias farmacêutica, 

cosmética, alimentar e nutracêutica, bem como a biomedicina, beneficiam também das 

vantagens das microalgas devido às substâncias bioativas produzidas pelas mesmas e às 

suas propriedades biológicas, como a fotossíntese, a superfície ativa e a ótima 

biocompatibilidade.3,6 Destacam-se ainda como potenciais aplicações a sua utilização como 

biocombustíveis e biofertilizantes, assim como a sua utilização no tratamento de águas 

residuais e na proteómica (Tabela I.1).7 
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Tabela I.1 - Potenciais aplicações de microalgas (adaptado de Balasubramaniam et al.)7   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A maioria das espécies de microalgas são autotróficas, pelo que os seus requisitos de 

crescimento estão relacionados com a luminosidade disponível e o teor de carbono inorgânico 

e minerais dissolvidos no meio de cultura. Contudo, algumas microalgas conseguem crescer 

sob condições heterotróficas (na ausência da luz, utilizando carbono orgânico através de 

Farmacêutica 

• Anticancerígeno 

• Antinflamatório 

• Antiviral 

• Antifungal 

• Antibacteriano 

Nutracêutica 

• Suplementos e aditivos alimentares; 

• Agente gelificante; 

• Bio-corantes. 

Cosmética 

• Branqueamento da pele; 

• Tratamento de doenças da pele; 

• Agente antioxidante e hidratante. 

Combustível/energia 

• Biodiesel; 

• Bioetanol; 

• Eletricidade/calor; 

• Biogás. 

Fertilizantes 

• Melhoria da fertilidade dos solos; 

• Estimulante do crescimento de plantas; 

• Bio-pesticida. 

Alimentação animal 

• Fonte nutricional; 

• Melhoria da fertilidade e do sistema 

imunitário. 

Proteómica 

Tratamento de águas residuais 
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respiração aeróbica) e mixotróficas (assimilando o carbono orgânico através de respiração 

aeróbica). A variedade das condições de crescimento contribui para que a cultura de 

microalgas seja um processo desafiante e delicado, podendo ser afetado por vários fatores 

abióticos, como a intensidade da luz, a temperatura, o pH, a taxa de oxigénio e a 

disponibilidade de nutrientes e de CO2; bem como por fatores biológicos, como a presença de 

organismos patogénicos ou predadores. Existem, por isso, diversas estratégias para otimizar 

as condições de cultura, como sistemas fechados ou abertos, cultura em batch, contínua ou 

semi-contínua, o que implica maiores custos associados a este processo.8 

Até 2020, aproximadamente 5000 toneladas de microalga seca eram produzidas por ano a 

nível mundial.9 O processo de produção de microalgas engloba três etapas essenciais: a 

cultura, a colheita e a desidratação. A cultura pode ser, atualmente, realizada em sistema de 

reservatório aberto, seja em águas naturais, como lagos ou lagoas, ou em reservatórios 

artificiais. Este método é preferível na perspetiva económica quando comparado à alternativa, 

que consiste na tecnologia de fotobioreatores (FBRs). Por outro lado, esta permite um sistema 

de cultura isolado e controlado, eficiente na prevenção da contaminação.7 

A tecnologia de FBR baseia-se num vaso fechado que permite a produção fototrófica de 

microalgas, com o objetivo de reduzir os custos da produção de biomassa. Estes 

equipamentos podem encontrar-se em ambiente interior ou exterior, dependendo da sua 

capacidade de recolher luz e da sua viabilidade comercial. Habitualmente, o meio de cultura 

está contido num conjunto de tubos ou pratos transparentes, enquanto a microalga, suspensa 

num meio aquoso, circula a partir de um reservatório central. Paralelamente, os sistemas de 

reservatório aberto consistem num tanque de água, ao qual são adicionados os nutrientes e 

se recorre à luz natural e ao dióxido de carbono da atmosfera para desencadear o processo 

de produção. O rendimento destes sistemas é baixo, o que, associado a outras desvantagens 

como a necessidade de grandes terrenos, a facilidade de contaminação e a dificuldade em 

prolongar o crescimento durante longos períodos, torna esta alternativa menos viável.9 

 

I.2.1 Recursos alternativos para a cultura de Microalgas 

Dada a dificuldade e os custos associados ao cultivo de microalgas, e tendo em conta o 

potencial benefício das suas aplicações, procuram-se cada vez mais alternativas económicas 

e sustentáveis para realizar este processo. A abordagem mais adequada para otimizar a 

rentabilidade de um sistema de cultura de microalgas reside na utilização de recursos 

alternativos, ecológicos e de baixo custo, em particular para o meio de cultura, como é o caso 

dos resíduos alimentares ou das águas residuais do processamento de alimentos.10 
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Contudo, é de salientar que esta estratégia apresenta limitações, quer ao nível da diversidade 

das fontes dos resíduos utilizados, quer das espécies de microalgas que podem efetivamente 

crescer nestas condições.11 

Em particular, os resíduos alimentares domésticos ou provenientes da indústria são 

considerados como um dos maiores problemas globais, levantando questões a nível 

ambiental e ético. O desperdício alimentar traduz-se num gasto de tempo, dinheiro e energia 

que são necessários para a produção de alimentos; por outro lado, manifesta-se também no 

aumento da emissão de gases com efeito de estufa, implicando o agravamento do 

aquecimento global.12  

De acordo com o Food Waste Index Report 2024 publicado pelo Programa das Nações Unidas 

para o Meio Ambiente, o desperdício alimentar não só gera aproximadamente 8–10 % das 

emissões globais de gases de efeito estufa, como também ocupa o equivalente a cerca de 30 

% das terras agrícolas do mundo. O mesmo relatório reporta o desperdício de ca. 1.05 biliões 

de toneladas mundialmente em 2022, sendo estes resíduos provenientes de habitações (60 

%), do setor de serviços de alimentação (28 %) e do comércio retalhista (12 %).13  

Atualmente, a prioridade a nível mundial é mitigar o impacto negativo proporcionado pela 

acumulação de resíduos alimentares, enquanto se continua a atender à necessidade 

crescente de produzir alimentos e energia para a população global, que se estima vir a atingir 

10 biliões de habitantes até 2050.14 Assim, existe uma procura urgente de formas de empregar 

os desperdícios alimentares de forma a reduzir o seu impacto a nível económico e ambiental.15 

Estes resíduos, ricos em hidratos de carbono, proteínas, lípidos, nitrogénio e fósforo, 

constituem um substrato rico para a cultura de microalgas, cujo meio de cultura ideal deve ser 

composto não só por elementos inorgânicos, como também por carbono, componente 

principal de todas as substâncias orgânicas sintetizadas pelas células, que pode ser 

igualmente fornecido pelos desperdícios alimentares.16 Não obstante, a fonte de carbono 

tipicamente empregue para a produção de biomassa de microalgas autotróficas é o dióxido 

de carbono e as suas espécies químicas aquosas derivadas, H2CO3, HCO3
− e CO3

2−. Embora 

o carbono orgânico também possa ser utilizado para o crescimento de espécies hétero e 

mixotróficas, é importante explorar qual a melhor via para fornecer este elemento de forma 

económica.16,17 

Desta forma, o cultivo de microalgas num meio de cultura enriquecido com estes desperdícios 

surge simultaneamente como uma solução para este problema e para o elevado custo 

associado ao cultivo standard.    
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I.2.2 Microalgas verdes e Chlorella vulgaris 

As microalgas verdes (Chlorophyta), como já referido, são um grupo de microrganismos 

fotossintéticos que habitam maioritariamente em sistemas aquáticos, sendo consideradas a 

base da cadeia alimentar destes habitats. As algas pertencentes à divisão Chlorophyta 

possuem inúmeras características, sendo algumas delas comuns com as plantas terrestres 

como, por exemplo, o facto de possuírem cloroplastos revestidos por uma dupla membrana. 

Estes organelos possuem pigmentos fotossintético, como clorofilas a e b, bem como 

pigmentos acessórios nomeadamente carotenos e xantofilas. Destaca-se ainda a composição 

da parede celular, que consiste numa matriz fibrosa de celulose.18,19 

Uma das microalgas verdes mais relevantes na atualidade é a Chlorella vulgaris (C. vulgaris), 

que, taxonomicamente, pertence ao reino Protista, divisão Chloropyta, sub-divisão 

Chlorophytina, classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales, família Chlorellaceae e género 

Chlorella.20 É um microrganismo unicelular eucariota, que cresce em água doce e cuja 

integridade genética se tem mantido constante ao longo dos 2.5 biliões de anos desde o seu 

aparecimento, durante o período pré-Câmbrico.6,8 Possui a capacidade de alterar o seu 

metabolismo consoante a fonte de carbono e a concentração disponível, pelo que pode exibir 

um comportamento fotoautotrófico, heterotrófico ou mixotrófico.8 

Ao longo dos últimos anos, esta microalga tem vindo a ser utilizada em diversas indústrias 

(alimentação, nutracêutica, cosmética e biofarmacêutica) devido à capacidade de produção e 

recuperação dos seus metabolitos, nomeadamente proteínas, lípidos, amido, clorofilas, 

ácidos polinsaturados, vitaminas e minerais, como vitamina B12, ferro, potássio, fósforo e 

cálcio.21,22 

 

 

 

 

Figura I.1 - Observação a microscópio ótico de uma cultura de Chlorella vulgaris.21 
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I.2.3 Extração e isolamento de compostos bioativos 

Para além da biomassa, os compostos obtidos a partir da mesma têm potencial para serem 

transformados em produtos de alto valor acrescentado em diversas indústrias, tornando-se 

relevante a extração e o doseamento eficientes dos mesmos.23 Os métodos utilizados 

convencionalmente envolvem, em grande parte, a extração com solventes orgânicos, 

tornando-os pouco adequados no que diz respeito à saúde humana e ao meio ambiente, 

acarretando um elevado gasto de energia e períodos de extração longos. Para além disso, os 

compostos bioativos podem ser sensíveis ao calor ou à utilização de determinados solventes, 

pondo em causa a sua integridade estrutural.23,24 

Face a estas adversidades, a procura por técnicas de extração mais eficientes, económicas 

e sustentáveis tem vindo a aumentar. Nas últimas décadas, têm sido exploradas metodologias 

de extração assistidas por enzimas (EAE), por micro-ondas (MAE) e ultrassons (UAE), bem 

como a extração por fluídos supercríticos (SPE) e por líquidos pressurizados (PLE), sendo 

utilizadas com sucesso em aplicações nas indústrias farmacêutica e alimentar, revelando um 

maior rendimento, aliado a um menor tempo de extração e a um menor custo.23,24 

A abordagem da MAE permite obter elevados rendimentos para extratos de compostos 

biológicos comparativamente aos métodos tradicionais, destacando-se como uma alternativa 

mais ecológica devido ao uso mínimo de solventes, preferência por solventes não corrosivos, 

um curto período de extração e uma baixa relação de consumo de energia e temperatura. A 

irradiação de micro-ondas provoca o aumento da temperatura do solvente pelo movimento de 

moléculas polares e a rotação de dipolos, promovendo a transição dos compostos bioativos 

da matriz da amostra para o solvente. Adicionalmente, trata-se de um método versátil 

relativamente ao solvente utilizado (por exemplo, água, acetona, etanol ou metanol), podendo 

ser aplicado em diferentes situações.25 

 

I.2.4 Métodos de doseamento de compostos bioativos 

Sendo as microalgas ricas numa enorme diversidade de compostos bioativos, como referido 

anteriormente, a presente Secção engloba uma breve contextualização sobre as técnicas 

utilizadas para o doseamento dos pigmentos, hidratos de carbono totais, -(1,3)-D-glucanos, 

polissacáridos (sulfatados, ácidos e totais), proteínas, compostos fenólicos e compostos 

flavonoides presentes nesta biomassa. 
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I.2.4.1. Quantificação dos pigmentos 

Ao longo das últimas décadas, as microalgas têm vindo a ser procuradas como uma fonte 

promissora de clorofilas e carotenoides em diversas indústrias. Estes são pigmentos naturais, 

destacando-se entre as suas fontes biológicas as microalgas pelo seu rápido crescimento, 

elevada eficiência fotossintética, produção de metabolitos e baixa emissão de gases de efeito 

de estufa. São, geralmente, classificados em vários tipos estruturais: tetrapirróis, 

carotenoides, flavonoides, curcuminoides, betaínas, entre outros.26 

Os pigmentos que se encontram em maior quantidade nas microalgas são os tetrapirróis e os 

carotenoides. Os tetrapirróis são, por sua vez, os pigmentos mais abundantes nos organismos 

vivos de forma geral, incluindo as clorofilas, o citocromo C, a vitamina B12 e a coenzima F430, 

que estão associados a um largo gradiente de cores (incluindo vermelho, amarelo, verde, azul 

e roxo), bem como a ótimas propriedades antioxidantes, anticancerígenas e antimutagénicas, 

revelando um excelente potencial a nível de aplicações biológicas. Dentro dos tetrapirróis, 

destacam-se as clorofilas, responsáveis não só pela cor verde das plantas, como também 

pela fotossíntese.27 

Por outro lado, os carotenoides são compostos associados à recolha de luz e à fotoproteção 

sendo, por isso, sintetizados por todos os organismos fotossintéticos. São constituídos por 

uma cadeia principal isoprenoide de quarenta átomos de carbono, responsáveis por várias 

colorações entre o amarelo e o vermelho. Estes pigmentos podem ser divididos em dois 

subgrupos: os carotenos formados por carbono e hidrogénio, sem oxigénio, como o α-

caroteno e o β-caroteno, e as xantofilas, que contém oxigénio, incluindo moléculas como a 

luteína, zeaxantina e violaxantina. As aplicações dos carotenoides estão direcionadas para a 

biotecnologia, como antioxidantes, para a indústria alimentar, como corantes, e para as 

indústrias cosmética e farmacêutica.28,29 

O método utilizado com maior frequência para a quantificação do teor de pigmentos numa 

amostra foi descrito por Lichtenthaler et al.29 em 1987, baseado na determinação de 

coeficientes de absorção específicos a determinados comprimentos de onda associados aos 

pigmentos. Por sua vez, são aplicados a equações matemáticas características do solvente 

utilizado na extração dos pigmentos. 

 

I.2.4.2. Métodos colorimétricos 

Devido à sua especificidade, elevada sensibilidade e eficiência, os métodos colorimétricos 

são considerados dos mais eficazes para a deteção de biomoléculas, como é o caso dos 
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compostos presentes nas microalgas. São de fácil aplicação e têm por base procedimentos 

simples que permitem uma análise rápida e visualmente clara.30 

O método colorimétrico descrito como mais eficaz, fácil e fiável para a determinação do teor 

de hidratos de carbono é o método do fenol-ácido sulfúrico, desenvolvido por Dubois et al.31 

em 1956 e otimizado por Masuko et al.32 em 2004. O seu princípio de funcionamento reside 

na desidratação dos hidratos de carbono a derivados de furfural aquando da reação com o 

ácido sulfúrico. Posteriormente, a reação dos derivados de furfural com fenol forma complexos 

de cor acastanhada que absorvem luz na região do visível (abs = 490 nm), permitindo 

quantificar o teor de hidratos de carbono presente numa amostra.  

Os -(1,3)-D-glucanos são um dos tipos de polissacáridos que têm, ao longo dos anos, 

despertado a atenção da comunidade científica pelos seus vários benefícios a nível da saúde, 

nomeadamente as suas funções hipoglicémicas, imunomodeladoras, antibacterianas e 

antitumorais. Estes compostos existem em abundância em várias espécies de cogumelos, 

bactérias e algas33. Desta forma, a quantificação destes composto com estrutura em tripla 

hélice é conseguida especificamente utilizando o corante Congo red, cuja interação específica 

com os -(1,3)-D-glucanos é detetada pelo desvio batocrómico de 488 para 516 nm (> 20 nm) 

através de espetrofotometria de UV-Vis.34,35 

Os polissacáridos sulfatados são compostos comuns em várias espécies de microalgas, 

podendo desempenhar diversas funções, como formar invólucros de mucilagem que 

proporcionam uma proteção para estes microrganismos face a alterações ambientais bruscas 

e adversas, através do aumento do teor em ácidos urónicos, sulfatos e fucose aquando 

situações de stress. Para além disso, os grupos carboxilo e sulfato presentes nestes 

polissacáridos permitem a desintoxicação provocada pelos metais pesados.1 O estudo deste 

tipo de polissacáridos direciona-se, assim, para a sua aplicação na indústria farmacêutica e 

alimentar, na medicina regenerativa e na agricultura.36,37 

Dada a relevância destes compostos a sua quantificação e caracterização é de extrema 

importância. Hahn et al.38 reportaram um método colorimétrico baseado na afinidade entre a 

carga catiónica de corantes às regiões de ligação aniónicas de hidrocolóides, levando à 

mudança de cor. Por conseguinte, o corante utilizado foi o azul de toluidina, observando-se 

um decréscimo da absorvância monitorizada a 632 nm. 

Dentro da classe dos polissacáridos, é também possível quantificar os polissacáridos ácidos 

através do método do carbazol-ácido sulfúrico descrito por Bitter et al.39 e, mais tarde, 

otimizado por Cesaretti et al.,40 que tem por base a adição de ácido sulfúrico concentrado a 

uma amostra, seguido da adição de carbazol. Sob o aumento da temperatura, a mistura 
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reacional adquire uma cor avermelhada resultante das reações de desidratação e de hidrólise 

que decorrem. Uma vez concluída a reação, a absorvância é medida a 525 nm.41 

O método de Bradford, ou o método de ligação do Azul de Coomassie, desenvolvido por 

Bradford et al.42 em 1976, é amplamente conhecido na comunidade científica como um 

procedimento de fácil execução e sensível à deteção de proteínas, relevante pela abundância 

destas biomoléculas em todos os sistemas biológicos.43 Este método baseia-se nas duas 

colorações associadas ao reagente Azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250), que 

transita de uma tonalidade avermelhada em meio ácido, para azul perante a ligação do 

corante ao grupo amino das proteínas. O complexo formado apresenta um elevado coeficiente 

de extinção e permanece disperso em solução aquosa durante ca. uma hora, apresentando 

uma elevada sensibilidade.44 

Os compostos fenólicos são considerados metabolitos secundários, produzidos em 

abundância em vários processos fisiológicos das plantas, assim como das algas, permitindo 

que estes seres vivos se adaptem a condições de crescimento adversas. A sua concentração 

depende de fatores externos, como o tipo de habitat, a estação do ano, a disponibilidade de 

luz e nutrientes e a salinidade.45 A quantificação destes compostos é normalmente realizada 

de acordo com o método de Folin-Ciocalteau, onde é produzido um cromóforo azul (com 

absorção máxima a 765 nm) quando ocorre uma reação de oxidação-redução entre o 

reagente de Folin-Ciocalteau e a amostra, levando a que este seja reduzido e assuma nova 

tonalidade.46 

Entre os mais de 10 000 tipos de compostos fenólicos naturais, encontram-se também os 

compostos flavonoides, cuja concentração total numa amostra é, habitualmente, determinada 

através do método colorimétrico do cloreto de alumínio, desenvolvido originalmente por Christ 

et al.47 em 1960. Este método baseia-se na utilização de Al(III) como um agente complexante, 

formando complexos quelantes de Al(III)-flavonoides, já que o facto de possuírem vários 

grupos oxo- e hidroxilo concede aos flavonoides uma elevada afinidade a iões metálicos, com 

absorção máxima a ca. 510 nm.48 

 

I.2.4.3. Quantificação de lípidos 

À semelhança do referido anteriormente, as microalgas possuem a capacidade de produzir 

grandes quantidades de lípidos, tornando-as uma promissora fonte de energia sustentável 

para a produção de biodiesel. Entre os diferentes tipos de lípidos presentes na composição 

das microalgas, em particular da C. vulgaris, constam glicolípidos, hidrocarbonetos, 

fosfolípidos e ácidos gordos livres, que são sintetizados pelos cloroplastos e integram a 
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parede celular e as membranas dos organelos, possuindo também uma função estrutural. 

Devido à sua abundância na composição da biomassa e às suas vantajosas potenciais 

aplicações, a extração eficiente de lípidos tem vindo a ser alvo de estudo pela comunidade 

científica.6,49 

A extração contínua em Soxhlet, descrita por Silva et al.,50 é considerada uma técnica 

convencional simples, que tem por base a realização de ciclos sucessivos de condensação e 

refluxo do solvente, enquanto a biomassa permanece em contacto com o mesmo, 

aumentando o rendimento da extração. Embora o sistema de refluxo permita a redução da 

quantidade de solvente utilizada, esta é ainda significativamente superior ao desejável. Esta 

abordagem envolve o uso de solventes tóxicos e um longo tempo de extração, o que constitui 

uma desvantagem para o método.51 

Alternativamente, com o desenvolvimento tecnológico e dos métodos analíticos, o método do 

SPV (sulfofosfovanilina) descrito por Anschau et al.52 surge como uma técnica mais inovadora, 

que requer quantidades muito reduzidas de extrato para a quantificação destes compostos. 

Esta reação decorre em duas etapas distintas, onde a amostra reage, inicialmente, com ácido 

sulfúrico concentrado, proporcionando a formação de iões de carbono relativamente estáveis. 

Posteriormente, é adicionada a vanilina levando ao aparecimento de um cromóforo rosa, com 

absorvância máxima a ca. 530 nm.  

 

I.3. NANOMATERIAIS DE CARBONO 

Os nanomateriais de carbono (NMsC) são partículas microscópicas, cujo tamanho varia entre 

1 e 100 nm e cujas excelentes propriedades óticas, baixa toxicidade e boa biocompatibilidade 

tem vindo a atrair a atenção da comunidade científica. Estas caraterísticas têm motivado a 

sua aplicação em diferentes áreas, nomeadamente a nível medicina, cosmética, farmacêutica, 

energia e alimentação.53,54 

Incluídos na classe dos NMsC, destacam-se os pontos de carbono (PsC), descobertos em 

2004 por acidente por Xu et al.55 aquando da purificação de nanotubos de carbono de parede 

única. Os PsC caracterizam-se pelo seu tamanho inferior a 10 nm, a sua morfologia quasi-

esférica e excelentes propriedades óticas (e.g. intensa fluorescência, geralmente na região 

do azul e elevada fotoestabilidade), bem como a sua boa solubilidade em meio aquoso, 

facilidade de funcionalização superficial, inércia química, baixa toxicidade e elevada 

biocompatibilidade.54,56 
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Este tipo de nanomateriais pode ser classificado em três categorias: pontos quânticos de 

grafeno (PQsG), nanopontos de carbono (NPsC) e pontos de polímero carbonizado (PsPC), 

como é exemplificado na Figura I.2. A maioria dos PsC é normalmente constituída por um 

núcleo de carbono com hibridações sp2/sp3 contendo grupos funcionais na sua superfície, 

sendo a sua composição estrutural dependente do método de síntese e da natureza da fonte 

de carbono. O método de síntese pode também ter influência sobre os grupos funcionais à 

superfície dos nanomateriais o que, por sua vez, é relevante no que diz respeito ao seu campo 

de aplicação, seja a nível da bioimagiologia, sensores biológicos, dispositivos optoelectrónicos 

ou detetores de explosivos, entre outras.54,56,57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

É de salientar que os pontos de carbono se evidenciam entre os restantes nanomateriais pela 

sua vertente ecológica, não só pela facilidade do processo de síntese e pelo facto de poderem 

ser sintetizados a partir de precursores orgânicos, mas também por serem uma alternativa 

aos pontos quânticos baseados em metais tóxicos (como os PQsG, óxidos metálicos e pontos 

quânticos inorgânicos), que possuem um efeito prejudicial a nível da saúde humana e do meio 

ambiente.56 Destacam-se os PsC obtidos a partir de matérias-primas sustentáveis, como é o 

caso dos resíduos alimentares, plásticos de uso único ou subprodutos da indústria.58 

Figura I.2 – Diferentes tipos de PsC. Adaptado de Sun et al.56 
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I.3.1 Métodos de Síntese 

A estratégia adotada para a síntese de PsC tem uma grande influência nas caraterísticas dos 

nanomateriais obtidos, nomeadamente a nível das suas propriedades físicas e químicas. Para 

além do método de síntese, também a fonte de carbono e o agente de funcionalização da 

superfície têm um impacto nas propriedades destes compostos.59 A síntese de PsC engloba 

duas estratégias principais, a metodologia “top-down” e a “bottom-up” (Figura I.3.).60,61 

 

I.3.1.1. Métodos top-down 

A abordagem top-down envolve a preparação de PsC a partir de materiais de partida, como 

a grafite, nanotubos de carbono ou grafeno, sob condições físicas ou químicas específicas. 

São exemplos destes métodos a ablação a laser, a oxidação química e elétrica, a descarga 

de arco e a síntese por ultrassons, partindo todos do mesmo princípio, que consiste em 

quebrar estruturas de carbono de maior tamanho em porções progressivamente menores, até 

atingir as dimensões nanométricas desejadas. Apesar de adequada para a produção em 

massa de PsC, uma das desvantagens desta estratégia reside no longo tempo de 

processamento, bem como na utilização de materiais de partida e equipamentos 

dispendiosos.53,61,62 

No método de descarga de arco, os PsC são sintetizados a partir de fuligem de nanotubos de 

carbono, como no estudo realizado por Madhurima et al.,63 onde foram preparados PsC com 

propriedades de adsorção a corantes orgânicos. Jumardin et al.64 estudaram a síntese através 

de ablação a laser, onde macromoléculas orgânicas mais complexas (neste caso, foi utilizado 

chá como precursor) são submetidas à radiação laser, libertando partículas de carbono de 

escala nanométrica a partir da estrutura “mãe", que foram empregues em imagiologia. Já os 

Figura I.3 - Estratégias de síntese de PsC, top-down e bottom-up. Adaptado de Tesa et al.60 e 

Pathak et al.61 
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métodos eletroquímicos envolvem o tratamento de nanotubos de carbono ou grafite em 

soluções específicas para preparar os PsC através de um processo eletrolítico, como é o caso 

dos nanocristais fluorescentes preparados por Zhou et al.65 a partir de nanotubos de carbono 

de múltiplas camadas.  

Qualquer um destes métodos é eficaz para produzir estes nanomateriais com boas 

propriedades fotoluminescentes e tamanhos controlados, adequados para diversas 

aplicações analíticas e biológicas.56,62 

 

I.3.1.2. Métodos bottom-up 

O princípio de funcionamento da estratégia bottom-up para a síntese de pontos de carbono 

reside na polimerização de precursores orgânicos, através da sua carbonização ou pirólise. 

Entre estes precursores orgânicos, são exemplos glucose, sacarose e ácido cítrico, que 

sofrem carbonização por processos como a deposição química em vapor, tratamento por 

plasma, irradiação assistida por micro-ondas, tratamento hidrotérmico com aquecimento 

convencional ou fusão química gradual, que geram pontos de carbono com uma composição 

heterogénea de átomos de carbono sp2 e sp3.53,66 

Este método permite um elevado grau de controlo no processo de síntese, sendo conhecido 

pela sua capacidade de sintetizar PsC com propriedades e estruturas específicas, oferecendo 

uma alternativa versátil e precisa para o design destes nanomateriais para determinadas 

aplicações incluindo a biomedicina e a nanotecnologia.53,61 

Embora os materiais de carbono sejam, idealmente, os mais adequados para a síntese de 

pontos de carbono em macroescala, o uso de quantidades substanciais de agentes oxidantes 

(ácidos fortes) e energia, pode conduzir à obtenção de produtos dispendiosos e implicações 

a nível ambiental. Desta forma, moléculas baseadas em biomassa são alternativas 

sustentáveis, uma vez que este recurso possui uma ampla diversidade, vasta disponibilidade, 

fácil processamento e potencial para síntese em grande escala.66 

Assim, é cada vez mais frequente a utilização de fontes de carbono alternativas como 

precursores para a síntese bottom-up de PsC. Nos últimos anos, foram reportadas diferentes 

abordagens para a preparação destes nanomateriais, utilizando como materiais de partida 

resíduos agroalimentares e agroindustriais, como polpa de bagaço da cana do açúcar, casca 

de banana, resíduos de chá, cascas de amendoim, borra do café e até águas residuais da 

indústria do azeite.67–71 
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Athika et al.72 preparam PQsC a partir de leite desnaturado para a sua utilização como sondas 

fluorescentes seletivas e sensíveis à presença do ião Cr6+. Paralelamente, e com o objetivo 

de detetar o mesmo ião, foram sintetizados por Tai et al.73 PsC luminescentes a partir de 

cascas de camarão. 

Por outro lado, a biomassa de microalgas tem vindo a ser explorada como uma excelente 

fonte de carbono para a síntese de PsC. Estes organismos estão associados a diversas 

vantagens para além da sua disponibilidade no meio ambiente, como fácil manuseamento, 

possibilidade de síntese a baixas temperaturas com maior eficiência energética, menor 

toxicidade, menor risco para o ambiente e maior biocompatibilidade.74 Chatzimitakos et al.75 

sintetizaram NPsC a partir da microalga Dunaliella salina para a preparação de filtros de 

proteção solar, demonstrando boa absorção de radiação UV e não apresentando toxicidade 

em células eucariotas. Paralelamente, já foram também realizados estudos para a síntese de 

PsC recorrendo às espécies Chlorella sorokiniana76 e Porphyridium cruentum.77 

 

I.3.1.3. Funcionalização Superficial  

A funcionalização da superfície contribui para o aperfeiçoamento das propriedades óticas e 

da estabilidade destas nanopartículas, influenciando as suas propriedades de absorção e 

emissão.62 O processo de modificação da superfície depende dos precursores utilizados e 

das condições da reação, levando, consequentemente, a diferenças cruciais ao nível das 

propriedades fotofísicas dos PsC.78,79 Os grupos polares carboxilo, hidroxilo ou amino são os 

grupos superficiais mais comuns neste sentido.  

Os pontos de carbono não funcionalizados possuem algumas desvantagens face aos PsC 

superficialmente modificados, podendo apresentar baixos rendimentos quânticos de 

fluorescência e reduzida biocompatibilidade, diminuindo o seu potencial para aplicações ao 

nível da imagiologia. Por outro lado, a ausência de grupos específicos à superfície destas 

nanopartículas pode interferir na interação com moléculas-alvo, impedindo a sua utilização 

como biossensores. Assim, é necessário aprimorar não só o processo de síntese, como 

também a funcionalização da superfície, permitindo a preparação de PsC com propriedades 

específicas e com potencial para diversas aplicações.80 

As abordagens de síntese que têm por base reações químicas, como a modificação covalente, 

são desejáveis por permitirem um melhor controlo do tamanho, passivação da superfície e 

propriedades físicas das partículas. Por outro lado, a funcionalização não covalente baseia-

se nas interações π ou nas forças Van der Waals entre pontos de carbono e reagentes 
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modificados. Estas não só possuem um menor impacto sobre a estrutura dos PsC, como 

também viabilizam a melhoria das suas propriedades fotoluminescentes e interfaciais.80 

Desta forma, um dos métodos mais simples para a funcionalização da superfície é a 

modificação covalente, permitindo a formação de ligações entre grupos funcionais reacionais 

(grupos carboxilo, hidroxilo ou amino) e os grupos redutores na superfície dos PsC.81 As 

operações de passivação incluem normalmente a formação de uma fina camada isolante, pela 

ligação de polímeros orgânicos, como PEG, a oxidação da superfície com ácidos fortes e a 

funcionalização dos PsC oxidados com sais inorgânicos (ZnO ou ZnS) ou heteroátomos (S ou 

N).82 A passivação dos nanopontos de carbono permite, em muitos casos, várias aplicações 

biológicas, nomeadamente a imagiologia in vivo. 

 

I.3.2 Propriedades Fotofísicas 

De uma forma geral, os PsC apresentam absorção ótica na região do ultravioleta, com duas 

bandas distintas a 260-300 nm e 300-360 nm, associadas a uma cauda que se estende para 

a região do visível. A presença destas bandas no perfil de absorção é atribuída às transições 

− das ligações C=C da rede de carbono, a 260-300 nm, e n- das ligações C=O, a 300-

360 nm. Considera-se ainda que a zona do espetro que se estende para a região do visível 

tenha origem nos grupos funcionalizados à superfície dos PsC.58,83–85 

A fluorescência destas nanopartículas é, possivelmente, a propriedade fotofísica que mais se 

destaca, existindo uma clara dependência entre o comprimento de onda de emissão e a 

intensidade de fluorescência. Para além disso, esta propriedade é ainda dependente da 

funcionalização superficial, podendo ser sintonizada de acordo com as características e 

aplicações que se pretendem para os PsC.83 O perfil de emissão destes nanomateriais atinge 

o seu máximo na gama espectral entre o azul e o verde, embora continue incerto se esta 

dependência se deve à seleção ótica de nanopartículas de diferentes tamanhos ou à 

existência de armadilhas de superfície.85 

A origem das propriedades fotoluminescentes dos PsC tem vindo a ser, ao longo do tempo, 

associada a diferentes mecanismos. Embora não exista na literatura um consenso em relação 

a este assunto, considera-se que fatores como o efeito de confinamento quântico e a 

influência do estado de superfície (dopagem, funcionalização, interação com o solvente e pH),  

influenciam as propriedades luminescentes destes nanomateriais.58,86 A variedade das 

propriedades fotoluminescentes destas nanopartículas é vasta e revela a complexidade da 

estrutura eletrónica das mesmas, salientando a possibilidade de desenvolver PsC com 
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propriedades específicas, desejadas para determinadas aplicações, através de alterações 

químicas.87 

Alguns PsC apresentam fotoluminescência dependente da excitação, o que implica que o 

comprimento de onda de emissão varie com o comprimento de onda de excitação. Este 

comportamento é frequentemente associado à presença de diferentes pontos de emissão ou 

estados de superfície variados dentro das nanopartículas.86,87 

O princípio subjacente à fluorescência envolve a excitação dos átomos pela irradiação de luz, 

levando a que os eletrões que orbitam em torno do seu núcleo transitem do estado 

estacionário para o primeiro ou segundo estado excitado, libertando energia sob a forma de 

luz ao retornarem ao estado original. Assim, as propriedades fotoluminescentes dos PsC 

estão intimamente ligadas ao seu comportamento sob irradiação, passando por um processo 

de separação de cargas aquando da exposição à luz. Sob a luz UV ou visível, os pontos de 

carbono exibem, tipicamente, uma fotoluminescência azul, embora a cor emitida possa variar 

consoante os precursores utilizados, a funcionalização superficial e o método de síntese.59,87,88 

A fluorescência dos PsC depende ainda do estado molecular, determinado apenas pelas 

moléculas luminescentes agregadas à superfície ou ao interior das nanopartículas.89,90 A sua 

emissão inclui estados intrínsecos, estados de defeito e estados moleculares, sendo os dois 

primeiros não sensíveis ao solvente, enquanto as emissões dos estados moleculares 

possuem uma elevada sensibilidade ao ambiente envolvente, nomeadamente à interação 

entre solutos e solventes.91 

Por outro lado, foi demonstrado que a fluorescência dos PsC pode estar dependente do seu 

tamanho. Li et al.92 estudou a síntese de pontos de carbono de diferentes tamanhos através 

de um método eletroquímico assistido por metais alcalinos, concluindo que as propriedades 

fotoluminescentes dos mesmos estavam intimamente relacionadas com as suas diferentes 

dimensões, pelo que as partículas menores emitiram luz UV, as partículas de tamanho 

moderado emitiram luz visível e a emissão das partículas de maior tamanho incidiu na zona 

dos infravermelhos.  

A emissividade destas partículas pode ser quantificada pelo rendimento quântico de 

fluorescência (𝛷F), que consiste no número de fotões emitidos relativamente ao número de 

fotões absorvidos. Os valores de 𝛷F variam, tipicamente, entre ca. 8-22 %.93–95 Desde a sua 

descoberta, tem vindo a ser possível obter rendimentos quânticos de fluorescência mais 

elevados, motivados pela modificação ou passivação da superfície, alteração das condições 

de síntese e utilização de diferentes precursores.82  
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Para além de excelentes propriedades de fluorescência, outra característica distintiva dos PsC 

é a sua ótima fotoestabilidade, maioritariamente devido ao seu centro fotoluminescente de 

carbono e à sua interação com os grupos químicos à superfície.96 

 

I.3.3 Biocompatibilidade e Bioatividade 

Quando comparados a outros nanomateriais fluorescentes, como os PQsC, os pontos de 

carbono destacam-se pela sua biocompatibilidade e ausência de toxicidade, tornando-os mais 

adequados para aplicações no campo da saúde.88,97 A biocompatibilidade refere-se à 

capacidade de um biomaterial desempenhar a sua função sem provocar efeitos tóxicos ou 

prejudiciais nos sistemas biológicos, mas produzindo uma resposta adequada do hospedeiro 

num caso específico.98 

A biocompatibilidade é um dos requisitos obrigatórios na avaliação e desenvolvimento de 

materiais para utilização em diferentes áreas, nomeadamente produtos médicos e a sua 

aplicação em organismos vivos. A avaliação da biocompatibilidade tornou-se obrigatória e foi 

incluída em paralelo à avaliação das propriedades mecânicas, físicas e químicas destes 

materiais.99 A avaliação biológica dos biomateriais inclui um vasto espetro de testes in vitro e 

in vivo relacionados com a citotoxicidade, genotoxicidade, pirogenicidade, sensibilização, 

hemocompatibilidade, imunotoxicidade, carcinogenicidade, implantação e degradação, tal 

como especificado em diferentes normas internacionais.99,100 

Atualmente, o conceito de biocompatibilidade inclui não só a bio-inércia, mas também a 

biofuncionalidade e a bioestabilidade. A elevada biocompatibilidade e as propriedades 

funcionais são altamente desejáveis para os novos biomateriais.98 Assim, qualquer material 

bioativo que se destine a ser utilizado numa aplicação de tecnologia médica deve “dirigir de 

forma benéfica e adequada as interações entre o dispositivo e o sistema hospedeiro através 

da modulação da atividade biológica”. Este processo deve ser intencional (ou seja, por 

conceção e não por acaso), o que implica que as interações com o hospedeiro sejam bem 

compreendidas.101 

 

I.3.3.1. Citotoxicidade 

Como referido anteriormente, a avaliação da citotoxicidade de PsC tornou-se um dos estudos 

mais importantes a realizar de forma a perceber a aplicabilidade dos mesmos à nanomedicina. 

Embora o seu potencial a nível destas aplicações possa ser amplo, é necessário considerar 

os riscos que estas nanopartículas possam implicar aos sistemas biológicos.  
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Para ser aprovado num teste de citotoxicidade in vitro, um produto ou dispositivo não pode 

provocar a morte das células nem afetar as suas funções celulares. Os efeitos citotóxicos 

podem comprometer a viabilidade celular quando provocam danos celulares intensos, 

condicionando a integridade estrutural e/ou metabólica das células, assim como a sua 

integridade reprodutiva provocando uma série de efeitos destrutivos. Através de técnicas de 

cultura de células, podem ser detetadas algumas destas ocorrências, como a sua lise, inibição 

do seu crescimento e outros efeitos que possam ser desencadeados nas mesmas.102 

Desta forma, a citotoxicidade in vitro é frequentemente avaliada recorrendo ao método do sal 

tetrazólio amarelo, MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), devido à 

sua rapidez e praticidade. Este método permite a medição da atividade metabólica das células 

através da determinação do número de células em proliferação após a aplicação dos 

nanomateriais, baseando-se na clivagem do sal para formar formazona cuja concentração é 

proporcional ao número de células vivas.103 

A literatura reporta diferentes estudos que corroboram o carácter não-tóxico dos pontos de 

carbono, como é o caso de Chouzende et al.,77 que procuraram avaliar a citotoxicidade de 

PsC sintetizados a partir da biomassa da microalga P. cruentum através de um ensaio de 

MTT, contra células tumorais de sarcoma de murganho (S180) e células não-tumorais de 

fibroblastos embrionários (NIH-3T3), onde não verificaram efeitos tóxicos contra células 

animais estudadas. Para a linha celular S180, verificou-se ainda que a viabilidade celular se 

manteve entre 80-100 %, começando a decrescer apenas a concentrações acima de 2 x 103 

μg mL-1.77 Foram também reportados resultados relativos à síntese de PsC utilizando a polpa 

de bagaço da cana-de-açúcar como precursor, apresentando uma citotoxicidade 

extremamente baixa perante células de adenocarcinoma do pulmão humano, com uma 

viabilidade celular ca. 90 % até concentrações de 100 μg mL-1 e após 48 h de incubação.104 

Adicionalmente, PsC preparados a partir de águas residuais de produção de azeite foram 

testados contra linhas celulares de fibroblastos de rato (L929) e do colo do útero de Henrietta 

Lacks (HeLa), demonstrando elevadas taxas de viabilidade celular até concentrações de PsC 

de 5 x 102 μg mL-1.70 

A citoxicidade in vivo requer o estudo das interações entre as nanopartículas e os diferentes 

componentes celulares das estruturas dos tecidos num determinado órgão e a sua interação 

com a matriz extracelular.66 Assim, é possível testar os PsC num sistema biológico de maior 

complexidade, bem como avaliar outras propriedades como a via de administração, 

biodistribuição, biodegradação, disposição a longo prazo e indução de defeitos a nível do 

desenvolvimento.104 
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O peixe-zebra, Danio rerio, é um organismo modelo utilizado com frequência nestes ensaios 

devido à semelhança do seu genoma e do seu metabolismo com o humano. O seu rápido 

desenvolvimento embrionário ex-utero e curto tempo de geração, assim como a elevada 

fecundidade da espécie e transparência ótica, apresentam-se como vantagens face a outros 

animais vertebrados.104 A Artemia salina é também uma alternativa bastante utilizada, sendo 

considerada um dos organismos mais adequados para testes toxicológicos devido à sua 

rapidez, disponibilidade e baixo custo associado à realização dos ensaios. Os ovos deste 

microcrustáceo possuem uma elevada taxa de eclosão e são de fácil acesso, por serem 

facilmente encontrados em locais de venda ao público. Para além disso, o facto destes 

organismos não possuírem corda dorsal faz com que estejam isentos de autorização por parte 

de centros éticos, destacando-se com uma alternativa mais viável que o uso de roedores.105,106 

Dias et al.104 estudaram a biocompatibilidade de PsC sintetizados a partir de frutas, realizando 

ensaios in vivo com embriões de peixe-zebra, tendo verificado que as nanopartículas 

apresentavam toxicidade a partir de concentrações superiores a 1.5 mg mL-1, não se 

observando quaisquer defeitos de desenvolvimento em fases iniciais da embriogénese. 

Contudo, este estudo concluiu que os PsC poderiam influenciar a coordenação neuro-motora 

do peixe-zebra em estágios iniciais de vida, uma vez que demonstraram alterações nos seus 

padrões de natação, movimentos espontâneos e ritmo cardíaco. Para o efeito, foram utilizadas 

diferentes frutas como precursores e foram obtidos diferentes resultados para cada tipo de 

PsC, permitindo concluir que a resposta tóxica depende do material de partida e do método 

de síntese.104 Outra espécie de peixe frequentemente utilizada como organismo modelo é a 

Poecilia reticulata (vulgarmente designada por guppy). Num estudo realizado por Jiang et 

al.107 no qual foram incorporados nanopontos de carbono na alimentação destes seres vivos, 

foi possível observar através de microscopia a aquisição de fluorescência após a ingestão de 

comida contaminada com PsC.  

Em 2021, Cong et al.108 sintetizaram nanopontos de carbono a partir de carne de pato assada, 

utilizando Caenorhabditis elegans (verme nematódeo que vive em ambientes temperados) 

como organismo modelo. Os PsC foram integrados na alimentação dos nematódeos, 

verificando-se que o tratamento com concentrações até 15 mg mL-1 não provocaram a sua 

morte durante 24 h. Foi observada elevada fluorescência de cor azul na zona do intestino dos 

organismos que ingeriram as nanopartículas, detetando-se apenas uma fraca 

autofluorescência naqueles que não as ingeriram, sugerindo que a forma de administração 

dos PsC pode ser via alimentação e que estes se acumulam principalmente no intestino.  
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I.3.3.2. Atividade Antibacteriana 

Uma das maiores ameaças à segurança alimentar e à saúde humana são bactérias 

resistentes a antibióticos, constituindo um problema global crescente nas últimas décadas. 

Para além de serem conhecidos pela sua baixa toxicidade in vitro e in vivo, os nanopontos de 

carbono têm revelado igualmente um forte potencial antimicrobiano. Quando excitados, os 

PsC produzem espécies reativas de oxigénio (ROS), responsáveis pela inibição do 

crescimento ou pela morte de microrganismos através da disrupção da parede ou membrana 

celular bacteriana e, consequentemente a sua penetração, levando o organismo a uma 

condição de stress oxidativo, bem como a danos oxidativos em ácidos nucleicos, proteínas e 

outros compostos intracelulares.59,109 

Assim, estas nanopartículas podem adsorver às paredes celulares bacterianas através de 

difusão ou interações eletrostáticas, sendo que o efeito eletrostático leva ao isolamento 

biológico de bactérias em crescimento, prevenindo a sua proliferação. Por outro lado, podem 

também inibir a formação de biofilmes bacterianos, levando à lise celular ou apoptose do 

organismo. Os PsC possuem, ainda, a capacidade de se ligar ao DNA e RNA de bactérias e 

fungos através de ligações não-covalentes, promovendo a alteração da estrutura dos ácidos 

nucleicos e levando à separação da dupla-hélix de DNA.110 

Barata et al.111 avaliaram as propriedades antibacterianas de PsC sintetizados a partir de 

resíduos da indústria do tomate contra bactérias Gram-negativas (Escherichia coli) e Gram-

positivas (Staphylococcus aureus), utilizando a técnica de suscetibilidade à difusão em disco, 

verificando que as partículas exibiram atividade apenas contra E. coli.  

Por outro lado, Song et al.112 sintetizaram PsC a partir do fumo do tabaco, procurando analisar 

a sua atividade antibacteriana contra as mesmas espécies bacterianas referidas 

anteriormente, observando que a incubação destas bactérias com uma solução de 1000 μg 

mL-1 de PsC durante 6h proporcionou o encurtamento das células dos microrganismos, 

indiciando inibição celular. Observaram ainda a adesão dos PsC à superfície bacteriana por 

atração eletrostática graças à carga positiva das nanopartículas, medida através do potencial 

zeta. Assim, dado o tamanho reduzido dos PsC, estes têm a capacidade de se difundir para 

o interior da bactéria, podendo degradar o seu material genético, inibindo deste modo o seu 

crescimento. 

Zhao et al.113 reportaram a síntese de PsC a partir de quitosano e etilenodiamina, bem como 

a avaliação da sua atividade antibacteriana, revelando valores de concentração mínima 

inibitória (MIC) de 10 μg mL-1 para S. aureus e 50 μg mL-1 para E. coli. Paralelamente, 

estudaram a estirpe de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), para com a 
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qual as nanopartículas apresentaram uma eficiência antibacteriana elevada, com valores de 

MIC de 10 μg mL-1. 

 

I.3.3.3. Atividade Antioxidante 

Perante um desequilíbrio entre moléculas oxidativas e antioxidativas, podem verificar-se 

situações de stress, implicando problemas fisiológicos. Assim, as moléculas antioxidantes 

podem prevenir ou até mesmo inibir este tipo de situações, pelo que a avaliação da atividade 

antioxidante de um determinado composto é de extrema importância.114 

O método do radical ABTS (Ácido 2,2ʹ-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) é 

frequentemente utilizado para quantificar a capacidade antioxidante de compostos, tendo sido 

inicialmente proposto por Miller et al.115 em 1993 e otimizado por Re et al.116 O princípio de 

funcionamento deste método reside na interação entre um antioxidante e um radical ABTS+. 

A molécula de ABTS apresenta-se como incolor no seu estado natural. Quando oxidada, na 

presença de persulfato de potássio, assume uma coloração azul-esverdeada. Por 

conseguinte, o radical ABTS tornar-se-á novamente incolor ao interagir com compostos 

antioxidantes, reduzindo-se à sua forma não-radicalar.114,117 

Roy et al.118 reportaram a síntese de pontos de carbono a partir de açafrão e funcionalizados 

com enxofre. A capacidade antioxidante destes PsC aumentou com o incremento da sua 

concentração, embora tenham observado divergências entre os PsC com e sem 

funcionalização da superfície com enxofre, apresentando valores de 90 e 80%, 

respetivamente.  

Incluída na avaliação da atividade antioxidante, é possível determinar a capacidade quelante 

do ião Fe2+ de uma amostra. O ferro é um componente essencial ao corpo humano e a muitos 

outros organismos vivos, podendo, no entanto, ser tóxico quando em excesso, pelo que a sua 

concentração deve ser regulada. As consequências associadas ao excesso de ferro 

conhecidas até agora englobam danos associados à produção de radicais livres, implicando 

efeitos secundários a todo o organismo, como disfunções cardíacas, endocrinológicas e 

hepáticas. Consequentemente, agentes quelantes de ferro têm vindo a ser incorporados nos 

cuidados médicos de forma a diminuir o impacto da toxicidade do ferro na saúde dos 

pacientes, já que estes compostos formam complexos com os iões de Fe2+, impedindo a sua 

ligação a radicais livres de oxigénio.119,120 

A determinação da capacidade quelante de uma amostra é realizada recorrendo à ferrozina, 

composto com o qual o ião Fe2+ forma um complexo de cor avermelhada. Perante a presença 

de agentes quelantes, este complexo é degradado, pelo que a intensidade da cor diminui, 
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detetando-se através da leitura da absorvância a 560 nm. Este método foi originalmente 

descrito por Decker et al.121 em 1990. 

Num estudo realizado por Li et al.122 em 2018, foram utilizados como precursores para a 

síntese de PsC os produtos da reação de Maillard, também conhecida como a reação de 

escurecimento não enzimático. Verificaram que a capacidade quelante destas nanopartículas 

aumentou com a sua concentração, reportando resultados significativamente elevados 

quando comparados com o controlo positivo EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), 

sugerindo que os iões metálicos envolvidos na formação de radicais hidroxilo são quelados 

pelas nanopartículas.  

 

I.3.4 Aplicações Biomédicas 

Dada a vasta versatilidade dos PsC, concedida pelas suas características estruturais e 

fotofísicas únicas, esta classe de nanomateriais desperta progressivamente mais o interesse 

científico e tecnológico pelas suas possíveis aplicações.  

Embora o foco deste trabalho sejam as aplicações biomédicas, é relevante destacar outras 

aplicações amplamente utilizadas dos pontos de carbono. Dos vários exemplos, destaca-se a 

sua utilização em fotocatálise, processo que consiste na conversão de energia de materiais 

promovida pelo efeito sinérgico existente entre fotocatalisadores e a luz, com o objetivo de 

acelerar reações, como a degradação de poluentes e a obtenção de hidrogénio a partir da 

água. Também a deteção de compostos químicos e biológicos é uma funcionalidade comum 

destes compostos, motivada pelas suas excelentes propriedades óticas, sensibilidade de 

fluorescência e a capacidade de funcionarem como dadores de eletrões, permitindo a sua 

aplicação como sensores. Dentro das suas aplicações gerais, consta ainda a optoelectrónica, 

visto que, devido às suas propriedades fotoluminescentes os PsC podem ser integrados em 

dispositivos emissores de luz, incluindo LEDs, lasers e células solares.54 

 

I.3.4.1. Imagiologia 

A aplicação de PsC ao nível da imagiologia tem vindo a ganhar destaque ao longo das últimas 

décadas, revelando-se uma das aplicações mais promissoras destas nanopartículas devido 

não só às suas propriedades biológicas, mas também à sua excelente fotoestabilidade, que 

se verifica melhor e mais duradoura do que outros marcadores celulares utilizados 

atualmente.58 
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Em 2013, Ko et al.123 sintetizaram PsC utilizando a fuligem de pneus como precursor, com o 

objetivo de os aplicar em imagiologia, mais precisamente numa linha celular de glioma em 

ratos, onde verificaram que as nanopartículas foram incorporadas com facilidade dentro das 

células animais sem funcionalização adicional da superfície, observando-se fluorescência dos 

mesmos sob diferentes comprimentos de onda e filtros de emissão. Mais recentemente, Wang 

et al.124 reportaram a aplicação de PsC a peixes-zebra sintetizados a partir de derivados de 

Chlorella spp. Através deste estudo, observaram que as soluções aquosas de PsC entre 

concentrações de 0.5 a 2 mg mL-1 permitiram obter excelentes resultados de imagem por 

fluorescência. Utilizando a concentração mais baixa, à qual se verificava uma menor taxa de 

mortalidade relativamente ao grupo de controlo, os autores concluíram que a intensidade de 

fluorescência dos ovos de peixe-zebra não aumentou até atingir 96 horas após a fertilização, 

enquanto os PsC se acumularam dentro do saco vitelino após a eclosão.  

No que diz respeito ainda a ensaios in vivo, estas nanopartículas podem também ser aplicadas 

a organismos mais complexos, nomeadamente em murganhos, como descrito por Tao et al.125 

em 2012. Neste estudo, foram administrados PsC obtidos a partir de nanotubos de carbono 

recorrendo a injeções subcutâneas, tendo sido possível observar sob diferentes 

comprimentos de onda de excitação a sua incorporação no organismo. Verificou-se que as 

imagens adquiridas a comprimentos de onda superiores (a partir de 595 nm) foram de melhor 

qualidade, embora a fluorescência emitida pelas partículas seja inferior. Neste tipo de estudos, 

são selecionados comprimentos de onda superiores devido a uma melhor penetração dos 

tecidos pelos fotões, aliada a uma autofluorescência do fundo reduzida. É de salientar que 

não foram detetados efeitos tóxicos óbvios perante o tratamento dos murganhos com a 

solução de PsC, revelando um grande potencial para o seu uso em imagiologia como 

nanosondas óticas. 

 

I.3.4.2. Nanomedicina e Teranóstica 

Ao longo dos últimos anos, a nanotecnologia tem sido utilizada como uma ferramenta da 

nanomedicina, em particular na prevenção, diagnóstico e terapia oncológica. Sabendo que os 

métodos convencionais de combate ao cancro provocam efeitos secundários severos ao 

corpo humano, e tendo em conta que muitos dos fármacos utilizados são pouco solúveis em 

fluidos biológicos e rapidamente eliminados do organismo, os PsC surgem como um sistema 

de entrega de fármacos, devido à sua ótima biocompatibilidade e biodegradabilidade, 

promovendo a prevenção da degradação e eliminação do fármaco.126 
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Zheng et al.127 reportaram a síntese de PsC com diversas funções no âmbito da teranóstica a 

partir de um corante de cianina hidrofóbico (CyOH) e polietilenoglicol (PEG 8000), cujas 

características que se destacam são a sua excelente fotoestabilidade e forte absorção e 

emissão na zona do infravermelho próximo (600-900 nm). Verificaram uma captação 

preferencial em tumores, bem como uma elevada taxa de conversão fototérmica (η = 38.7%), 

considerando-se estes PsC como agentes teranósticos ideais para imagiologia de 

fluorescência na zona do infravermelho próximo e terapia fototérmica in vitro e in vivo.   

Por outro lado, os pontos de carbono podem ser sintetizados de forma a adquirem 

especificidade a determinados recetores relacionados com a expressão de células 

cancerígenas, podendo ser empregues como mediadores terapêuticos. Li et al.128 

demonstraram que a funcionalização de PsC com ácido hialurónico permitiu a ligação 

específica à proteína CD44, que é frequentemente sobre-expressa em vários cenários de 

cancro, como o da pele, do sangue, do pulmão e da mama. Este estudo procurou observar o 

efeito anti-tumoral dos PsC, verificando-se uma elevada citotoxicidade para células 4T1 após 

internalização das nanopartículas.128,129 

Alternativamente, uma aplicação vantajosa destas nanopartículas na área da nanomedicina 

baseia-se na sua utilização como sistemas de distribuição de fármacos. Várias abordagens 

terapêuticas modernas beneficiam da libertação localizada e controlada de medicamentos, 

pelo que os PsC podem ser utilizados como nanotransportadores destas moléculas. Wang et 

al.130 preparam pontos de carbono de estrutura oca a partir de albumina de soro bovino (BSA), 

com a capacidade de transportar um fármaco anticancerígeno, verificando-se a rápida 

internalização das nanopartículas em células A549 e, consequentemente, a libertação do 

medicamento no seu citoplasma, mediada pela variação do pH fisiológico.  

Numa perspetiva semelhante, foram desenvolvidos PsC fluorescentes que não só funcionam 

como um sistema de libertação de fármacos, mas também conseguem fazer a distinção entre 

células tumorais e não tumorais, tendo por base as diferenças de pH entre os tecidos 

saudáveis e os tumorais. Sendo a quimioterapia intravenosa uma abordagem agressiva e que 

potencia a ocorrência de graves complicações, estudos demonstraram que a administração 

de fármacos por injeção direta na massa tumoral pode minimizar a toxicidade sistémica 

associada aos mesmos. Assim, a investigação desenvolvida por Zeng et al.131 permitiu testar, 

pela primeira vez, a injeção de PsC combinados com Doxorubicina para o tratamento do 

cancro do fígado em murganhos, verificando-se uma redução significante do tamanho da 

massa tumoral dos animais que receberam o tratamento, face ao crescimento tumoral 

daqueles que não foram tratados.   
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Devido ao seu elevado rendimento quântico, os PsC podem ainda ser utilizados no 

diagnóstico e tratamento de tumores cerebrais, visto terem a capacidade de atravessar a 

barreira hematoencefálica, alcançando assim o sistema nervoso central de forma eficaz e 

permitindo a deteção precoce de patologias cerebrais.132 

Contudo, é importante salientar que, embora estejam a decorrer diversos estudos com o 

objetivo de desenvolver PsC como mediadores terapêuticos através da especificidade com 

recetores, considera-se que esta seja ainda uma abordagem associada a várias limitações, 

nomeadamente o facto de alguns destes recetores se encontrarem não só em células 

tumorais, como também em células normais, podendo ter um efeito negativo na saúde.126 

 

I.3.4.3. Biossensores 

Como referido anteriormente, uma das aplicações mais comuns destas nanopartículas de 

carbono é a sua utilização para a deteção de biomoléculas.53 Resultados reportados por Luo 

et al.133 demonstraram a preparação de um sensor “on-off-on” para a determinação do 

conteúdo de ácido ascórbico em frutas, utilizando PsC funcionalizados com nitrogénio e 

enxofre que permitiram a deteção desta biomolécula numa gama de 10–200 μmol L-1. 

Paralelamente, Chen et al.134 prepararam PsC também funcionalizados com enxofre, 

registando a sua ótima seletividade e sensibilidade para a glucose, baseada na oxidação 

catalítica desta molécula e na produção de H2O2. Este sensor foi testado numa amostra de 

soro humano e comparado com um monitor de glucose tradicional, permitindo obter resultados 

aproximadamente idênticos. 

Um estudo desenvolvido por Wibrianto et al.135 permitiu, já em 2024, aplicar estas 

nanopartículas a um dos maiores problemas enfrentados a nível global na última década, 

utilizando-as como biossensores de anticorpos para a deteção da COVID-19. Esta 

abordagem, à semelhança das reportadas anteriormente, tirou partido da excelente 

biocompatibilidade e baixa toxicidade destes materiais. O aumento dos níveis de absorvância 

e de fluorescência sugerem uma elevada sensibilidade dos PsC sintetizados para a deteção 

de anticorpos IgG o que, aliada ao seu rendimento quântico de fluorescência moderado, 

salientam o seu potencial como ferramenta prática e não invasiva para o diagnóstico da 

COVID-19. 

Numa outra abordagem, Kaci et al.136 desenvolveram um dispositivo portátil capaz de detetar 

rápida e facilmente as bactérias Listeria monocytogenes e Salmonella enterica, responsáveis 

por doenças transmitidas através do consumo de alimentos ou água. Entre os diferentes 
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componentes deste dispositivo encontram-se PsC funcionalizados com tionina, que servem 

como indicadores eletroquímicos, sinalizando a deteção das espécies.  

A aplicação de PsC nestes diferentes contextos reflete a sua vasta versatilidade numa só 

aplicação biomédica, permitindo atuar não só como biossensores para a deteção de 

compostos biológicos, mas também de anticorpos e bactérias. Por serem facilmente 

sintetizados e funcionalizados, constituem uma solução acessível para a deteção de 

biomoléculas. 
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II. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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II.1 PREÂMBULO 

Os PsC têm despertado enorme curiosidade devido à sua facilidade de obtenção por métodos 

sustentáveis a partir de resíduos de diversas origens, associada às suas excelentes 

propriedades óticas, elevada solubilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade, tornando-os 

aptos para aplicações muito diversificadas em áreas como farmacologia, com particular 

destaque no controlo microbiano, a imagiologia e a fotocatálise. 

Tendo por base o impulsionamento de uma bioeconomia circular, pretendeu-se com o 

presente trabalho valorizar a biomassa da microalga Chlorella vulgaris (BM-Cv) cultivada em 

meios de cultura contendo resíduos alimentares constituídos por desperdícios de fruta, 

vegetais, laticínios, padaria e peixe, e cujas aplicações habituais se encontram mais limitadas 

e menos exploradas devido à origem da fonte de nutrientes no seu meio de crescimento, 

utilizando para o efeito esta matéria-prima como fonte de carbono para a obtenção sustentável 

de PsC fluorescentes bioativos de elevado valor acrescentado. 

No presente Capítulo será apresentado numa primeira fase a caracterização físico-química 

da BM-Cv, através da quantificação dos principais biocompostos presentes na sua 

constituição, bem como o seu conteúdo em sólidos totais e cinzas, e a sua caraterização 

estrutural.  

Serão posteriormente abordados os resultados relativos à síntese dos PsC por carbonização 

hidrotérmica com aquecimento convencional e por irradiação micro-ondas a partir de BM-Cv, 

caracterização estrutural através de espetroscopia de infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR), ressonância magnética nuclear de protão (RMN 1H) e análise elementar, bem 

como a avaliação das suas propriedades fotofísicas por espetroscopia de absorção no estado 

fundamental (UV-Vis) e espetroscopia de fluorescência no estado estacionário. 

Numa fase final, serão explorados os resultados alcançados através dos estudos da 

bioatividade dos PsC sintetizados, no que diz respeito às suas propriedades antioxidantes, 

atividade antibacteriana, citotoxicidade in vitro e in vivo e capacidade de marcação celular por 

fluorescência. 

Desta forma, o presente Capítulo englobará as seguintes Secções: 

II.2. Caracterização da Biomassa da Microalga Chlorella vulgaris  

II.3 Síntese dos Pontos de Carbono 

II.4 Avaliação da Bioatividade dos Pontos de Carbono 
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II.2 CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA DA MICROALGA Chlorella 

vulgaris  

A síntese de PsC realizada ao longo do presente trabalho teve como precursor a biomassa 

da microalga C. vulgaris (BM-Cv), cultivada num meio de cultura suplementado com resíduos 

alimentares provenientes do comércio retalhista, em particular desperdícios de fruta (ca. 22 

%), vegetais (ca. 22 %), laticínios (ca. 13 %), padaria (ca. 27 %) e peixe (ca. 16 %).137  A 

cultura foi produzida em bioreatores de bolhas nas instalações industriais da Allmicroalgae - 

Natural Products, S.A., empresa portuguesa produtora de microalgas, situada em Pataias 

(Leiria). 

Numa fase inicial deste trabalho foi disponibilizada uma quantidade limitada de biomassa que 

permitiu apenas a realização de ensaios preliminares (vide Secção II.3). Posteriormente, foi 

recolhida nas instalações industriais da Allmicroalgae uma cultura de C. vulgaris (ca. 75 L), 

que foi sujeita a um processo de centrifugação, de forma a separar a biomassa. Por fim, 

procedeu-se à sua liofilização, obtendo-se uma amostra seca e homogénea (ca. 70 g), de cor 

verde, característica desta espécie.  

A quantificação dos biocompostos presentes na amostra de BM-Cv foi realizada num extrato 

etanólico obtido por extração assistida por micro-ondas (MAE), onde foram aplicadas as 

condições de extração otimizadas por Hussen,138 à exceção do conteúdo em lípidos, que foi 

determinado a partir de um extrato obtido através de extração contínua em Soxhlet (utilizando 

n-hexano como solvente), e do teor de cinzas, determinado diretamente a partir da amostra 

original.  

O extrato etanólico foi evaporado até à secura e apresentou um teor de sólidos de 7.87 ± 0.53 

mg mL-1.  
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II.2.1 Caracterização Estrutural 

A BM-Cv liofilizada foi analisada por espetroscopia de FTIR, em pastilha de KBr, com o 

objetivo de identificar os grupos funcionais dos compostos presentes na biomassa utilizada 

(Figura II.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise do espetro de infravermelho revela uma banda correspondente à extensão O-H 

(larga), a ca. 3425 cm-1, com um ombro a 3285 cm-1, correspondente à banda N-H. Destacam-

se também as bandas de vibração de extensão C-H a 2960, 2926 e 2860 cm-1, 

correspondentes à ligação C-H dos grupos alifáticos. As bandas de extensão C=O e C=C têm 

origem a 1548 e a 1651 cm-1. Relativamente à zona das vibrações de deformação, é possível 

identificar bandas de deformação a 1402, 1251 e 1054 cm-1, associadas a ligações C-H, C-O 

e O-H. Estes resultados são consistentes com os reportados pela literatura.76 

Os resultados obtidos através da análise elementar de uma amostra de BM-Cv encontram-se 

apresentados na Tabela II.1, tendo sido corrigidos com o teor de cinzas obtido. 

 

Tabela II.1 – Análise elementar da BM-Cv. 

Amostra 

Microanálise 
Cinzas 

(%) % C % H % N 
% O 

(calc.) 

BM-Cv 49.92 6.06 9.02 22.61 12.40 

      

Figura II.1 - Espetro de FTIR da BM-Cv (pastilha de KBr). 
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II.2.2 Quantificação de pigmentos 

Sendo a C. vulgaris um organismo fotossintético, procedeu-se à avaliação do conteúdo em 

pigmentos responsáveis por este processo na biomassa em estudo. De forma a quantificar os 

pigmentos produzidos, nomeadamente clorofilas (a e b) e carotenoides totais, no extrato 

etanólico da microalga obtido por MAE, recorreu-se ao método proposto por Lichtenthaler et 

al.29, através das equações matemáticas apresentadas na Secção III.3.2. A Tabela II.2 

apresenta os resultados obtidos. 

 

Tabela II.2 - Quantificação dos pigmentos fotossintéticos da BM-Cv no extrato de EtOH. 

 
Concentração 

μg mL-1 

Conteúdo 

μg/g de biomassa 

Teor  

(%) 

Clorofila a 0.19 24.73 2.47 

Clorofila b 0.10 13.04 1.30 

Clorofila total 0.30 37.77 3.77 

Carotenoides totais 0.14 18.40 1.84 

 

De acordo com a literatura, o pigmento mais abundante na microalga C. vulgaris é a clorofila 

total, que pode atingir ca. 1-2% da composição da biomassa seca.6 Os resultados obtidos 

estão em concordância com a literatura, verificando-se a predominância deste pigmento, 

embora num teor ligeiramente superior. O extrato apresenta, também, uma quantidade 

superior de clorofila a face ao teor em clorofila b, encontrando-se esta diferença de acordo 

com o reportado na literatura.139 

Relativamente ao teor de carotenoides totais, a literatura sugere que, sob diferentes condições 

de crescimento, esta microalga possa apresentar ca. 7-12 000 μg de carotenoides por g de 

biomassa, pelo que o valor obtido se enquadra neste intervalo.139 

 

II.2.3 Quantificação de proteína total 

A determinação do teor de proteínas da amostra de BM-Cv teve por base o método de 

Bradford et al.42 A análise do extrato revelou a presença de 9.14 ± 0.70 mg de proteína por g 

de biomassa. Sendo as proteínas o composto mais abundante na maioria das microalgas, 

considera-se que a C. vulgaris possua ca. 43-58 % de conteúdo em proteínas, embora este 

valor seja variável perante diferentes condições de crescimento.6 O resultado obtido 
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experimentalmente representa menos de 1 % da composição da biomassa, verificando-se ser 

bastante inferior ao reportado por outros autores.  

Atendendo à literatura consultada, foi possível concluir que o conteúdo destas biomoléculas 

em diferentes espécies de microalgas pode ser influenciado tanto pelas condições de 

crescimento, como pela fase de crescimento celular em que a cultura é recolhida. Metsoviti et 

al.140 reportaram teores proteicos relativamente baixos de ca. 7.80 % (de biomassa de C. 

vulgaris seca) perante a diminuição da concentração de nitrogénio no meio de cultura. Por 

outro lado, ao analisarem a composição da biomassa de C. vulgaris nas diferentes fases do 

seu crescimento celular, Sánchez-Bayo et al.141 concluíram que a acumulação de proteínas 

atingiu o seu máximo antes da fase exponencial de crescimento terminar, pelo que a 

concentração destas moléculas começou a diminuir posteriormente.  

Assim, sendo desconhecida a fase de crescimento em que a biomassa em estudo foi 

recolhida, uma vez que esta cultura não foi monitorizada ao longo do seu crescimento, 

presume-se que o seu baixo teor proteico possa estar relacionado com a possibilidade destes 

microrganismos terem sido recolhidos na fase estacionária ou de morte do seu crescimento. 

 

II.2.4 Quantificação de hidratos de carbono totais 

A quantificação de hidratos de carbono totais do extrato etanólico de BM-Cv foi realizada 

através do método do fenol-ácido sulfúrico, obtendo-se um teor de 3.24 % de hidratos de 

carbono presentes na amostra, equivalente a 32.35 ± 2.70 mg/g de biomassa. Na literatura, 

são reportados valores de ca. 26.3 % de peso seco da biomassa em hidratos de carbono142 

perante condições de crescimento adequadas, face a 12-55 % em lotes cultivados sob 

condições não-favoráveis, particularmente com fornecimento limitado de nitrogénio.6 De forma 

semelhante, num estudo realizado por El-Sayed et al.,143 onde a microalga C. vulgaris foi 

igualmente cultivada num meio suplementado com resíduos da prensa da cana do açúcar, foi 

obtido um teor de 13 % de hidratos de carbono.  Consequentemente verifica-se que o teor de 

hidratos de carbono na composição da biomassa em estudo é mais baixo do que o esperado, 

podendo este resultado ser associado às condições do meio de cultura utilizado. 

 

II.2.5 Quantificação de polissacáridos (sulfatados, ácidos e −(1,3)-D-

glucanos) 

O teor de polissacáridos sulfatados e ácidos foi determinado através de dois métodos 

distintos, o do azul de toluídina adaptado por Hussen138 e o do carbazol-ácido sulfúrico40, 
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respetivamente. À semelhança dos restantes doseamentos, os resultados foram expressos 

em mg/g de biomassa, apresentando-se na Tabela II.3 os valores obtidos para a quantificação 

dos dois tipos de polissacáridos.  

Embora a literatura registe a presença de polissacáridos sulfatados em diversas espécies de 

microalgas,36,37 não foi possível determinar o conteúdo destes biocompostos na amostra em 

estudo, sugerindo que o solvente utilizado possa não ser o mais apropriado para a sua 

extração. Já os polissacáridos ácidos foram detetados numa percentagem muito reduzida 

(0.58 %). 

Estudos revelam que a extração de polissacáridos pode ser otimizada pela utilização de água, 

preferencialmente quente, e que a sua solubilidade tende a diminuir em etanol,144,145 

explicando, assim, a impossibilidade de detetar polissacáridos sulfatados e o baixo teor de 

polissacáridos ácidos obtido. Não obstante, é de salientar que os resultados obtidos por 

Hussen138 para o doseamento destes biocompostos em C. vulgaris estão em concordância 

com os valores obtidos. 

Tabela II.3 - Composição em polissacáridos do extrato etanólico de BM-Cv. 

Polissacáridos Conteúdo 

(mg/g de biomassa) 

Sulfatados n.d. 

Ácidos 5.80 ± 0.07 

n.d. – Não detetado; valores médios ± DP dos replicados. 

Por sua vez, a quantificação de β-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice no extrato 

de BM-Cv foi realizada pelo método do corante Congo red.35 Na análise do extrato de BM-Cv 

em etanol foi detetada a presença de -(1,3)-D-glucanos, consistindo em 0.27 % da 

composição da biomassa (2.72 ± 1.79 mg/g de biomassa). 

Num estudo realizado por Jui et al.146 sobre as condições ótimas de crescimento de C. 

vulgaris, foi possível concluir que o conteúdo destes compostos nesta microalga é residual, 

estabelecendo-se a ca. 4.32 % de peso seco de β-(1,3)-D-glucanos. Assim, verifica-se que o 

extrato analisado apresenta um teor de β-(1.3)-D-glucanos mais baixo do que o reportado na 

literatura, em condições de crescimento diferentes. 
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II.2.6 Quantificação de compostos fenólicos e flavonóides totais 

A determinação de compostos fenólicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, 

adaptado do método descrito por Reis et al.147 Para a quantificação de compostos flavonoides 

totais recorreu-se a uma adaptação do método colorimétrico do cloreto de alumínio descrito 

por Yeh et al.148 A tabela seguinte apresenta os valores obtidos para estes compostos, 

expressos em mg/g de biomassa. 

 

Tabela II.4 - Composição em compostos fenólicos e flavonóides totais do extrato etanólico 

de BM-Cv. 

Compostos Conteúdo  

(mg/ g de biomassa) 
 

Fenólicos 13.55 ± 0.10 

Flavonóides 16.49 ± 2.02 

Valores médios ± DP dos replicados. 

A literatura reporta uma gama alargada de valores para o teor de compostos fenólicos na 

microalga C. vulgaris, verificando-se uma elevada dependência do o método de extração 

utilizado.24 Num estudo apresentado por Goiris et al.149 o conteúdo de compostos fenólicos na 

microalga encontrava-se entre 0.75-1.70 mg/g de biomassa. Por sua vez, El-fayoumy et al.150 

obtiveram resultados significativamente superiores, de 25.92 mg/g de biomassa, pelo que o 

valor determinado experimentalmente para a BM-Cv encontra-se no intervalo de valores 

estabelecido pelos dois estudos referenciados. Paralelamente, El-fayoumy et al.150 obtiveram 

um teor em compostos flavonóides de 21.50 mg/g de biomassa, ou seja, um valor superior ao 

obtido para o extrato de BM-Cv. Estas divergências podem ser justificadas mais uma vez 

pelas diferentes condições de crescimento da C.vulgaris em cada um dos estudos, 

nomeadamente meio de cultura, temperatura, intensidade de luz, concentração de nitrogénio, 

entre outras. 

 

II.2.7 Quantificação de lípidos 

De forma a quantificar o teor de lípidos na BM-Cv foram empregues duas abordagens, o 

método de Sulfofosfovanilina (SPV) descrito por Anschau et al.,52 aplicado ao extrato obtido 

por MAE, e o método gravimétrico, aplicado ao extrato obtido por extração convencional 

contínua em Soxhlet, utilizando n-hexano como solvente, realizado com base no 

procedimento descrito por Silva et al.50 Através do método de SPV, determinou-se a presença 
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de 3.10 ± 0.86 mg de lípidos por g de biomassa (equivalente a 0.31 %), enquanto por 

gravimetria foi quantificado um teor de lípidos de 0.18 ± 0.02 %.   

De acordo com a literatura, esta microalga pode apresentar um teor de lípidos variável entre 

5-40 %,6 pelo que ambas as quantificações foram consideravelmente inferiores ao expectável. 

Contudo, estudos mostram que a extração de lípidos de microalgas é altamente dependente 

do solvente utilizado devido à sua polaridade. Li et al.49 destacam a existência de uma 

diferença significativa na eficiência da extração convencional contínua em Soxhlet utilizando 

n-hexano e ou uma mistura de hexano e etanol como solventes, indicando uma maior eficácia 

por parte de solventes de extração contendo uma mistura de um solvente polar e um solvente 

não polar. 

 

II.2.8 Quantificação de cinzas 

A determinação do teor de cinzas na BM-Cv foi realizada recorrendo à biomassa seca, 

permitindo quantificar o teor de materiais inorgânicos presentes na amostra. Obteve-se um 

valor de 12.40 ± 0.36 %, equiparável (embora superior) ao obtido por El-Sayed et al.,143 de 

7.2 %. Desta forma, é possível deduzir a presença de um conteúdo reduzido em matéria 

inorgânica e, consequentemente, um elevado teor de carbono na biomassa de C. vulgaris. 

Na Figura II.2, encontra-se representado o espetro de FTIR típico das cinzas da biomassa 

utilizada, onde é evidenciada a presença de carbonatos pela banda a 1050 cm-1, 

correspondente ao teor inorgânico na composição da BM-Cv. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura II.2 - Espetro de FTIR das cinzas da BM-Cv (pastilha de KBr). 
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II.2.9 Caracterização global da BM-Cv 

Nas tabelas seguintes, são apresentados os resultados relativos à caracterização físico-

química (Tabela II.5) e aos compostos bioativos (Tabela II.6) presentes na biomassa em 

estudo.  

Tabela II.5 - Características físico-químicas da BM-Cv. 

Parâmetro BM-Cv 

Sólidos totais (mg mL-1) 7.87 ± 0.53 

Cinzas (%) 12.40 ± 0.36 

Microanálise 49.92 % C; 6.06 % H; 

9.02 % N; 22.61 % O (calc.) 

Valores médios ± DP dos replicados. 

 

Tabela II.6 - Compostos bioativos presentes na BM-Cv. 

Parâmetro 
Conteúdo  

(mg/g de biomassa) 
 

Proteínas1 9.14 ± 0.70 

Compostos fenólicos1 13.55 ± 0.10 

Compostos flavonóides1 16.49 ± 2.02 

Lípidos2 3.10 ± 0.86 

Hidratos de carbono totais1 32.35 ± 2.70 

Polissacáridos sulfatados1 n.d. 

Polissacáridos ácidos1 5.80 ± 0.70 

-(1,3)-D-glucanos1 
2.72 ± 1.79 

1Valores determinados a partir do extrato de etanol; 2Valor determinado a partir 

do extrato de n-hexano; n.d. – Não detetado; valores médios ± DP dos replicados. 

É de salientar que, à semelhança do referido anteriormente, o teor de biocompostos presentes 

na biomassa pode ter sido fortemente influenciado pelas condições de crescimento da 

microalga. A variação de diversos fatores abióticos, como o pH, a presença de metais e a 

disponibilidade de nutrientes podem levar ao stress destes microrganismos, impactando a sua 
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síntese e acumulação de metabolitos. Em particular, enquanto o crescimento sob stress pode 

levar à diminuição da produção de diversas moléculas, verifica-se que as microalgas tendem 

a produzir metabolitos secundários com propriedades antioxidantes, de modo a compensar a 

desregulação imposta.151 

Desta forma, deduz-se que a biomassa em estudo possa ter sido cultivada sob condições 

menos favoráveis, levando à produção de teores de compostos antioxidantes (fenólicos e 

flavonóides) superiores ao expectável, ao passo que, de forma geral, os restantes 

biocompostos doseados apresentam-se significativamente inferiores aos valores reportados 

pela literatura. 

 

 

II.3 SÍNTESE DE PONTOS DE CARBONO 

II.3.1  Síntese de PsC a partir da BM-Cv 

Para a síntese de PsC a partir da BM-Cv foram empregues duas metodologias distintas, a 

carbonização hidrotérmica através de aquecimento convencional (CHAC) e assistida por 

radiação micro-ondas (CHMO). Na presente Secção é realizada a comparação entre as vias 

sintéticas utilizadas, condições reacionais e propriedades fotofísicas exibidas pelas 

nanopartículas obtidas. Adicionalmente, é discutida a caracterização estrutural e ótica dos 

PsC, bem como a determinação dos rendimentos quânticos de fluorescência (𝛷F). 

 

II.3.1.1 Carbonização Hidrotérmica com Aquecimento Convencional 

Os ensaios de CHAC foram realizados num reator de alta pressão com recurso a um vaso de 

aço inox, utilizando ca. 3 g de BM-Cv e 100 mL de água Millipore®. Nos vários estudos foram 

utilizados diferentes aditivos como fonte de nitrogénio, nomeadamente etilenodiamina (ED), 

dietilenotriamina (DET), ureia, melamina e p-fenilenodiamina (p-FD), assim como diferentes 

rácios BM-Cv:aditivo e temperaturas de reação. 

Como referido na Secção anterior, foram realizados ensaios preliminares com recurso a uma 

quantidade de biomassa limitada disponibilizada pela Allmicroalgae. Na Tabela II.7 encontra-

se o resumo dos resultados obtidos nestes primeiros ensaios, cujas condições reacionais 

utilizadas foram baseadas em estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo de 

investigação.93–95  
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Tabela II.7 – Estudo preliminar do efeito da quantidade de aditivo (ED) no rendimento quântico 

e mássico dos PsC. 

Ensaioa ED/BM-Cv Rendimento PsC (%) Teor de sólidos (mg/mL) 𝛷F
b 

PsC_01 0.16 21.30 8.72 0.19 

PsC_02 0.08 16.77 6.71 0.15 

a 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; 250 ºC, 6h; 180 rpm. 
b 𝜆exc = 360 nm. 

Desta forma, procurou-se estudar o comportamento dos PsC sintetizados face à variação do 

rácio mássico de ED/BM-Cv, observando-se através dos resultados que uma maior 

quantidade de aditivo origina um rendimento quântico de fluorescência superior, assim como 

um maior rendimento mássico de PsC e um maior teor de sólidos. 

Tendo por objetivo avaliar a influência da temperatura de reação nas características dos PsC, 

nomeadamente no rendimento mássico e nas propriedades fotofísicas, foram realizados 

ensaios a diferentes temperaturas (Tabela II.8).  

Tabela II.8 - Efeito da temperatura no rendimento quântico e mássico dos PsC. 

Ensaioa T (ºC) Rendimento PsC (%) Teor de sólidos (mg/mL) 𝛷F
b 

PsC_03 300 18.76 10.53 0.13 

PsC_04 250 37.07 17.20 0.20 

PsC_05 200 44.27 23.70 0.13 

PsC_06 150 22.88 19.90 0.07 

a 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; rácio mássico ED/BM-Cv = 0.16; 180 rpm; b 𝜆exc = 360 nm 

Os resultados obtidos indicam uma tendência crescente do valor de rendimento quântico (RQ) 

com o incremento da temperatura de reação até 250 ºC, patamar a partir do qual a 

luminescência dos PsC decresce. De acordo com a literatura, estes resultados são 

expectáveis, sendo que se considera que o RQ de fluorescência dos PsC tende a aumentar 

com a temperatura, embora temperaturas elevadas promovam a degradação das espécies 

emissivas, levando à diminuição deste parâmetro.152,153 Por outro lado, os resultados obtidos 

parecem não demonstrar uma correlação direta entre a temperatura e o rendimento mássico 

obtido para os nanomateriais. 

Sabendo que a presença de átomos de nitrogénio à superfície dos nanomateriais (NMs) 

influencia as suas propriedades fotofísicas, foi de seguida realizado um estudo sobre a 

influência da natureza do aditivo nas caraterísticas dos PsC. Para o efeito foram utilizadas, 
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para além da ED, outras aminas alifáticas (DET e ureia), assim como aminas aromáticas 

(melamina e p-FD). Foi igualmente realizado um ensaio na ausência de aditivo.  

Da análise da Tabela II.9 é possível observar que os PsC funcionalizados com ED apresentam 

um melhor desempenho, exibindo um RQ ligeiramente mais elevado do que o obtido com 

recurso à DET, bem como rendimento mássico de PsC superior, embora na mesma ordem 

de grandeza que os dos ensaios com DET e sem aditivo. Já a utilização de ureia como aditivo 

levou à síntese de PsC com uma luminescência mais baixa, assim como os PsC 

funcionalizados com as aminas aromáticas.  

Tabela II.9 - Efeito da natureza do aditivo no rendimento quântico e mássico dos PsC. 

Ensaioa Aditivo Rendimento PsC (%) Teor de sólidos (mg/mL) 𝛷F
b 

PsC_07 - 32.34 10.78 0.15 

PsC_04 ED 37.07 17.20 0.20 

PsC_08 DET 35.68 15.92 0.18 

PsC_09 Ureia 26.59 9.74 0.13 

PsC_10 p-FD 21.06 10.47 0.06 

PsC_11 ML 21.60 8.36 0.10 

a 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; rácio mássico Aditivo/BM-Cv = 0.16; 250 ºC, 6h; 180 rpm; b 𝜆exc = 360 nm. 

Um estudo realizado por Mishra et al.154 corrobora estes resultados, salientando que a 

funcionalização dos PsC com anéis aromáticos não só influencia a sua polaridade e, 

consequentemente, a sua solubilidade em água, como também contribui para a diminuição 

da sua luminescência, quando comparados com PsC funcionalizados com aminas alifáticas. 

Desta forma, foi possível concluir que a funcionalização superficial com ED permitiu a 

obtenção de PsC com melhores características, pelo que se procurou estudar a influência do 

rácio deste aditivo com a biomassa algal (ED/BM-Cv) para condições reacionais de 250 ºC e 

6 horas.  

Os resultados obtidos para estes ensaios encontram-se apresentados na tabela seguinte e 

demonstram que o aumento do rácio de ED não possui uma correlação direta com as 

características dos PsC, observando-se que as nanopartículas funcionalizadas com rácios 

mássicos ED/BM-Cv de 0.08, 0.16 e 0.32 apresentaram rendimentos quânticos de 

fluorescência e teores de sólidos semelhantes. Enquanto na ausência de aditivo os PsC 

exibiram menor valor de RQ, o ensaio realizado com rácio mássico de 0.64 destacou-se pelo 

aumento ligeiro desta propriedade. O incremento de aditivo promoveu um aumento 

progressivo dos rendimentos mássicos e teores de sólidos dos PsC. 
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Tabela II.10 - Efeito do rácio de ED/BM-Cv no rendimento quântico e mássico dos PsC. 

Ensaioa ED/BM-Cv Rendimento PsC (%) Teor de sólidos (mg/mL) 𝛷F
b 

PsC_07 0.00 32.34 10.78 0.15 

PsC_12 0.08 34.65 14.97 0.21 

PsC_04 0.16 37.07 17.20 0.20 

PsC_13 0.32 39.15 17.62 0.21 

PsC_14 0.64 41.63 27.31 0.24 

a 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; 250 ºC, 6h; 180 rpm; b 𝜆exc = 360 nm. 

Na perspetiva de avaliar uma alternativa à síntese via CHAC, foi realizado um ensaio 

exploratório utilizando um reator de aço-inox com vaso de Teflon com recurso a uma mufla 

como fonte de aquecimento. Devido a limitações operacionais relativas à temperatura 

suportada pelo recipiente de Teflon, não foi possível realizar um estudo completo da variação 

deste parâmetro, tendo este ensaio sido comparado com o realizado nas condições reacionais 

típicas à mesma temperatura (Tabela II.11). 

Tabela II.11 - Efeito do modo de síntese no rendimento quântico e mássico dos PsC. 

Ensaioa T (ºC) Tempo (h) 
Rendimento PsC  

(%) 

Teor de sólidos  

(mg/mL) 
𝛷F

b 

PsC_06 150 6 22.88 19.90 0.07 

PsC_15c 150 12 36.83 20.50 0.07 

a 3 de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; rácio mássico ED/BM-Cv = 0.16, 180 rpm; b 𝜆exc = 360 nm; c Ensaio realizado em 

reator de aço-inox com vaso de Teflon numa mufla. 

Perante os resultados obtidos, é possível constatar que a utilização da mufla como fonte de 

aquecimento não contribuiu positivamente para a melhoria das propriedades luminescentes 

dos PsC à temperatura estudada, embora tenha contribuído para um ligeiro aumento do 

rendimento mássico. 

Por fim, e com vista à obtenção de PsC de controlo, utilizou-se o ácido cítrico como fonte de 

carbono, à semelhança do reportado pela literatura.53 O ensaio foi realizado à temperatura de 

250 ºC, durante 6 h, utilizando um rácio mássico de ED/Ácido cítrico de 0.16. A Tabela II.12 

apresenta os resultados obtidos, comparativamente ao ensaio análogo com BM-Cv. 
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Tabela II.12 - Efeito da natureza da fonte de carbono no rendimento quântico e mássico dos 

PsC. 

Ensaioa Fonte de carbono Rendimento PsC (%) Teor de sólidos (mg/mL) 𝛷F
b 

PsC_04 BM-Cv 37.07 17.20 0.20 

PsC_16 Ácido cítrico 31.85 13.04 0.23 

a 3 g de matéria-prima, 100 mL de água Millipore®; ED/Matéria-prima = 0.16; 250 ºC; 6 h, 180 rpm; b 𝜆exc = 360 nm 

Assim, verificou-se que os ensaios realizados apresentaram rendimentos quânticos e 

mássicos semelhantes, não existindo influência da variação da fonte de carbono. Resultados 

reportados por Zhu et al.155 descrevem a síntese de PsC a partir de ácido cítrico e 

funcionalizados com etilenodiamina, por tratamento hidrotérmico (250 ºC, 5 h), exibindo um 

RQ de ca. 25 %, corroborando os resultados obtidos. 

 

II.3.1.2 Carbonização Hidrotérmica Assistida por Radiação Micro-ondas 

Os ensaios de CHMO foram realizados num reator monomodo, utilizando ca. 150 mg de BM-

Cv, com 4.50 mL de água Millipore®. No estudo realizado, utilizou-se apenas etilenodiamina 

como aditivo (quantidade variável), e mantiveram-se constantes a temperatura (150 ºC) e o 

tempo de reação (15 minutos). 

À semelhança dos ensaios por CHAC, foram efectuados estudos preliminares via CHMO, 

recorrendo à biomassa inicial com variação do rácio mássico de ED/BM-Cv e utilizando 

condições reacionais anteriormente empregues pelo grupo de investigação em ensaios com 

esta fonte de aquecimento.93–95  Na Tabela II.13 encontram-se os resultados obtidos para os 

estudos realizados. 

Tabela II.13 - Estudo preliminar do efeito da variação do rácio de ED/BM-Cv no 

rendimento quântico e mássico dos PsC obtidos por CHMO. 

Ensaioa ED/BM-Cv 
Rendimento PsC 

(%) 

Teor de sólidos  

(mg/mL) 
𝛷F

b 

PsC_CHMO_17 0.16 7.47 5.20 0.11 

PsC_CHMO_18 0.08 10.79 7.60 0.09 

a 150 g de BM-Cv, 4.50 mL de água Millipore®; 150 ºC, 15 min; b 𝜆exc = 360 nm. 
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Os ensaios exploratórios realizados permitiram inferir que a variação da quantidade de ED 

utilizada não teve influência significativa no RQ dos PsC, sendo que os valores obtidos quer 

para este parâmetro, quer para o rendimento mássico, são próximos entre si.  

O ensaio com maior rácio mássico de aditivo foi duplicado (PsC_CHMO_14), utilizando o 

segundo lote de biomassa, apresentando um rendimento mássico de 41.65 %, um teor de 

sólidos de 18.70 mg mL-1 e um rendimento quântico de fluorescência (𝜆exc = 360 nm) de 13 %. 

Devido a limitações de funcionamento do reator micro-ondas, não foi possível explorar de 

forma aprofundada a síntese via CHMO, não tendo sido realizados ensaios adicionais através 

desta abordagem. 

Posteriormente, testou-se a possibilidade de sintetizar PsC com recurso a um micro-ondas 

doméstico, utilizando um reator de aço-inox com vaso de Teflon. Verificou-se que a potência 

do micro-ondas doméstico não foi suficiente para induzir a carbonização da matéria orgânica, 

pelo que a mistura reacional (m.r.) resultante apresentou-se como uma massa espessa, 

impossibilitando a sua filtração. Neste sentido, o aquecimento via micro-ondas doméstico não 

foi explorado durante o desenvolvimento do presente trabalho.  

 

II.3.2 Purificação dos Pontos de carbono 

A presença de impurezas na mistura reacional, nomeadamente moléculas inorgânicas 

provenientes da BM-Cv e também compostos de polaridade média baixa, interferem nas 

propriedades luminescentes dos PsC.  

Tendo como objetivo o melhoramento da luminescência dos nanomateriais sintetizados, foi 

realizado a seguir a cada ensaio um processo de purificação com recurso a filtração da m.r. 

por membrana de acetato de celulose, seguida de extração líquido-líquido com solventes 

orgânicos adequados. 

Alternativamente, outras abordagens como a cromatografia de exclusão molecular em coluna 

de Sephadex ou a diálise poderiam ter sido empregues para purificar os PsC. No entanto, por 

razões de ordem logística, não foi possível a utilização de ambos os métodos. 

 

II.3.2.1 Extração Líquido-Líquido 

Após filtração da m.r. por membrana de celulose regenerada com diâmetro de poro de 0.2 

μm, foi realizada uma extração líquido-líquido com recurso a CH2Cl2 e a AcOEt. A fase aquosa 
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resultante das extrações (PsC) foi submetida a um processo de evaporação para remoção do 

solvente orgânico residual e armazenada a 4 ºC sob atmosfera inerte. Posteriormente, as 

fases orgânicas recolhidas foram evaporadas à secura e os respetivos resíduos quantificados. 

Em média, os ensaios de síntese por CHAC apresentaram uma fração de resíduo insolúvel 

recuperada através de filtração de ca. 8 % e frações de resíduo obtido nas etapas de extração 

líquido-líquido de ca. 5 %, com CH2Cl2, e 1 %, com AcOEt, calculadas em relação à massa 

inicial de BM-Cv e de aditivo. Assim, os ensaios de síntese via CHAC originaram um 

rendimento de conversão médio de ca. 30.20 ± 8.60 %. 

Nos ensaios provenientes da síntese por CHMO registou-se uma fração de resíduo insolúvel 

recuperada de ca. 14 % e frações de resíduo obtido nas etapas de extração líquido-líquido de 

ca. 2 % e 0.2 %, com CH2Cl2 e AcOEt, respetivamente, pelo que estes ensaios originaram um 

rendimento de conversão médio de ca. 14.60 ± 17.20 %. 

Na Figura II.3 são apresentados os espetros de FTIR típicos das frações orgânicas (CH2Cl2 e 

AcOEt) após evaporação à secura a 105 ºC, correspondentes ao ensaio PsC_04 (ED/BM-Cv 

= 0.16, 250 ºC, 6 h, 180 rpm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da figura anterior, é possível verificar que os espetros de FTIR das frações orgânicas 

apresentam bandas a 2940 e 2875 cm-1, correspondentes à presença de grupos alifáticos, 

assim como bandas a ca. 1670 cm-1 (C=O, ext) e a ca. 1450 cm-1 (CH2, def). 

 

Figura II.3 - Espetros de FTIR das frações orgânicas e da fração aquosa 

(pastilha de KBr). 
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II.3.3 Caracterização Estrutural 

A caracterização dos PsC foi efetuada através da avaliação dos seus espetros de FTIR e 

RMN 1H, bem como da sua análise elementar. 

De forma a avaliar a influência do método de síntese na estrutura dos PsC, foram realizados 

os espetros de FTIR dos PsC obtidos por CHAC (ED/BM-Cv = 0.16, 250 ºC, 6 h, 180 rpm) e 

CHMO (ED/BM-Cv = 0.16, 150 ºC, 15 min, 600 rpm) que se apresentam na Figura II.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analisando os espetros da Figura II.4, é possível observar a existência da banda 

correspondente à extensão O-H a ca. 3425 cm-1, assim como da banda de extensão N-H 

(ombro) a ca. 3250 cm-1. Identificam-se também as bandas que indicam a presença de grupos 

alifáticos, ainda que pouco proeminentes, a ca. 2965 e 2935 cm-1. A ca. 1665 cm-1 é visível a 

banda correspondente à extensão C=O (ácidos/carboxilatos e amidas), assim como as 

bandas a ca. 1660 e 1550 cm-1 (N-H, def e C=C, ext), 1445 cm-1
 (CH2, def), 1404 cm-1 e 1382 

cm-1 (CH3, def).  

A Figura II.5 apresenta a comparação dos espetros de FTIR resultantes dos ensaios 

realizados com variação do rácio de aditivo (ED)/BM-Cv, sendo o parâmetro cujas variações 

foram mais amplamente estudadas na influência das propriedades biológicas. 

 

 

Figura II.4 - Espetros de FTIR dos PsC sintetizados via CHAC e CHMO 

(pastilha de KBr).  
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Da análise da Figura II.5 é possível observar que o incremento da quantidade de aditivo não 

possui expressão significativa no perfil dos espectros apresentados, não se observando 

diferenças significativas entre eles. Verifica-se a presença das bandas típicas deste tipo de 

nanomateriais, nomeadamente as bandas de extensão O-H a ca. 3430 cm-1, N-H (ombro) a 

ca. 3220 cm-1 e C-H dos grupos alifáticos a ca. 2950 e 2870 cm-1. É possível distinguir as 

bandas a 1660 cm-1 e a 1445 cm-1, correspondente à extensão C=O e evidenciando a 

presença de ácidos/carboxilatos, assim como as bandas a 1558 cm-1 (N-H, def e C=C, ext), 

1450 cm-1
 (CH2, def), 1401 cm-1 e 1290 cm-1 (CH3, def).  

Na tentativa de verificar a presença de funcionalidades à superfície dos nanomateriais 

sintetizados, foi realizado o espetro de RMN 1H dos PsC obtidos por CHAC com ED/BM-Cv = 

0.32 a 250 ºC durante 6 h (PsC_13). Foi escolhida a análise deste lote uma vez que os NMs 

obtidos neste ensaio foram usados nos estudos de citotoxicidade e de marcação celular por 

fluorescência.  

Da análise do espetro é possível verificar a presença maioritária de grupos C-H alifáticos, com 

ressonâncias entre 0.5 e 2.8 ppm e entre 3.0 e 4.25 ppm o surgimento de sinais indicativos 

Figura II.5 - Espetros de FTIR dos PsC sintetizados com diferentes 

rácios mássicos ED/BM-Cv (pastilha de KBr). 
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da presença de ligações CH-O e CH-N. Na zona entre 6.6 e 8.0 ppm são visíveis sinais de 

fraca intensidade, associados à presença minoritária de protões aromáticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adicionalmente, na Figura II.7 está representado o espetro de FTIR típico das cinzas (PsC_13; 

ED/BM-Cv = 0.32, 250 ºC, 6 h, 180 rpm). Através da banda intensa a ca. 1102 cm-1 é possível 

verificar a presença de carbonatos, correspondente ao teor inorgânico da amostra. A presença 

de água é também visível através da banda alargada a ca. 3700-3300 cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.6 - Espetro de RMN 1H de dispersões aquosas de PsC_13 (400 MHz, 

D2O, 25 ºC); *solvente residual. 

Figura II.7 - Espetro de FTIR das cinzas do ensaio PsC_13 em pastilha de KBr. 
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A  Tabela II.14 apresenta os resultados da análise elementar realizada para os PsC obtidos 

com recurso a diferentes rácios de ED/BM-Cv. Os teores elementares foram corrigidos com o 

respetivo teor de cinzas. Analisando os resultados, é possível concluir que o aumento da 

quantidade de aditivo utilizada na síntese dos PsC se refletiu num incremento do conteúdo 

em nitrogénio, variando este valor entre 10.03 e 18.60 %. 

Tabela II.14 – Efeito do rácio mássico ED/BM-Cv na análise elementar dos PsC obtidos por 

CHAC. 

Ensaioa 
Rácio 

ED/BM-Cv 

Microanálise 
Cinzas 

(%) % C % H % N 
% O 

(calc.) 

PsC_07 0.00 45.61 6.52 10.03 15.89 21.95 

PsC_12 0.08 46.73 7.21 17.17 9.01 19.87 

PsC_04 0.16 49.31 7.30 14.61 11.81 16.97 

PsC_13 0.32 49.25 6.17 18.60 8.32 17.65 

a 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; 250 ºC, 6h; 180 rpm. 
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II.3.4 Caracterização Morfológica 

A caracterização morfológica preliminar dos PsC foi realizada a partir de uma solução aquosa 

de 0.1 mg mL-1 dos ensaios PsC_04 e PsC_13, através de Microscopia de Força Atómica 

(AFM). A Figura II.8 apresenta as imagens topográficas adquiridas para os PsC_04 (ED/BM-

Cv = 0.16, 250 ºC, 6 h, 180 rpm) em secções de corte transversal distintas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da análise da figura anterior, é possível verificar que a dispersão aquosa dos PsC_04 

apresenta alguma heterogeneidade em relação ao tamanho dos pontos de carbono, sendo 

possível observar a presença de PsC com tamanho inferior a 10 nm. Paralelamente, observa-

se a tendência para a formação de agregados (ca. 25 nm) por parte destes nanomateriais.  

Na Figura II.9, apresenta-se a imagem topográfica adquirida para os PsC_13 (ED/BM-Cv = 

0.32, 250 ºC, 6 h, 180 rpm). A análise morfológica destes nanomateriais permitiu inferir o 

aumento significativo da tendência para a agregação com o aumento do rácio de ED/BM-Cv, 

sendo possível distinguir um agregado isolado de ca. 30.8 nm.  

Figura II.8 – Imagens topográficas de AFM das diferentes secções de corte 

transversal da dispersão aquosa dos PsC_04 (0.1 mg mL-1), distinguindo a. PsC de 

ca. 10 nm e b. agregados de ca. 25 nm. 
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Comparando as imagens topográficas dos diferentes ensaios, verificou-se ainda que os 

PsC_04 possuem uma maior dispersividade face aos PsC_13, amostra na qual os 

nanomateriais aparentam estar sobrepostos num único agregado. 

Adicionalmente, a Figura II.10 apresenta a renderização tridimensional da avaliação 

morfológica dos PsC em estudo. 

 

Através do ensaio de AFM realizado, foi possível determinar, preliminarmente, o tamanho 

médio dos PsC_04, de ca. 10 nm.  

 

  

Figura II.9 - Imagens topográficas de AFM da secção de corte transversal da dispersão 

aquosa dos PsC_13 (0.1 mg mL-1). 

Figura II.10 – Renderização tridimensional de AFM das dispersões aquosas dos a. PsC_04 

e b. PsC_13 (0.1 mg mL-1). 
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II.3.5 Propriedades Fotofísicas 

As propriedades fotofísicas destas nanopartículas são consideradas de elevada importância, 

dada a sua aplicabilidade na área da imagiologia. Estas foram avaliadas recorrendo à 

espetroscopia de absorção no estado fundamental (UV-Vis) e à espetroscopia de 

fluorescência no estado estacionário (emissão e excitação) das várias dispersões aquosas de 

PsC. 

A Figura II.11 representa os espetros de UV-Vis, emissão e excitação de PsC sintetizados 

sob as mesmas condições reacionais (250 ºC, 6 h, via CHAC), mas com diferentes rácios 

mássicos de ED/BM-Cv (0.16 e 0.32), resultando dos dois ensaios PsC com rendimentos 

quânticos de fluorescência semelhantes (ca. 21 %). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os espetros de UV-Vis exibem bandas ca. 280 nm e 325 nm. De acordo com a literatura, 

estas podem ser atribuídas às transições -* das ligações C=C da rede de carbono e n-* 

das ligações C=O, respetivamente.84 Verifica-se que as dispersões aquosas dos PsC, quando 

excitadas a 𝜆exc = 360 nm, emitem na região do azul, exibindo um máximo de emissão entre 

425-429 nm. Comparando os espetros dos PsC sintetizados com diferentes quantidades de 

aditivo, é possível concluir que quer os espetros de absorção, quer os de emissão e de 

excitação, apresentam perfis e máximos relativamente semelhantes.  

De uma forma geral, os PsC sintetizados via CHAC utilizando ED como aditivo e diferentes 

rácios mássicos permitiram a obtenção de rendimentos quânticos moderados (20-24 %), 

Figura II.11 - Espetros de UV-Vis (linha contínua), emissão (linha pontilhada; 𝜆exc = 360 

nm) e excitação (linha tracejada; monitorizados a 430 e 425 nm), dos PsC_04 (azul) e 

PsC_13 (amarelo), obtidos a partir de uma dispersão aquosa de 0.1 mg mL-1. 
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superiores aos restantes ensaios. Dos ensaios realizados por CHMO resultaram PsC com RQ 

mais baixos, entre 9-11 % (vide Secção II.3.1).  

Na Figura II.12 apresentam-se diversos espetros de emissão de uma dispersão aquosa PsC 

(ED/BM-Cv = 0.32, 250 ºC, 6 h) com excitação a diferentes comprimentos de onda, 

demonstrando o fenómeno de fotoluminescência ajustável característico destas 

nanopartículas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

É possível verificar a forte dependência entre o comprimento de onda de excitação e o 

comprimento de onda de emissão, sendo evidente um progressivo desvio batocrómico. 

Adicionalmente, verifica-se que o comprimento de onda de excitação que permite uma maior 

intensidade de fluorescência é 360 nm, tendo sido este o exc selecionado para a determinação 

do RQ.   

A Figura II.13 destaca as propriedades fotoluminescentes dos PsC, demonstrando a sua 

fluorescência na zona do azul aquando da sua irradiação com luz UV.  

 

 

 

Figura II.12 - Espetros de emissão de uma dispersão aquosa 0.1 mg 

mL-1 de PsC_13 com excitação a diferentes comprimentos de onda 

(300 a 400 nm). 
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Entre as propriedades fotofísicas dos PsC, foi ainda avaliada a sua fotoestabilidade sob 

condições de irradiação contínua durante 1 h a exc = 360 nm. A Figura II.14 apresenta os 

espetros de emissão adquiridos ao longo deste período, permitindo verificar a manutenção da 

intensidade de fluorescência.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De seguida, procedeu-se à avaliação da influência do pH na luminescência dos pontos de 

carbono sintetizados. No âmbito do presente trabalho, a sensibilidade dos PsC à variação do 

pH pode condicionar a sua aplicabilidade em imagiologia, sendo por esta razão o estudo das 

alterações de pH fisiológico uma variável relevante a ser considerada. 

De forma a variar o pH da dispersão aquosa dos PsC entre 1 e 12, foram adicionadas soluções 

aquosas de HCl e NaOH a diferentes concentrações, mantendo, no entanto, a concentração 

de PsC inalterada. Partindo de um pH inicial de 7.3, como assinalado na Figura II.15, 

a. b. 

Figura II.13 - Dispersão aquosa de PsC sob a. luz visível e b. luz UV (exc = 366 nm). 

Figura II.14 - Espetros de emissão das dispersões aquosa de PsC_13 (0.1 

mg mL-1) adquiridos ao longo de 1 hora de irradiação contínua (𝜆exc = 360 nm). 
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constatou-se que a intensidade de fluorescência dos PsC é sensível à alteração do pH do 

meio. Perante a acidificação do meio (pH entre 1 e 5), a intensidade de fluorescência 

aumentou face à registada ao pH inicial. Já para valores de pH básicos (acima de 7.5), 

verificou-se um decréscimo da fotoluminescência.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O pH fisiológico humano não é constante, sendo um estado dinâmico e diverso regulado por 

vários mecanismos biológicos. Em geral, para a maioria dos tecidos é de ca. 7.0-7.4, com 

algumas exceções, por exemplo, o pH do estômago (1 a 3), o pH do intestino delgado (4 a 7) 

e o pH da pele (4.5 a 5.5). Assim, verifica-se que a intensidade de fluorescência dos PsC 

sintetizados exibem uma intensidade de fluorescência elevada na gama de valores do pH 

fisiológico.156 

 

 

II.4 AVALIAÇÃO DA BIOATIVIDADE DOS PONTOS DE CARBONO 

O estudo da atividade biológica dos PsC decorreu da avaliação da atividade antibacteriana, 

das propriedades antioxidantes, da citotoxicidade celular e da marcação por fluorescência in 

vitro e in vivo. Estes estudos tiveram como objetivo explorar a versatilidade das aplicações 

dos pontos de carbono reportada amplamente pela literatura54,56, assim como a sua excelente 

biocompatibilidade. 

Figura II.15 - Variação da fotoluminescência (𝜆exc = 360 nm) da dispersão 

aquosa de PsC (0.1 mg mL-1). 
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II.4.1 Atividade Antibacteriana 

A atividade antibacteriana dos PsC sintetizados foi avaliada com recurso a duas estirpes 

bacterianas, Escherichia coli ATCC® 25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus ATCC® 

25923 (Gram-positiva), através de dois métodos distintos, a técnica de suscetibilidade à 

difusão em disco e o método de microdiluição em meio líquido para a determinação dos 

valores de concentração mínima inibitória (MIC) e de concentração mínima letal (MLC). De 

seguida são apresentados os resultados obtidos por ambos os métodos. 

 

II.4.1.1 Técnica de suscetibilidade à difusão em disco 

A primeira metodologia a ser aplicada foi a técnica de suscetibilidade à difusão em disco.157,158 

De forma a avaliar a influência da quantidade de PsC na inibição do crescimento microbiano, 

foram aplicadas diferentes massas (100, 500 e 1000 µg/disco) dos PsC testados (Tabela II.15) 

e comparados com o controlo positivo do antibiótico gentamicina (10 µg) e o controlo negativo 

de água estéril. 

A Figura II.16 apresenta os diâmetros de inibição obtidos após incubação das espécies 

bacterianas com PsC_01 (ED/BM-Cv = 0.16, 250 ºC, 6 h, CHAC). A atividade antibacteriana 

foi detetada apenas nos discos onde foi aplicada a massa mais elevada de PsC (1000 

µg/disco), apresentando diâmetros de inibição de 1.1 ± 0.0 cm e 1.2 ± 0.0 cm para E. coli e S. 

aureus, respetivamente. Os restantes discos impregnados com a solução aquosa de PsC não 

apresentaram diâmetro de inibição, indicando a ausência de atividade antibacteriana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. a. 

Figura II.16 - Resultados dos ensaios de difusão em disco, após incubação das estirpes 

bacterianas a. E. coli e b. S. aureus com PsC_01 (100, 500 e 1000 µg/disco), utilizando 

como controlo positivo gentamicina (G, 10 µg) e controlo negativo água estéril. 
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Por sua vez, a Figura II.17 diz respeito aos ensaios com discos impregnados com a solução 

aquosa de PsC sintetizado via CHMO (ED/BM-Cv = 0.16, 150 ºC, 15 min). A cultura de E. coli 

apresentou um elevado diâmetro de inibição em redor do disco onde foi aplicada a maior 

quantidade de PsC, enquanto na cultura de S. aureus não se observou atividade 

antibacteriana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Tabela II.15 constam os resultados referentes aos restantes ensaios da técnica de 

suscetibilidade à difusão em disco. Embora tenha sido possível detetar atividade 

antibacteriana em alguns dos PsC testados, os diâmetros de inibição exibidos foram, de forma 

geral, reduzidos.  

Os PsC sintetizados via CHMO nos ensaios exploratórios com a primeira BM-Cv fornecida 

pela empresa (PsC_CHMO_17 e 18) permitiram a deteção de um diâmetro de inibição de 

crescimento microbiano nos discos de menor massa aplicada, ao contrário dos restantes 

ensaios. Embora não tenham sido efectuados testes com massas de PsC mais elevadas (500 

µg e 1000 µg/disco) devido a limitações na quantidade de dispersão aquosa disponível, prevê-

se que a tendência seria um aumento dos diâmetros de inibição com o aumento da massa 

aplicada.  

Os restantes PsC testados, nomeadamente os sintetizados via CHAC, não apresentaram 

atividade antibacteriana relevante contra as bactérias testadas. É de salientar que, de forma 

geral, a espécie S. aureus demonstrou resistência aos PsC. 

 

b. a. 

Figura II.17 - Resultados dos ensaios de difusão em disco, após incubação das estirpes 

bacterianas a. E. coli e b. S. aureus com PsC_CHMO_19 (100, 500 e 1000 µg/disco), 

utilizando como controlo positivo gentamicina (G, 10 µg) e controlo negativo água estéril. 
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Tabela II.15 - Diâmetros de inibição do crescimento de E. coli e S. aureus, obtidos em ensaios 

de difusão em disco. 

Pontos de carbono sintetizados a partir da biomassa da microalga P. cruentum94 foram 

testados através do mesmo método de difusão em discos e contra as mesmas espécies 

bacterianas. Os resultados reportam a ausência de halo de inibição de crescimento em torno 

dos discos impregnados com diferentes concentrações de PsC, corroborando os resultados 

obtidos. 

Ensaio ED/BM-Cv 
Diâmetro de inibição (cm)c 

100 μg /disco 500 μg /disco 1000 μg /disco 

E. coli 

PsC_01a 0.16 n.d. n.d. 1.1 ± 0.0 

PsC_02a 0.08 n.d. 1.1 ± 0.0 1.3 ± 0.1 

PsC_CHMO_17b 0.16 1.1 ± 0.0 - - 

PsC_CHMO_18b 0.08 1.2 ± 0.0 - - 

PsC_07a 0.00 n.d. n.d. n.d. 

PsC_12a 0.08 n.d. n.d. n.d. 

PsC_04a 0.16 n.d. 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 

PsC_13a 0.32 n.d. n.d. n.d. 

PsC_CHMO_19b 0.16 n.d. n.d. 2.8 ± 0.4 

Ácido Cítrico 0.16 - - - 

S. aureus  

PsC_01a 0.16 n.d. n.d. 1.2 ± 0.0 

PsC_02a 0.08 n.d. n.d. n.d. 

PsC_CHMO_17b 0.16 n.d. - - 

PsC_CHMO_18b 0.08 n.d. - - 

PsC_07a 0.00 n.d. n.d. n.d. 

PsC_12a 0.08 n.d. n.d. n.d. 

PsC_04a 0.16 n.d. n.d. n.d. 

PsC_13a 0.32 n.d. n.d. n.d. 

PsC_CHMO_19b 0.16 n.d. n.d. n.d. 

Ácido Cítrico 0.16 - - - 

aCHAC, 250 ºC, 6 h; bCHMO, 150 ºC, 15 min 

cGentamicina como controlo positivo (10 μg/disco): 1.8 ± 0.1 (E. coli) e 2.1 ± 0.1 (S. aureus); Atividade 

antibacteriana não detetada (n.d.); Não determinado (-); valores médios ± DP dos replicados. 
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Tendo em conta os resultados obtidos através deste método, optou-se por avaliar esta 

propriedade simultaneamente através do método colorimétrico de microdiluição em meio 

líquido utilizando resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-óxido, sal de sódio), como 

agente marcador da viabilidade celular, uma vez que é considerado mais sensível e fiável, 

comparativamente à técnica da suscetibilidade à difusão em disco.  

 

II.4.1.2 Concentração Mínima Inibitória e Concentração Mínima Letal 

A determinação dos valores da Concentração Mínima Inibitória (MIC) e da Concentração 

Mínima Letal (MLC) foi realizada pelo método colorimétrico de microdiluição em meio líquido, 

baseado na redução de resazurina a resorufina.159 A atividade antibacteriana foi igualmente 

testada com recurso às estirpes bacterianas E. coli ATCC® 25922 e S. aureus ATCC® 25923, 

utilizando água e meio MHB (Mueller Hinton Broth) no ensaio em branco.  

O valor de MIC é considerado a menor concentração de um agente antimicrobiano à qual este 

inibe o crescimento de um microrganismo, existindo uma redução ≥ 80.0 % do crescimento 

bacteriano comparativamente ao controlo. Por sua vez, o valor de MLC diz respeito à 

concentração mínima necessária para inibir o crescimento de ≥ 99.9 % de um 

microrganismo.160 

Através dos resultados obtidos nos estudos de atividade antibacteriana onde foram aplicados 

os PsC sintetizados como ensaios exploratórios verificou-se não ter sido possível detetar 

valores de MIC e MLC, indicando que estes não possuem atividade antibacteriana significativa 

dentro da gama estudada (0.0 - 8.0 mg mL-1). 

A mesma abordagem foi utilizada para os restantes PsC sintetizados, aplicando as soluções 

aquosas dos nanomateriais numa gama de concentrações de 0.0 a 8.0 mg mL-1, não tendo 

sido detetados quaisquer valores de MIC e/ou MLC neste intervalo. Assim, optou-se por 

alargar a gama aplicada até à concentração máxima de cada dispersão aquosa. 

Para o efeito, apresentam-se de seguida todos os ensaios estudados (Tabela II.16), nos quais 

os PsC foram obtidos por CHAC com a mesma quantidade de biomassa e água Millipore®, 

durante 6 h, variando a temperatura de síntese, natureza do aditivo e rácio de ED/BM-Cv. Na 

Tabela II.16 encontra-se destacado o ensaio PsC_04, considerado o ensaio standard, 

sintetizado a 250 ºC, com um rácio de ED/BM-Cv de 0.16. 

É de notar que para o estudo da atividade antibacteriana foram testados apenas PsC 

sintetizados via CHAC, uma vez que os ensaios obtidos por CHMO apresentaram um volume 

final insuficiente para esta aplicação. 
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Tabela II.16 - Valores MIC e MLC dos PsC sintetizados e aplicados ao estudo da atividade 

antibacteriana contra E. coli e S. aureus, determinados pelo método de microdiluição em meio 

líquido.  

Através dos resultados obtidos e representados na Tabela II.16, é possível inferir que a 

variação do rácio ED/BM-Cv não promoveu uma variação significativa da atividade 

antibacteriana dos PsC, à exceção do rácio de 0.64 (PsC_14), que permitiu a deteção de 

valores de MLC para ambas as estirpes bacterianas. Por outro lado, a utilização de diferentes 

aditivos permitiu a deteção de valores de MLC a concentrações mais baixas, como é o caso 

da p-FD (PsC_10), que levou à inibição total do crescimento de S. aureus à concentração de 

1.3 mg mL-1.  

A Figura II.18 apresenta, graficamente os resultados referentes ao ensaio PsC_05, onde se 

encontram identificados os valores de MIC e MLC. 

Ensaio 

Conc. 

máxima 

aplicada 

 (mg mL-1) 

Condições reacionaisa 

MIC (mg mL-1)b MLC (mg mL-1)b 

E. coli S. aureus E. coli S. aureus 

PsC_04 17.20 

E
D

/B
M

-C
v
 =

 0
.1

6
; 

T
e

m
p

e
ra

tu
ra

 

v
a
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e
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250 ºC n.d. n.d. n.d. > 8.0 

PsC_03 10.53 300 ºC n.d. n.d. n.d. n.d. 

PsC_05 23.70 200 ºC > 10.0 n.d. n.d. > 10.0 

PsC_06 19.90 150 ºC n.d. n.d. n.d. n.d. 

PsC_04 17.20 

 A
d
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v
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 0
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 d
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ED n.d. n.d. n.d. > 8.0 

PsC_08 15.92 DET n.d. n.d. n.d. 2.0 

PsC_09 9.74 Ureia n.d. n.d. n.d. n.d. 

PsC_10 10.47 p-FD n.d. n.d. 5.2 1.3 

PsC_11 8.36 ML n.d. n.d. n.d. > 8.0 

PsC_07 10.78 

2
5

0
 º

C
; 
 

E
D

/B
M

-C
v
 v

a
ri

á
v
e
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0.00 n.d. n.d. n.d. n.d. 

PsC_12 14.97 0.08 n.d. n.d. n.d. > 10.0 

PsC_04 17.20 0.16 n.d. n.d. n.d. > 8.0 

PsC_13 17.62 0.32 n.d. n.d. n.d. > 8.0 

PsC_14 27.31 0.64 n.d. n.d. 6.8 3.4 

a CHAC; 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; 6 h; b Atividade antibacteriana não detetada (n.d.)  
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a. 

 

b.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Apenas os PsC de rácio mássico ED/BM-Cv variável (PsC_04, 07, 12 e 13) foram estudados 

pelos dois métodos. Nestes casos, os resultados são concordantes, à exceção de PsC_04 

(ED/BM-Cv = 0.16), que aparenta inibir parcialmente o crescimento de E. coli na avaliação da 

difusão em disco, resultado não corroborado pelo segundo método.  

Para além dos resultados apresentados na tabela anterior, foi também estudada a atividade 

antibacteriana dos PSC obtidos em mufla (PsC_15), que permitiu a deteção de valores de MIC 

> 10 mg mL-1 contra E. coli e de 5.1 mg mL-1 contra S. aureus; para esta espécie foi ainda 

possível detetar o valor de MLC > 10 mg mL-1. Na Figura II.19 estão representados 

graficamente estes resultados. 

MIC 

Figura II.18 - Avaliação da atividade antibacteriana contra a. E. coli e b. S. aureus, 

após incubação de diferentes concentrações de PsC_05, expressa pelo decréscimo 

da viabilidade celular (%). 

MLC 
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a. 

 

b.  

 

 

Atendendo aos resultados obtidos, quer através dos ensaios de difusão em disco, quer 

através da determinação dos valores de MIC e MLC, é possível inferir que os PsC obtidos a 

partir de BM-Cv aparentam possuir uma baixa atividade antibacteriana. Não obstante, embora 

se tenham revelado pouco bactericidas contra E. coli, vários ensaios permitiram a deteção de 

MLC contra S. aureus, em particular perante a utilização de diferentes aditivos e à maior 

concentração de ED.  

As melhores propriedades antibacterianas foram registadas para o ensaio PsC_10, 

sintetizado com p-FD/BM-Cv = 0.16. De acordo com Ye et al.,160 este fenómeno pode ser 

explicado pela composição da molécula de p-FD, que conta com dois grupos –NH2 que, por 

sua vez, existem sob a forma de –NH3
+ ao pH fisiológico. Desta forma, os PsC funcionalizados 

MLC 

Figura II.19 - Avaliação da atividade antibacteriana contra a. E. coli e b. S. 

aureus, após incubação de diferentes concentrações de PsC_15, expressa 

pelo decréscimo da viabilidade celular (%). 

MLC MIC 
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com p-FD encontram-se superficialmente cobertos por grupos quaternários de amónia, cujas 

propriedades antibacterianas têm vindo a ser estudadas pela comunidade científica.  

Comparativamente a estudos reportados na literatura, como é o caso dos PsC obtidos por 

Zhao et al.,113 que indicam valores de MIC de 10 μg mL-1 e 50 μg mL-1 contra E. coli e S. 

aureus, respetivamente, os PsC sintetizados a partir de BM-Cv apresentam uma atividade 

antibacteriana significativamente mais baixa, sendo necessária a aplicação de uma dose 

extremamente elevada para atingir a MIC e a MLC (> 10 000 μg mL-1). 

Contudo, Sun et al.161 conseguiram estabelecer uma relação entre o tamanho das 

nanopartículas e a sua atividade antibacteriana, sendo que tanto a sua internalização pelas 

células como a sua distribuição nas membranas celulares estão dependentes do seu 

diâmetro. Através do seu estudo, os autores puderam concluir que PsC de menor tamanho 

possuem uma melhor atividade antibacteriana, tendo em conta a sua facilidade de se difundir 

pela membrana celular. Assim, os valores de MIC determinados contra E. coli, para as 

nanopartículas de 2 nm, 4 nm e 5 nm foram de 75, 100 e 100 μg mL-1, respetivamente. Já 

contra S. aureus os PsC provocaram a inibição do crescimento bacteriano às concentrações 

de 50, 75 e 100 μg mL-1. 

Atentando à caracterização morfológica apresentada na Secção II.3.4, é possível concluir que 

a baixa atividade antibacteriana destes PsC pode dever-se ao seu tamanho, sendo que estes 

apresentam diâmetros variáveis (ca. 9 nm). Adicionalmente, verificou-se que estes 

nanomateriais têm tendência a agregar-se, podendo constituir também um obstáculo à sua 

internalização através da parede celular.  
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II.4.2 Atividade Antioxidante e Capacidade Quelante 

A avaliação da atividade antioxidante foi realizada através do método do radical ABTS. À 

semelhança dos restantes estudos realizados, foi efetuada uma análise preliminar recorrendo 

aos ensaios exploratórios, cujos resultados se encontram na Figura II.20, a par dos resultados 

dos controlos positivos, Trolox, BHT (butil-hidroxitolueno) e ácido ascórbico, utilizados para 

fins comparativos. Neste sentido, foram selecionados PsC sintetizados via CHAC e CHMO, 

com diferentes rácios mássicos de ED/BM-Cv (0.16 e 0.08).  

Verificou-se que os PsC sintetizados via CHAC (PsC_01 e 02) revelaram uma percentagem 

de atividade antioxidante inferior a 50 %, não demonstrando dependência significativa da 

quantidade de aditivo utilizada. Por outro lado, os PsC obtidos por CHMO (PsC_CHMO_17 e 

18) apresentaram um melhor desempenho, sendo que os PsC sintetizados com um rácio de 

0.16 ED/BM-Cv permitiram a atingir ca. 80 % de atividade antioxidante.  

A mesma análise foi realizada para os restantes PsC sintetizados, como se pode verificar 

através da Figura II.21. Comparativamente aos ensaios exploratórios, verificou-se uma 

diminuição significativa da percentagem de atividade antioxidante. À semelhança do que é 

possível observar na figura seguinte, os PsC sintetizados com diferentes tipos de aditivo 

apresentaram atividade antioxidante moderada, quando comparada com os controlos 

positivos Trolox (96.72 ± 0.16 %), BHT (96.50 ± 0.50 %) e ácido ascórbico (96.39 ± 1.04 %). 

Figura II.20 - Atividade antioxidante em percentagem dos PsC obtidos em ensaios 

exploratórios e dos controlos positivos, à concentração de 1 mg mL-1, determinada pelo 

método de inibição do radical ABTS. 
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Analisando a Tabela II.17 é possível inferir que esta propriedade se destacou particularmente 

nos PsC funcionalizados com p-FD (56.09 ± 0.88 %; 242.30 ± 3.87 µg ET/mg PsC) e revelou-

se mais baixa nos PsC sintetizados sem aditivo (14.33 ± 2.05 %; 58.88 ± 7.19 µg ET/mg PsC). 

Contudo, a capacidade antioxidante determinada foi inferior aos resultados reportados por 

Roy et al.,118 cujos PsC sintetizados a partir de açafrão se aproximaram do valor obtido pelo 

controlo positivo (ca. 80-90 %). Da mesma forma, o ensaio realizado com PsC a partir ácido 

cítrico demonstrou uma capacidade antioxidante inferior (ca. 40 %) sendo, no entanto, 

superior aos ensaios com os restantes PsC, à exceção do ensaio PsC_10 (p-FD). 

Foi também possível concluir que os PsC funcionalizados com ED apresentaram baixa 

atividade antioxidante, não se verificando uma relação de proporcionalidade entre esta 

propriedade e o rácio de aditivo utilizado, assim como não se verificou uma dependência da 

temperatura de síntese. Contudo, é de salientar a existência de um comportamento 

semelhante dos PsC perante a avaliação da atividade antibacteriana e antioxidante, sendo 

que o ensaio de p-FD se destacou em ambos os estudos pelas suas propriedades biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.21 - Atividade antioxidante em percentagem dos PsC obtidos e dos controlos 

positivos, à concentração de 3 mg mL-1, determinada pelo método de inibição do radical 

ABTS; n.d. - não detetado. 
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Tabela II.17 - Atividade antioxidante em µg ET/mg de PsC (3 mg mL-1) 

resultantes dos diferentes ensaios realizados, determinada pelo método 

de inibição do radical ABTS. 

 

Ensaio Condições reacionaisa 
Atividade Antioxidante      

(µg ET/mg PsC) 
 

PsC_04 
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250 ºC 70.09 ± 7.70  

PsC_03 300 ºC n.d.  

PsC_05 200 ºC 126.97 ± 3.35  

PsC_06 150 ºC 95.69 ± 7.86  

PsC_15b 

M
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ED 70.09 ± 7.70  

PsC_08 DET 149.61 ± 3.51  

PsC_09 Ureia 143.70 ± 3.68  

PsC_10 p-FD 242.30 ± 3.87  

PsC_11 ML 160.94 ± 1.51  

PsC_07 
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0.00 58.88 ± 7.19  

PsC_12 0.08 72.93 ± 9.20  

PsC_04 0.16 70.09 ± 7.70  

PsC_13 0.32 63.06 ± 25.77  

PsC_14 0.64 121.28 ± 3.37  

Ácido cítrico Ensaio modelo 40.29 ± 0.41  

a Condições reacionais: CHAC; 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; 6 h;  

b Condições reacionais: CHAC; Mufla; 12 h; 150 ºC; n.d. – Não detetado; valores médios ± DP 

dos replicados. 
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Para a avaliação da atividade antioxidante, foi ainda estudada a capacidade quelante de iões 

Fe2+ dos PsC selecionados e utilizado como controlo positivo o EDTA, para fins comparativos. 

Para o efeito, foram escolhidos os PsC sintetizados com diferentes rácios mássicos de 

ED/BM-Cv, bem como o ensaio modelo realizado com ácido cítrico. Através dos resultados 

obtidos, foi possível concluir que os PsC obtidos a partir da biomassa da microalga revelaram 

uma excelente capacidade quelante, relativamente próxima do controlo positivo. Os PsC 

funcionalizados com maiores quantidades de ED (ED/BM-Cv = 0.16 e 0.32), destacaram-se 

pela sua capacidade quelante de iões Fe2+ ca. 85 % (85.22 ± 0.32 % e 84.71 ± 0.05 %, 

respetivamente), enquanto os ensaios com menor quantidade de aditivo deram origem a 

valores ca. 76-77 %. Assim, é possível concluir que pode existir uma relação entre a 

quantidade de aditivo utilizada e a propriedade em estudo. De forma contrastante, o ensaio 

com ácido cítrico apresentou um valor muito baixo (7.54 ± 0.73 %) para a capacidade quelante 

de iões Fe2+.  

 

II.4.3 Avaliação da Citotoxicidade in vitro 

A avaliação da citotoxicidade in vitro dos PsC foi realizada através do método colorimétrico 

do MTT, tendo sido quantificada a viabilidade celular de três linhas celulares após incubação 

com PsC selecionados com base nas variações de rácio mássico ED/BM-Cv (0.00, 0.08, 0.16 

e 0.32), e na variação de temperatura de síntese (150 ºC, 200 ºC, 250 ºC e 300 ºC). 

Esta avaliação foi efetuada através da análise da viabilidade celular de duas linhas celulares 

animais normais, VERO ATCC® CCL-81 (células epiteliais renais de macaco verde africano) 

Figura II.22 - Capacidade Quelante de iões Fe2+ (%) dos PsC selecionados e do 

controlo positivo (EDTA) à concentração de 3 mg mL-1. 
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e NIH-3T3 ATCC® CRL-1658 (fibroblastos embrionários), e uma linha celular animal tumoral 

S180 ATCC® TIB-66 (células de sarcoma de murganho). 

De acordo com a norma ISO 10993-5, quanto mais baixa for a percentagem de viabilidade 

celular, maior o potencial citotóxico do composto em análise, considerando-se que este possui 

um efeito citotóxico perante uma diminuição para menos de 70 %.162 A Tabela II.18 e a Tabela 

II.19 apresentam os resultados relativos ao efeito do rácio de ED e da temperatura na 

viabilidade das três linhas celulares, respetivamente. 

Relativamente aos PsC sintetizados com diferentes quantidades de ED, é possível concluir 

que os nanomateriais correspondentes aos rácios mássicos de 0.00 e 0.08 apresentaram um 

efeito citotóxico para as três linhas celulares testadas. No caso das células VERO e NIH-3T3, 

revelaram toxicidade apenas às concentrações mais elevadas (8000 e 4000 μg mL-1, 

respetivamente), verificando-se um decréscimo da viabilidade celular para ca. 40-60 %. Por 

sua vez, as células S180 demonstraram toxicidade na presença dos PsC, a uma concentração 

de 8000 μg mL-1 para o rácio mássico de 0.00 e a uma concentração de 62.5 μg mL-1 para o 

rácio mássico de 0.08, exibindo o último um elevado efeito citotóxico.  

Tabela II.18 - Efeito do rácio ED/BM-Cv utilizado na síntese de PsC na 

viabilidade celular das linhas celulares VERO, NIH-3T3 e S180. 

Ensaio ED/BM-Cva 
Citotoxicidade (μg mL-1 )b 

VERO NIH-3T3 S180 

PsC_07 0.00 8000 (58 %) 4000 (44 %) 8000 (62 %) 

PsC_12 0.08 8000 (63 %) 4000 (63 %) 62.5 (67 %) 

PsC_04 0.16 n.d. n.d. 4000 (39 %) 

PsC_13 0.32 n.d. n.d. 8000 (56 %) 

a Condições reacionais: 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; 250 ºC; 6 h.  
b Citotoxicidade não detetada (n.d.) 

Por outro lado, os PsC sintetizados com rácios mássicos de 0.16 e 0.32 ED/BM-Cv 

demonstraram não ser citotóxicos para as células VERO e NIH-3T3 e uma citotoxicidade 

moderada contra com as células S180. É de salientar que os PsC de rácio mássico de 0.16 

exibiram maior efeito citotóxico contra as células S180 relativamente aos PsC de rácio 

mássico de 0.32, tendo ocorrido um decréscimo da viabilidade celular para 39 % à 

concentração de 4000 μg mL-1 vs. 56 % à concentração mais elevada (8000 μg mL-1). 

Na Figura II.23 estão representados os gráficos correspondentes à avaliação da citotoxicidade 

in vitro do ensaio PsC_13 (ED/BM-Cv = 0.32), que foi posteriormente aplicado aos estudos in 

vivo (Secção II.4.4). 
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a. 

 

b. 

 

c.  

 

Figura II.23 - Citotoxicidade celular contra as linhas celulares a. VERO, b. NIH-3T3 e 

c. S180 dos PsC_13 (ED/BM-Cv = 0.32) avaliada pelo método do MTT; (Citotoxicidade 

celular não detetada – n.d.).  



 
 

74 
 

Paralelamente ao estudo da influência da quantidade de aditivo na citotoxicidade dos PsC, 

procurou-se estudar o efeito da temperatura de síntese (Tabela II.19), já que diversos estudos 

indicam que esta pode ser um fator determinante não só da morfologia e das propriedades 

óticas dos nanomateriais sintetizados, mas também das suas propriedades biológicas.153,163 

Tabela II.19 - Efeito da temperatura de síntese dos PsC na viabilidade 

celular das linhas VERO, NIH-3T3 e S180. 

Ensaio Temperaturaa 
Citotoxicidade (μg mL-1 )b 

VERO NIH-3T3 S180 

PsC_06 150 ºC n.d. n.d. n.d. 

PsC_05 200 ºC n.d. 3.91 (65 %) n.d. 

PsC_04 250 ºC n.d. n.d. 4000 (39 %) 

PsC_03 300 ºC n.d. n.d. 4000 (61 %) 
aCondições reacionais: 3 g de BM-Cv, 100 mL de água Millipore®; ED/BM-Cv = 0.16; 6 h; 

bCitotoxicidade não detetada (n.d.) 

O efeito citotóxico dos PsC obtidos a diferentes temperaturas de síntese foi significativamente 

menos proeminente, podendo ser considerados não-citotóxicos contra a linha celular VERO. 

Para a linha celular NIH-3T3 apenas os PsC sintetizados a 200 ºC demonstraram citoxicidade, 

levando ao decréscimo inesperado da viabilidade celular para 65 % à concentração de 3.91 

μg mL-1.  

Por outro lado, para as células tumorais S180 na presença dos PsC obtidos a temperaturas 

de síntese mais elevadas, observa-se uma diminuição da viabilidade celular com o aumento 

da temperatura, à concentração de 4000 μg mL-1. Estes resultados contrastam com os 

resultados do estudo de Esfandiari et al.,164 cuja citotoxicidade dos PsC sintetizados não 

aparentou ser dependente da temperatura de síntese. 

Na Figura II.24 são apresentados os resultados da avaliação do efeito citotóxico PsC_03 (300 

ºC).  



 
 

75 
 

a. 

 

b. 

 

c. 

  

Figura II.24 - Citotoxicidade celular contra as linhas celulares a. VERO, b. NIH-3T3 

e c. S180 dos PsC_03 (300 ºC) avaliada pelo método do MTT. 

 

Wang et al.165 verificaram a biocompatibilidade de PsC com células NIH-3T3 até 800 μg mL-1, 

enquanto Bao et al.166 reportaram a sua baixa citotoxicidade contra células VERO, 

corroborando os resultados obtidos e salientando a aplicabilidade destes nanomateriais na 
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área da biomédica, sendo que as concentrações de PsC a partir das quais se verificou um 

efeito citotóxico na maioria dos ensaios excedem os valores máximos tipicamente aplicados.  

PsC sintetizados a partir da biomassa da microalga P. cruentum94 e de desperdícios da 

indústria do processamento do tomate95 foram avaliados quanto à sua citotoxicidade contra 

as mesmas linhas celulares. Os dois lotes de PsC revelaram um comportamento semelhante 

aos PsC sintetizados a partir da BM-Cv, apresentando de forma geral boa biocompatibilidade, 

com um decréscimo a concentrações inferiores a 2000 μg mL-1.  

Face aos resultados obtidos, o ensaio PsC_12 (ED/BM-Cv = 0.08) destaca-se pela sua 

elevada citotoxicidade contra a linha celular tumoral S180, verificando-se uma viabilidade 

celular de 67% a uma concentração de apenas 62.5 μg mL-1, sugerindo um potencial 

anticancerígeno destes PsC. 

 

II.4.4 Avaliação da Citotoxicidade in vivo 

Na sequência do estudo da citotoxicidade in vitro dos PsC, realizou-se um ensaio preliminar 

de citotoxicidade in vivo, recorrendo ao organismo modelo Artemia salina. Após a incubação 

destes organismos com diferentes concentrações PsC (0-5000 μg mL-1) foi quantificada a taxa 

de mortalidade dos mesmos decorridos os períodos de 24 e 48 horas.  

A seleção do PsC para este estudo teve por base os ensaios de citotoxicidade in vitro 

anteriormente apresentados, assim como as propriedades luminescentes das nanopartículas, 

tendo-se optado pelo ensaio sintetizado com o rácio mássico de ED/BM-Cv de 0.32 (250 ºC, 

6 h), que apresentou baixa toxicidade para as linhas celulares estudadas e um rendimento 

quântico de fluorescência de 21 %. 

Analisando os resultados apresentados na Figura II.25, é possível depreender que a 

incubação com a solução de PsC após 24 h não contribuiu para uma variação significativa da 

taxa de mortalidade de A. salina, mantendo-se abaixo de 10 %. Contudo, passadas 48 h, o 

número de organismos mortos aumentou com o aumento da concentração de PsC, pelo que, 

à concentração de 1250 μg mL-1, aproximadamente 50 % dos organismos tinham morrido e, 

à concentração de 5000 μg mL-1, a taxa de mortalidade atingiu o seu valor máximo (79.20 ± 

7.52 %). 
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Estudos prévios recorrendo ao mesmo organismo modelo apresentaram resultados 

semelhantes. Murugesan et al.167 procuraram estudar o efeito citotóxico de pontos quânticos 

de grafeno nestes seres vivos, verificando-se o aumento da taxa de mortalidade com o tempo 

de exposição. Contudo, observaram um efeito citotóxico a partir de concentrações mais baixas 

de pontos quânticos (40 μg mL-1), assim como uma maior taxa de mortalidade após 24 h, 

contrastando com os resultados obtidos neste trabalho.   

Por outro lado, Atchudan et al.71 exploraram a toxicidade de pontos quânticos de in vivo 

utilizando C. elegans como organismo modelo, onde verificaram a inexistência de perdas 

significantes na viabilidade dos nematódeos após tratamento com as partículas sintetizadas 

(até 200 μg mL-1). Paralelamente, Cong et al.108 procederam ao tratamento de uma população 

destes nematódeos com uma solução aquosa de PsC, obtidos a partir de peito de pato 

assado, à concentração de 15 mg mL-1 e verificaram que esta não provocou a morte dos 

organismos após 24 h de incubação.  

Assim, os resultados reportados pela literatura corroboram os resultados obtidos, sendo 

possível concluir-se que os PsC sintetizados não são citotóxicos para os organismos vivos 

testados, podendo ser inócua a sua utilização.  

 

II.4.5 Marcação Celular por Fluorescência 

O estudo de marcação celular por fluorescência teve como objetivo averiguar o potencial de 

aplicação dos PsC sintetizados como sondas fluorescentes em imagiologia. A avaliação da 

fluorescência destes nanomateriais foi realizada com excitação nas regiões do azul (330-385 

nm) e do verde (460-490 nm), comparativamente a ensaios de controlo na ausência de PsC. 

Figura II.25 - Avaliação da citotoxicidade in vivo em A. salina de PsC_13, após 24 h 

e 48 h. 
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As imagens de marcação celular por fluorescência foram adquiridas através de um 

microscópio de fluorescência invertido, após 24h de incubação das linhas celulares VERO, 

NIH-3T3 e S180 e dos organismos vivos A. salina com PsC_13 (ED/BM-Cv = 0.32), 

selecionados para o efeito devido à sua biocompatibilidade e propriedades luminescentes, 

nomeadamente RQ.  

A Figura II.26 apresenta os resultados obtidos após a incubação de células VERO com os 

PsC em estudo, onde é possível verificar a internalização dos PsC pelas células, aparentando 

existir uma acumulação no citoplasma e na membrana nuclear, sendo particularmente 

distinguível um “anel” em torno de algumas células. Em alguns casos, foi também possível a 

visualização de depósitos fluorescentes no interior do núcleo, revelando alguma 

permeabilidade da membrana nuclear para com os PsC. 

No caso da linha celular NIH-3T3 (Figura II.27), é igualmente visível a acumulação dos PsC 

na zona da membrana nuclear, assim como no citoplasma. No entanto, verificou-se uma 

menor fluorescência, de modo geral, relativamente às restantes linhas celulares, indicando a 

possibilidade de existir menor internalização dos PsC por parte destas células. 

Figura II.26 - Imagens de microscopia de fluorescência de células VERO após tratamento 

com uma dispersão aquosa do ensaio PsC_13 à concentração de 2 mg mL-1 (ampliação 

400 x). 
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Em contrapartida, a linha tumoral S180 (Figura II.28) exibiu uma excelente internalização dos 

PsC, sendo possível distinguir de forma clara a estrutura celular devido à fluorescência 

incorporada no citoplasma e na membrana celular. São também visíveis vários depósitos de 

PsC na zona do núcleo, revelando uma boa permeabilidade da membrana nuclear. 

Embora o ensaio PsC_13 possua, à semelhança dos restantes, um rendimento quântico de 

fluorescência moderado (21 %), foi possível demonstrar o seu potencial como marcador 

celular. Comparando as três linhas celulares avaliadas, verificou-se existir um comportamento 

semelhante das linhas não tumorais face à alocação dos PsC no seu interior, destacando-se 

a zona perinuclear e citoplasmática. Aliada à sua fluorescência, a baixa toxicidade destas 

nanopartículas contra células saudáveis sugere que tenham a capacidade de atuar como 

marcadores de fluorescência no âmbito da imagiologia. 

Paralelamente, o estudo realizado indica uma melhor internalização por parte das células 

tumorais, o que pode ser vantajoso, não só para a sua marcação celular, como também para 

a aplicação destas nanopartículas a sistemas de distribuição de fármacos, perspetivando-se 

o seu potencial como ferramentas de teranóstica. 

 

Figura II.27 - Imagens de microscopia de fluorescência de células NIH-3T3 após 

tratamento com uma dispersão aquosa do ensaio PsC_13 à concentração de 2 mg mL-1 

(ampliação 400 x). 
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É de salientar que os resultados obtidos através de microscopia de fluorescência encontram-

se em concordância com outros estudos, nomeadamente com Liu et al.,168 que reportaram a 

baixa toxicidade de PsC para células VERO, assim como a fluorescência intracelular das 

mesmas após incubação com as nanopartículas. Alternativamente, Havrdová et al.169 

verificaram a incorporação de PsC em células NIH-3T3, verificando a sua maior incidência na 

zona do núcleo.  

Por fim, através dos ensaios de citotoxicidade in vivo realizados, foram ainda adquiridas 

imagens de microscopia de fluorescência de A. salina incubada durante 24h com a dispersão 

aquosa de PsC_13. Devido ao tamanho destes organismos aquando da aquisição das 

imagens e às limitações do microscópio utilizado (sendo a menor ampliação de 200 x), não 

foi possível obter uma imagem que enquadrasse a sua estrutura completa.  

De forma a possibilitar a identificação do local de alocação dos PsC no interior destes seres 

vivos, a Figura II.29 apresenta uma imagem ilustrativa de um organismo de A. salina, ao 

microscópio ótico (ampliação 100 x).  

Figura II.28 - Imagens de microscopia de fluorescência de células S180 após tratamento 

com uma dispersão aquosa do ensaio PsC_13 à concentração de 2 mg mL-1 (ampliação 

400 x). 
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Os resultados obtidos revelam a existência de uma autofluorescência inerente a estes 

organismos, evidenciada pelas imagens do controlo (Figura II.30). Não obstante, é claramente 

visível a presença de depósitos de PsC no interior do seu trato intestinal, sugerindo que a 

solução aquosa de PsC foi ingerida pelos organismos, realçando o potencial destas 

nanopartículas como sondas fluorescentes. 

De acordo com o estudo de Atchudan et al.,71 onde organismos da mesma espécie foram 

alimentados com PQsG, foi possível verificar a presença dos mesmos no trato intestinal, 

exibindo uma forte fluorescência sob o comprimento de onda de excitação de 460 nm, 

validando os resultados obtidos no presente trabalho. Também Cong et al.108 exploraram a 

aquisição de imagens de microscopia de fluorescência, recorrendo à espécie C. elegans como 

organismo modelo, que demonstrou um comportamento semelhante perante a ingestão de 

PsC, sendo visível a sua acumulação ao longo do intestino dos nematódeos.   

É de realçar que os organismos vivos foram tratados com uma dispersão aquosa à 

concentração de 2 mg mL-1, tendo sido possível distinguir com êxito os PsC internalizados 

(Figura II.30). Atendendo aos resultados anteriores é possível concluir que estas 

nanopartículas têm potencial para utilização como marcadores internos em imagiologia, 

apresentando uma baixa toxicidade após 24 h de incubação. No entanto, de forma a garantir 

a segurança a longo prazo após a sua internalização, os PsC seriam, idealmente, utilizados 

a concentrações mais baixas, minimizando os seus efeitos tóxicos. 

Figura II.29 - Observação a microscópio ótico de um organismo de A. salina 

(ampliação 100 x), identificando a localização do seu trato intestinal. 
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Figura II.30 - Imagens de microscopia de fluorescência de A. salina após 

tratamento com uma dispersão aquosa de PsC_13 à concentração de 2 

mg mL-1 (ampliação 200 x). 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 

  



 
 

84 
 

  



 
 

85 
 

III.1. PREÂMBULO 

Na Parte Experimental serão apresentados os reagentes e materiais biológicos utilizados, as 

técnicas gerais e o equipamento necessários à execução deste trabalho experimental. Serão 

ainda descritos os métodos utilizados para a caracterização da BM-Cv, bem como para a 

síntese e caraterização estrutural dos pontos de carbono. Por último, apresentar-se-ão as 

técnicas associadas à avaliação da bioatividade dos mesmos.  

Desta forma, o presente Capítulo englobará as seguintes Secções: 

III.2. Reagentes, Material Biológico, Técnicas Gerais e Equipamento  

III.3. Caracterização da BM-Cv  

III.4. Síntese dos PsC  

III.5. Avaliação da Bioatividade dos PsC 
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III.2. REAGENTES, MATERIAL BIOLÓGICO, TÉCNICAS GERAIS E 

EQUIPAMENTO 

Os reagentes e solventes utilizados no decorrer deste trabalho possuem pureza analítica, 

tendo sido utilizados na forma em que foram recebidos.  

A BM-Cv foi produzida nas instalações industriais da Allmicroalgae, em Pataias, em outubro 

de 2023, em bioreatores de bolhas em modo descontínuo e em meio de cultura suplementado 

com resíduos alimentares provenientes do comércio retalhista composto por desperdícios de 

fruta (ca. 22 %), vegetais (ca. 22 %), laticínios (ca. 13 %), padaria (ca. 27 %) e peixe (ca. 16 

%).137 O volume total da cultura recolhida foi de cerca de 75 L, tendo sido centrifugada 

(HERMLE, Z 383 K) a 3000 rpm, a 4 ºC, em ciclos de 25 min, de forma a recolher a biomassa, 

sendo de seguida, conservada a -20 ºC em tubos Falcon. O sobrenadante (meio de 

crescimento), de cor alaranjada, foi descartado. Posteriormente a biomassa recolhida foi 

liofilizada durante cerca de 24 horas (UNIEQUIP, UNICRYO MC-2L-60º) e armazenada em 

atmosfera inerte e ao abrigo da luz. 

Na caracterização da BM-Cv, designadamente no doseamento de biomoléculas presentes na 

biomassa em estudo, através de métodos espectroscópicos foram utilizados dois leitores de 

microplacas (Bio-Rad 680, FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec), consoante o comprimento de 

onda selecionado.     

A síntese dos pontos de carbono (PsC) por carbonização hidrotérmica através de 

aquecimento convencional (CHAC) foi realizada num reator de alta-pressão (PARR, modelo 

4560), com capacidade máxima de 300 mL, equipado com vaso em aço inox e com 

sensores/controladores de pressão, temperatura e agitação (PARR, modelo 4843). 

Adicionalmente foi realizado um ensaio exploratório onde foi utilizado como fonte de 

aquecimento convencional uma mufla (Nabertherm, Controller B 170). Por sua vez, a síntese 

por carbonização hidrotérmica assistida por radiação micro-ondas (CHMO) foi realizada num 

reator monomodo (CEM, Discover SP), em tubos pirex, com capacidade de 10 mL. A síntese 

experimental de PsC com recurso a micro-ondas doméstico (Teka, MW-219), foi realizada 

utilizando um reator de aço-inox com vaso de Teflon.  Em todos os ensaios, para ambas as 

vertentes de síntese, foi utilizada água ultrapura como solvente (Milli-Q, Millipore®, Burlington, 

MA, USA). 

Após a síntese por CHAC, a mistura reacional foi filtrada por membrana de celulose 

regenerada (Whatman®, RC58), com poros de tamanho de 0.2 μm. Dado o volume resultante 

mais reduzido nos ensaios de síntese por CHMO, a mistura foi filtrada com filtros de seringa 
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com tamanho de poro 0.20 µm (Whatman®, Spartan). Para a determinação do pH ao longo da 

etapa de síntese, utilizou-se um aparelho de pH VWR (modelo UHM 6100L). 

Os espetros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram traçados num 

espetrofotómetro Brüker Vertex 70 com uma resolução de 2 cm-1, numa gama de 4000 a 500 

nm-1, tendo as amostras sido suportadas em pastilha de brometo de potássio (KBr). Sempre 

que se revelou necessário, foram traçados espetros quantitativos utilizando uma relação de 5 

mg de amostra para 100 mg de KBr. 

Os espetros de ultravioleta-visível (UV-Vis) foram obtidos num espetrofotómetro de UV-Vis, 

Jasco V-750. Por sua vez, os espetros de fluorescência no estado estacionário foram 

registados num espetrofluorímetro PerkinElmer LS45, utilizando a geometria a 90º, a 25 ºC. 

Em ambos os casos, a cada análise, serão indicadas as condições de realização de cada 

ensaio (concentrações aplicadas, reagentes). 

Os espetros de ressonância magnética nuclear de protão (RMN 1H, 400 MHz) foram 

realizados no espetrómetro Brüker AVANCE II+, utilizando D2O como solvente 

A caracterização morfológica decorreu da interpretação das imagens topográficas e secções 

de corte transversal obtidas através de um Microscópio de Força Atómica (AFM) Nanosurf 

NaioAFM em modo de força dinâmica, em área variável. 

As análises elementares (AE) foram efetuadas no Serviço de Microanálise (C.A.C.T.I.) da 

Universidade de Vigo. 

Os rendimentos quânticos de fluorescência foram determinados em água ultrapura 

(Millipore®), utilizando sulfato de quinino (> 98 %, Fluka) em H2SO4 0.1 M como padrão (𝛷F = 

0.54170 em condições de equilíbrio com o ar e geometria a 90ºº), através do método do 

declive171. De forma a prevenir o efeito de filtro interno, as densidades das amostras e do 

padrão foram mantidas abaixo de 0.05 ao comprimento de onda de excitação.  

A avaliação da atividade antibacteriana foi realizada numa câmara de segurança biológica 

SafeFAST Classic 209, onde foram manipuladas as espécies Escherichia coli ATCC® 25922 

e Staphylococcus aureus ATCC® 25923. As culturas de pré-inóculo dos microrganismos foram 

crescidas numa incubadora com agitação orbital Gallenkamp 10X 400, a 37 ºC e 120 rpm. Por 

sua vez, as culturas inoculadas em placa de Petri foram incubadas numa estufa Memmert BP 

600, a 37 ºC. Para todos os ensaios, foi utilizada a gentamicina (Sigma-Aldrich), dissolvida 

em água desionizada, como controlo positivo e água desionizada estéril como controlo 

negativo.  
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Para os ensaios de MIC e MLC foi utilizada resazurina (> 85 %, Tokyo Chemical Industry) 

como agente indicador da viabilidade celular, dissolvida em PBS (solução salina de tampão 

fosfatos, Phosphate-Buffered Saline), previamente filtrado. As soluções de gentamicina, de 

PBS, de resazurina e de PsC foram filtradas através de filtros de seringa (Whatman®, 

Spartan), de diâmetro de poro de 0.2 μm.  

Todo o material utilizado na avaliação da atividade antibacteriana foi esterilizado em autoclave 

(AJCosta, UNICLAVE 99).  

A determinação dos valores MIC e MLC foi realizada através da leitura da intensidade de 

fluorescência num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec). A atividade 

antioxidante foi avaliada através de leituras de absorvância num leitor de microplacas Bio-Rad 

680. 

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), recorrendo a células 

epiteliais renais de macaco verde africano (VERO ATCC® CCL-81), fibroblastos embrionários 

(NIH-3T3 ATCC® CRL-1658) e células de sarcoma de murganho (S180 ATCC® TIB-66). Para 

este efeito foi utilizado um microscópio invertido OLYMPUS CK2 e recorrendo ao método de 

exclusão do corante azul de tripano (GIBCO®, Thermo Fisher Scientific) numa câmara de 

contagem Neubauer Improved (Superior Marienfeld), foi possível determinar as 

concentrações celulares a aplicar nas placas de cultura de 96 poços (Orange Scientific). Por 

sua vez, estas foram incubadas a 37 ºC sob atmosfera humidificada de 5 % de CO2, em estufa 

(Heaeus, HERA cell 240). Para o desenvolvimento de todos os ensaios foi utilizada uma 

câmara de fluxo laminar horizontal (TL 2448). 

Para a determinação da viabilidade celular, utilizou-se MTT (> 98 %, PanReac) e o leitor de 

microplacas TECAN Infinite M200 PRO, de forma a ler a absorvância. Alternativamente, nos 

ensaios de citotoxicidade in vivo, os organismos vivos testados, Artemia salina (Artemio Pur, 

JBL) foram contados através de um microscópio ótico invertido OLYMPUS CK2. Já as 

imagens obtidas nos ensaios de microscopia de fluorescência foram adquiridas num 

microscópio invertido OLYMPUS BX51, utilizando filtros de excitação de 330-385 nm e 460-

490 nm para a recolha de fotografias nas regiões do azul e verde, respetivamente.  
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III.3. CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA 

III.3.1. Extração de biocompostos 

A extração assistida por radiação micro-ondas foi a técnica selecionada para a extração de 

biomoléculas a partir da biomassa de C. vulgaris. Este método foi realizado num reator micro-

ondas monomodo (CEM, Discover SP), tendo sido aplicadas as condições de extração 

otimizadas por Hussen.138 Assim, a extração foi realizada à temperatura de 150 ºC, durante 

15 minutos, utilizando como solvente o etanol absoluto. A razão biomassa:solvente foi de 1:10, 

tendo sido utilizados 4.50 mL de EtOH e 0.45 g de biomassa para cada extração; no total, 

foram realizadas 3 réplicas, obtendo-se um volume final de, aproximadamente, 12 mL. O 

extrato foi recuperado através de centrifugação a 12 000 rpm durante 20 minutos numa 

centrífuga de bancada (HERMLE, Z 200 A) e armazenado em microtubos a - 20 ºC. O extrato 

foi utilizado para a quantificação de pigmentos fotossintéticos, polissacáridos, proteínas, 

compostos fenólicos totais, flavonoides e lípido produzidos pela microalga nas condições de 

crescimento anteriormente descritas. 

Adicionalmente, a extração convencional contínua em Soxhlet foi utilizada para a extração de 

lípidos, adaptando o procedimento descrito por Silva et al.,50 utilizando n-hexano como 

solvente, a uma temperatura de cerca de 100 ºC, durante 3 horas, e com uma razão constante 

de biomassa:solvente de 1:6. O extrato resultante foi seco com MgSO4 e filtrado por 

gravidade. Por fim, foi evaporado a 105 ºC (WTC Binder) e o produto resultante foi 

quantificado.  

 

III.3.2. Quantificação de pigmentos 

A quantificação dos pigmentos fotossintéticos da BM-Cv foi baseada no método de 

espetroscopia UV-Vis simples, descrito por Lichtenthaler,29 que permite a determinação das 

concentrações dos conteúdos em clorofila e carotenoides totais em extratos em etanol 

absoluto, através das seguintes equações: 

Ca = 13.36 Abs663 nm − 5.19 Abs646  nm             Equação III.1 

Cb = 27.43 Abs646 nm − 8.12 Abs663  nm            Equação III.2 

Ca+b = 5.42 Abs663 nm − 22.24 Abs646 nm             Equação III.3 

Cx+c =
1000 Abs470 nm − 2.13 Ca − 97.64 Cb 

209
            Equação III.4 
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Sendo que 𝐶𝑎  e 𝐶𝑏  dizem respeito à concentração em clorofila a e b, respetivamente, 

enquanto 𝐶𝑎+𝑏  representa a concentração total de clorofila. 𝐶𝑥+𝑐  representa o valor da 

concentração total de carotenoides. 

Desta forma, foram traçados espetros de absorvância UV-Vis (VWR, UV-3100PC) para os 

extratos, entre os comprimentos de onda de 320 e 800 nm, em cuvetes de vidro de 1 mL. 

Posteriormente, foram identificados os valores da absorvância a 470, 646 e 663 nm, utilizando 

os mesmos para determinar a concentração da clorofila a, clorofila b e carotenoides totais 

presentes no extrato de BM-Cv através das equações anteriormente apresentadas. Os 

valores obtidos foram expressos em μg/g de biomassa. 

 

III.3.3. Quantificação de β-(1,3)-D-glucanos 

Para o doseamento no extrato de BM-Cv de β-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice, 

foi utilizado o método do corante Congo red, otimizado por Semedo et al.35 Os ensaios foram 

realizados em triplicado, utilizando uma microplaca de 96 poços (NUNC), onde foram 

pipetados 140 µL de extrato (diluído a 1:2 em água desionizada) e 140 µL de corante Congo 

red a 0.0017 % (m/v) em PBS. Para os ensaios em branco foram efetuadas três variações, 

com água desionizada e o corante Congo Red, com água destilada e PBS e com a amostra 

e PBS. O padrão utilizado foi o β-(1,3)-D-glucano de cevada (Sigma-Aldrich) numa gama de 

0-30 μg mL-1 dissolvido numa solução aquosa de NaOH 1M, posteriormente neutralizada. 

A absorvância foi lida num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec), a 510 

nm e a quantificação foi expressa em mg/g de biomassa. 

 

III.3.4. Quantificação de proteína total 

A proteína total do extrato de BM-Cv foi quantificada através do método de ligação do Azul de 

Coomassie também designado por método de Bradford,42 adicionando 100 µL do reagente de 

Bradford (Bio-Rad, Quick Start Bradford 1x Dye Reagent) a 100 µL do extrato (diluído a 1:50 

em água desionizada). Para o branco, foi utilizada água desionizada. Como padrão, utilizou-

se albumina de soro bovino (BSA; Acros Organics), numa gama de 0-20 µg mL-1. 

O doseamento foi realizado em triplicado, numa microplaca de 96 poços (NUNC), tendo sido 

lida a absorvância num leitor de microplacas (Bio-Rad 680), a 655 nm. A quantificação de 

proteína total foi expressa em mg/g de biomassa. 
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III.3.5. Quantificação de hidratos de carbono totais 

A quantificação dos hidratos de carbono totais foi realizada de acordo com o método 

colorimétrico do fenol-ácido sulfúrico descrito por Masuko et al.32 À semelhança dos restantes 

doseamentos, o ensaio foi realizado em triplicado numa microplaca de 96 poços (NUNC). A 

50 µL de extrato (diluído a 1:50 em água desionizada), adicionaram-se 150 µL de ácido 

sulfúrico concentrado, seguidos de 50 µL de fenol 5 % (m/v).  

De seguida, a microplaca foi incubada a 90 ºC, em banho termostatizado, durante 5 minutos. 

Após ser arrefecida até à temperatura ambiente, a absorvância foi lida num leitor de 

microplacas (Bio-Rad 680) a 490 nm. Como solução padrão, utilizou-se a D-glucose 

(Scharlau), numa gama de 0-2 µg mL-1; como branco, utilizou-se água desionizada. A 

quantificação foi expressa em mg/g de biomassa. 

 

III.3.6. Quantificação de polissacáridos sulfatados 

Recorrendo ao método do azul de toluidina descrito por Hahn et al.38 e adaptado por 

Hussen138, determinou-se o conteúdo de polissacáridos sulfatados no extrato obtido. Foi 

preparada uma solução de azul de toluidina [(7-amino-8-metil-fenotiazin-3-ilideno)-dimetil 

amónia, Fluka] 0.05 mg mL-1, e adicionaram-se 250 µL desta solução a 50 μL de extrato,  

numa microplaca de 96 poços (NUNC), em triplicado. Como padrão utilizou-se sulfato de 

dextrano com massa molar média de 200 000 Da (Sigma-Aldrich) numa gama de 

concentração de 0-160 µgmL-1, sendo utilizada água desionizada para o ensaio em branco. 

A mistura reacional repousou durante 5 minutos no escuro e, posteriormente, a absorvância 

foi lida a 655 nm num leitor de microplacas (Bio-Rad 680). A quantificação foi expressa em 

mg/g de biomassa. 

 

III.3.7. Quantificação de polissacáridos ácidos 

Para a quantificação de polissacáridos ácidos foi utilizado o método do carbazol-ácido 

sulfúrico, seguindo o método descrito por Cesaretti et al.40 com adaptações. A mistura 

reacional foi preparada previamente em tubos de vidro roscados, para onde foram 

adicionados 40 µL de extrato (diluído a 1:10 em água desionizada), 400 µL de água 

desionizada, 2 mL de tetraborato de sódio 0.95 g L-1 H2SO4 e 40 μL de carbazol a 0.2 % (m/v) 

em etanol absoluto. Da mesma forma, foram preparadas as misturas reacionais para o ensaio 
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em branco e o padrão, utilizando água desionizada e ácido D-galactúrico, numa gama de 0-

25 mg mL-1, respetivamente. 

Posteriormente, os tubos roscados foram agitados num agitador vortex (Ika - Vortex 2) e 

incubados a 90 ºC num banho termostatizado durante 12 minutos. Após o arrefecimento até 

à temperatura ambiente, adicionaram-se 300 µL da mistura reacional para a microplaca 

(NUNC) leu-se a absorvância a 528 nm num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA– BMG 

Labtec).  Os doseamentos foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos em 

mg/g de biomassa. 

 

III.3.8. Quantificação de compostos fenólicos totais 

A determinação de compostos fenólicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, 

adaptado do método descrito por Reis et al.147 Utilizou-se o reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-

Aldrich F9252) diluído 1:10 (v/v) em água desionizada, do qual foram pipetados 150 µL para 

uma microplaca de 96 poços (NUNC), em triplicado. Adicionalmente, foram pipetados 30 µL 

de extrato (diluído de 1:10 em água desionizada) e 120 µL de solução de NaCO3 75 g L-1. A 

mistura reacional foi incubada a 40 ºC, durante 20 minutos, num banho termostatizado. Após 

arrefecer até à temperatura ambiente, foi lida a absorvância a 655 nm num leitor de 

microplacas (BioRad 680). 

Como branco foi utilizada água desionizada, recorrendo-se ao ácido gálico como padrão, 

numa gama de 0-250 µg mL-1. Os resultados foram expressos em mg/g de biomassa. 

 

III.3.9. Quantificação de compostos flavonoides totais 

Para a quantificação de compostos flavonoides totais, recorreu-se a uma adaptação do 

método colorimétrico de cloreto de alumínio descrito por Yeh et al.148 Pipetou-se 25 μL de 

extrato (diluído de 1:10 em água desionizada), seguido de 7.5 μL de NaNO3 5 % (m/v) e 100 

μL de água desionizada. Posteriormente, deixou-se a mistura reacional repousar, à 

temperatura ambiente, durante 5 minutos, adicionando-se de seguida 7.5 µL de uma solução 

de AlCl3 10 % (m/v). Após 5 minutos, adicionaram-se 100 μL de uma solução de NaOH 4 % 

(m/v). 

Os doseamentos foram realizados em triplicado, utilizando-se como branco água desionizada 

e, como solução padrão, catequina em etanol 50 % (v/v), numa gama de 0-1 µg mL-1. Os 

resultados foram apresentados em mg/g de biomassa.  
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III.3.10. Quantificação de lípidos 

A quantificação de lípidos presentes na BM-Cv foi efetuada através de dois métodos distintos, 

o método colorimétrico de sulfofosfovanilina (SPV) e através de gravimetria após extração 

contínua em Soxhlet usando n-hexano como solvente. 

O extrato etanólico obtido por MAE foi quantificado através do método SPV adaptado do 

descrito por Anschau et al.52 Em tubos de vidro roscado, colocaram-se 20 µL extrato (diluído 

a 1:50 em água desionizada) e incubaram-se a 90 ºC durante 10 minutos, num banho 

termostatizado. Após a mistura reacional arrefecer até à temperatura ambiente, adicionaram-

se 180 μL de ácido sulfúrico concentrado, incubando-se novamente, de seguida, a 100 ºC 

durante 10 minutos. Novamente à temperatura ambiente, juntaram-se 500 μL do reagente PV 

(0.0012% (m/v) de vanilina (Thermo Fisher Scientific) numa solução de ácido o-fosfórico a 

70.83 % (v/v)). Por fim, a mistura reacional foi incubada a 37 ºC durante 30 minutos.  

Novamente à temperatura ambiente, pipetaram-se 150 µL da mistura reacional para uma 

microplaca de 96 poços, sendo a absorvância lida a 528 nm num leitor de microplacas 

(FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec). O etanol absoluto foi utilizado como branco e o óleo de 

canola como padrão, preparado em etanol absoluto, numa gama de 0-2.5 mg mL-1. Os 

doseamentos foram realizados em triplicado e a quantificação final foi apresentada em mg/g 

de biomassa 

No método alternativo utilizado os lípidos foram extraídos através de extração convencional 

contínua em Soxhlet, descrito na Secção III.3.1.  

 

III.3.11. Quantificação de sólidos totais 

Através da evaporação de uma amostra de 1 mL de extrato obtido por MAE até à secura, foi 

possível quantificar os sólidos totais na BM-Cv, tendo o procedimento sido realizado em 

triplicado. O resíduo resultante foi seco a 105 ºC durante ca.12-24 horas e, posteriormente, 

pesado.  

 

III.3.12. Quantificação de cinzas 

De forma a quantificar o teor de cinzas presente na BM-Cv e nos PsC obtidos, foram secos 3 

cadinhos de porcelana em estufa (WTC Binder), a 105 ºC, durante 12 horas. Posteriormente, 

os cadinhos foram colocados na mufla (Nabertherm, Controller B 170) a 575 ºC, durante 12-

24 horas. Após serem arrefecidos até à temperatura ambiente num exsicador, foram tarados, 
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sendo depois adicionada a cada, uma massa conhecida de amostra (seja BM-Cv ou PsC). Os 

cadinhos foram, novamente, colocados na estufa a 105 ºC, durante 12-24 horas, seguindo-se 

a sua ignição à chama.  

Por fim, foram colocados na mufla a 575 ºC, durante 12-24 horas e posteriormente arrefecidos 

num exsicador até peso constante, permitindo a quantificação do resíduo. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicado. 

 

III.4. SÍNTESE DE PONTOS DE CARBONO 

III.4.1. Síntese de PsC por CHAC 

A primeira abordagem utilizada para a síntese dos PsC baseou-se na carbonização 

hidrotérmica por aquecimento convencional, realizada em reator de alta pressão. Utilizou-se 

3 g de BM-Cv em 100 mL de água Millipore®, medindo-se o pH inicial da mistura. Adicionou-

se o aditivo, com rácio mássico de aditivo:biomassa variável, e registou-se novamente o pH. 

Os aditivos selecionados para a síntese foram: ED (> 99.5 %, Fluka), DET (99 %, Aldrich), 

melamina (99 %, Acros Organics), ureia recristalizada e p-FD (> 97 %, Fluka).  

Após selagem do reator de aço inox, foram programadas as condições de ensaio e iniciada a 

reação. As condições reacionais variaram entre ensaios, encontrando-se descritas na Secção 

II.3. Decorrido o tempo da reação selecionado e arrefecimento, registou-se o pH da mistura 

reacional final. 

Considerando como ensaio modelo a utilização 3 g de BM-Cv em 100 mL de água Millipore® 

e um rácio de aditivo/BM-Cv de 0.16, foram adicionadas quantidades diferenciadas dos vários 

aditivos testados, nomeadamente 533 uL de ED, 503 uL de DET ou 480 mg no caso dos 

reagentes sólidos (melamina, ureia e p-FD). 

Como ensaio modelo, utilizou-se 3 g de ácido cítrico (> 99.5%, Sigma-Aldrich) em 100 mL de 

água Millipore®, adicionando-se 533 µL de aditivo, que corresponde a um rácio mássico de 

ED:ácido cítrico de 0.16; as leituras de pH foram realizadas como descrito anteriormente. 

Estando o reator devidamente selado, foram programadas as condições operatórias de 250 

ºC, durante 6 horas, a uma velocidade de agitação de 180 rpm.  

Alternativamente, foi realizado um ensaio em reator de aço-inox com vaso de Teflon de 50 

mL, na mufla, a 150 ºC. Foram pesadas 1.2 g de BM-Cv, adicionando-se 40 mL a água 

Millipore®, medindo-se o pH inicial da mistura antes e após a adição de aditivo (213 µL, 

correspondente a um rácio mássico de ED:BM-Cv de 0.16), bem como no final da reação. 
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III.4.2. Síntese dos PsC por CHMO 

Na síntese dos PsC por CHMO recorreu-se à estratégia de carbonização hidrotérmica 

assistida por radiação micro-ondas, num reator monomodo. Num tubo de pirex, pesaram-se 

150 mg de BM-Cv e adicionaram-se 4.5 mL de água Millipore®, registando-se o pH inicial da 

mistura reacional. Após a adição da etilenodiamina (quantidade variável) mediu-se novamente 

o pH. Decorrido o tempo da reação e arrefecimento, registou-se o pH da mistura reacional 

final. 

Colocou-se o tubo selado com septo de teflon no reator de micro-ondas e selecionaram-se as 

condições do ensaio, cujas variações se encontram descritas na Secção II.3.  

 

III.4.3. Purificação dos Pontos de Carbono por Extração Líquido-Líquido 

A mistura reacional resultante da síntese foi, posteriormente, submetida a uma etapa de 

isolamento por filtração com membrana de celulose regenerada, no caso da síntese por CHAC 

e por filtro de seringa, no caso da síntese por CHMO, ambos com diâmetro de poro de 0.2 

µm. O resíduo obtido foi quantificado após ser seco em estufa (WTC Binder), a 105 ºC, durante 

24 horas. 

Os filtrados recuperados do processo anterior foram purificados através de extração líquido-

líquido em duas etapas sucessivas, com CH2Cl2 e AcOEt. Para o filtrado da síntese por CHAC 

foram utilizadas duas porções sucessivas de 50 mL de cada solvente, enquanto para o filtrado 

da síntese por CHMO foram utilizadas duas porções sucessivas de 10 mL. Posteriormente, 

foi efetuada a remoção de solvente orgânico residual através de evaporação, sendo registado 

o volume final da dispersão aquosa resultante e a mesma conservada em atmosfera inerte, a 

4 ºC. Foram ainda quantificadas as fases orgânicas recolhidas na etapa de purificação após 

evaporação e secagem a 105 ºC. 
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III.5. AVALIAÇÃO DA BIOATIVIDADE DOS PONTOS DE CARBONO  

III.5.1. Avaliação das Propriedades Antioxidantes 

III.5.1.1. Método do Radical ABTS 

A capacidade antioxidante dos PsC foi avaliada através do método do radical ABTS (ácido 

2,2ʹ-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico); 98 %, Sigma-Aldrich), descrito por Re et al.,116 

com adaptações. À semelhança dos restantes métodos colorimétricos utilizados para a 

caracterização da biomassa, foi utilizada uma microplaca de 96 poços (NUNC), para onde 

foram pipetados 290 µL de uma solução stock de radical ABTS ajustada à unidade de 

absorvância a 655 nm e previamente preparada a uma concentração de 7 mM, em 2.5 mM 

de K2S2O8 em água desionizada, e conservada ao abrigo da luz durante ca. 18 h. Foram 

adicionados 10 µL de solução aquosa de PsC (de concentração variável) ou água desionizada 

(ensaio em branco). Como controlos positivos, foram utilizados o ácido ascórbico (> 99.7%, 

Riedel-de Haën), BHT (Scharlau) e Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2 

carboxílico, 97 %, Acros Organics).  

A mistura reacional repousou durante 5 minutos, antes de ser lida a absorvância a 655 nm. A 

atividade antioxidante foi determinada através da equação III.5 e expressa em %. 

Atividade antioxidante (%) =  
(Abs655 nm)0 − (Abs655 nm)amostra

(Abs655 nm)0
 

 

          Equação III.5 

 

Onde (Abs655 nm)0 corresponde à absorvância a 655 nm do ensaio em branco e (Abs655 nm)amostra 

à absorvância a 655 nm da amostra ou do controlo positivo.  

Foi efetuada em simultâneo a quantificação da atividade antioxidante com recurso a uma 

curva de calibração utilizando padrões de Trolox, numa gama de concentrações de 0-0.20 mg 

mL-1, tendo os resultados sido apresentados em µg de equivalentes de Trolox (ET) por mg de 

PsC (µg TE mg-1). Todos os ensaios foram realizados em triplicado. 

 

III.5.1.2. Capacidade quelante dos iões Fe2+ 

Paralelamente, a atividade antioxidante dos PsC foi também avaliada através da 

determinação da capacidade quelante dos iões Fe2+, seguindo o método descrito por Adjimani 

e Asare120 e Canabady-Rochelle et al.172 

Para a realização deste método, adicionaram-se 50 µL de amostra (PsC) a uma microplaca 

de 96 poços (NUNC), em triplicado. De seguida, pipetaram-se 185 µL de metanol absoluto, 
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50 µL de solução de cloreto de ferro (II) 2 mM e 20 µL de solução de ferrozina (Sigma Aldrich) 

5 mM. Após um período de repouso de 10 minutos, a absorvância da mistura reacional foi lida 

num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec), a 550 m. Para o branco, foi 

utilizada água desionizada e, como controlo positivo, utilizou-se EDTA (ácido etilenodiamino 

tetra-acético, Merk) 2 mg mL-1. Os resultados foram apresentados em percentagem de 

capacidade quelante (%) e determinados através da equação III.6, onde (Abs550 nm)0 

corresponde à absorvância a 550 nm do branco e (Abs550 nm)amostra à absorvância da amostra 

ou do controlo positivo a 550 nm: 

Capacidade Quelante (%) =  
(Abs550 nm)0 − (Abs550 nm)amostra

(Abs550 nm)0
 

 

                  Equação III.6 

 

 

III.5.2. Avaliação da Atividade Antibacteriana 

III.5.2.1. Técnica de suscetibilidade à difusão em disco 

Uma das técnicas utilizadas para avaliar a atividade antibacteriana dos PsC foi realizada 

através de uma adaptação do método de Kirby-Bauer,157,158 baseando-se na técnica de 

suscetibilidade à difusão em disco de 9 mm. 

As espécies bacterianas testadas, Escherichia coli ATCC® 25922 e Staphylococcus aureus 

ATCC® 25923, foram inoculadas obedecendo às normas M100 do CLSI (Clinical & Laboratory 

Standards Institute).159 O referido documento descreve os procedimentos de preparação do 

pré-inóculo em meio MHB (Mueller-Hinton Broth; Oxoid), ajustando a turbidez ao padrão 0.5 

de McFarland (1.5x108 CFU/mL; Liofilchem) após incubação overnight, a 37 ºC e 180 rpm.  

Posteriormente, a inoculação das suspensões celulares foi efetuada em meio MHS (Mueller-

Hinton Soft), preparado a partir de MHB suplementado com 0.5 % (m/v) de Agar Técnico 

(Oxoid), com deposição em placa de Petri sobre MHA (Mueller-Hinton Agar; Scharlau). 

Os discos de 9 mm de diâmetro foram impregnados com 50 µL dos PsC (massa variável), 

com gentamicina como controlo positivo (10 µg/disco) e com água desionizada estéril como 

controlo negativo, tendo estes sido colocados sobre o meio MHS antes da sua solidificação. 

Os resultados foram observados e registados ao fim de um período de incubação de ca. 18 

horas, a 37 ºC. 
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III.5.2.2. Determinação dos valores de MIC e MLC 

A segunda técnica utilizada para avaliar a atividade bacteriana contra E. coli e S. aureus, 

baseou-se na determinação dos valores de MIC e MLC, através do método colorimétrico de 

microdiluição em meio líquido, descrito pelo CLSI.173 Foram seguidas as etapas descritas 

anteriormente para a preparação das culturas bacterianas. 

Para uma microplaca de 96 poços estéril (VWR), foram pipetados 100 µL de suspensão 

celular, previamente ajustada a 5x105 CFU/mL e 100 µL de PsC (massa variável) ou água 

desionizada estéril (como controlo negativo) em triplicado. Após incubação a 37 ºC durante 

18 horas, foram adicionados a cada poço 20 µL de solução de 0.01 % (m/v) de resazurina (7-

hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-óxido, sal de sódio) em PBS, pH 7.2.  

A interpretação visual dos resultados e leitura da intensidade de fluorescência (𝜆exc = 550 nm, 

𝜆em = 650 nm, FLUOstar OPTIMA – BMG Labtec) foi realizada após uma nova incubação a 

37 ºC durante 1-2 horas. 

 

III.5.3. Avaliação da Citotoxicidade in vitro 

A avaliação da citotoxicidade in vitro dos PsC foi realizada através do método colorimétrico 

do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) com adaptações, onde é 

detetada a redução deste reagente a formazona por parte das células vivas.103,174 Foi 

quantificado o efeito citotóxico avaliando a viabilidade de três linhas celulares animais após 

incubação com os PsC, designadamente células epiteliais renais de macaco verde africano 

(VERO ATCC® CCL-81), fibroblastos embrionários (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658) e células de 

sarcoma de murganho (S180 ATCC® TIB-66). 

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 poços estéreis (Orange Scientific), onde 

foram inicialmente adicionados 100 μL de suspensão celular (1 x 105 células/poço) em DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium; GIBCO®, Thermo Fisher Scientific) suplementado com 

10 % (v/v) FBS (soro fetal bovino, Fetal Bovine Serum; GIBCO®, Thermo Fisher Scientific), 

com incubação durante 48 horas a 37 ºC sob atmosfera humidificada de 5 % de CO2. 

Posteriormente, adicionaram-se 100 μL/poço de PsC (massa variável, por diluição seriada), e 

incubou-se de novo sob as mesmas condições durante ca. 18 horas, utilizando-se como 

controlo negativo água Millipore® estéril. 

Posteriormente descartou-se o sobrenadante e lavaram-se os poços com PBS, adicionando-

se 100 μL/poço de uma solução de MTT a 5 mg mL-1 em PBS. Após um novo período de 

incubação de ca. 3 horas, a 37 ºC sob atmosfera humidificada de 5 % CO2, removeu-se 
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novamente o sobrenadante e adicionaram-se 100 μL/poço de uma solução 0.1 M de Tween® 

20 (Bio-Rad) em isopropanol, para solubilização dos cristais de formazona e leu-se a 

absorvância a 570 nm, com referência a 650 nm, num leitor de microplacas (TECAN Infinite 

M200 PRO). 

 

III.5.4. Avaliação da Citotoxicidade in vivo 

De forma a avaliar a citotoxicidade in vivo, foi desenvolvido um ensaio de letalidade com o 

microcrustáceo Artemia salina. Para o efeito, foram selecionados ovos da marca Artemio Pur, 

produzida pela JBL. Previamente preparou-se uma solução de água do mar artificial 

recorrendo a 23 g de NaCl, 11 g de MgCl2.6H2O, 4 g de Na2SO4, 1.3 g de CaCl2.2H2O e 0.7 g 

de KCl dissolvidos em 1 L de água Millipore®. A esta solução, adicionou-se Na2CO3 sólido 

para ajustar o pH a 9.0. Os ovos de A. salina foram colocados num recipiente próprio contendo 

esta solução, onde ficaram a incubar durante 24-48 horas, à temperatura ambiente (28-30 

ºC), sob iluminação contínua e forte arejamento.   

O ensaio de citotoxicidade foi realizado tendo por base a metodologia descrita na 

literatura.106,175,176 Numa microplaca de 96 poços estéril (Orange Scientific), depositaram-se 2 

gotas de solução salina contendo os organismos vivos (estimando-se a presença de 10-15 

organismos por gota) por poço. A solução de PsC utilizada foi diluída em série em solução de 

água do mar artificial imediatamente antes da sua aplicação, num volume de 100 μL por poço. 

A microplaca foi tapada, permitindo a incubação da mistura à temperatura ambiente durante 

24-48 horas. O número de organismos mortos foi contado ao microscópio ótico invertido 

(OLYMPUS CK2), registando-se este valor por poço. De seguida, aplicaram-se 20 μL de 

solução de 5 % (v/v) clorofórmio em cada poço, levando à morte de todos os organismos, 

possibilitando a contagem do número total de organismos por poço. Os resultados obtidos 

foram expressos em % de morte dos organismos, através da seguinte equação:  

% Morte =  
Nº de organismos mortos

Nº total de organismos
 x 100 

 
Equação III.7 

 

III.5.5. Marcação Celular por Fluorescência 

A aquisição das fotografias por microscopia de fluorescência (OLYMPUS, BX51) foi realizada 

após incubação das linhas celulares (VERO, S180, NIH-3T3) com a dispersão aquosa de PsC 

à concentração de 2 mg mL-1. Numa microplaca de 24 poços estéril (Orange Scientific) 

depositaram-se lamelas redondas previamente esterilizadas no fundo dos poços, 
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adicionando-se de seguida 500 μL de uma solução 0.15 % (m/v) de gelatina em PBS. Após 

um período de incubação de ca. 10 minutos, removeu-se o volume em excesso e lavaram-se 

todos os poços com DMEM suplementado com 10 % (v/v) FBS. Posteriormente, adicionou-se 

1 mL de células em suspensão, de forma a cobrir o fundo do poço, seguindo-se nova 

incubação de ca. 24 horas, a 37 ºC, sob atmosfera humidificada de 5 % CO2.  

Após este período, descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 900 μL de DMEM fresco 

suplementado com 10 % (v/v) FBS e 100 μL/poço de PsC (20 mg mL-1), obtendo-se a 

concentração final de 2 mg mL-1. Seguiu-se um novo período de incubação de ca. 18 horas 

sob as mesmas condições descritas anteriormente. De forma a proceder à aquisição das 

imagens de microscopia de fluorescência, procedeu-se à lavagem de todos os poços com 

DMEM fresco e depositou-se a lamela invertida sobre uma lâmina hidratada com 1-2 gotas do 

sobrenadante. 

Por sua vez, a aquisição das fotografias por microscopia de fluorescência dos organismos 

modelo foi realizada após incubação dos mesmos com a dispersão aquosa de PsC à 

concentração de 2 mg mL-1, numa microplaca 96 poços estéril (Orange Scientific), à 

semelhança do procedimento descrito para a preparação dos ensaios de citotoxicidade in 

vivo. Decorrido o tempo de incubação (ca. 24 h), depositou-se 1 gota de solução salina 

contendo os microcrustáceos e a dispersão aquosa de PsC sobre uma lâmina, sobre a qual 

foi posteriormente colocada uma lamela.  Antes de se proceder à aquisição das fotografias, a 

lâmina preparada repousou durante ca. 15 minutos no escuro. 
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IV. CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS 

O presente trabalho aborda a síntese de pontos de carbono (PsC) fluorescentes e bioativos a 

partir da biomassa da microalga C. vulgaris crescida em meio de cultura suplementado com 

resíduos alimentares provenientes do comércio retalhista. 

Da etapa de síntese resultaram PsC luminescentes com rendimentos mássicos moderados 

através de vias sustentáveis de síntese hidrotérmica recorrendo a aquecimento convencional 

e irradiação micro-ondas, promovendo simultaneamente a valorização dos resíduos 

alimentares e da biomassa da microalga produzida em condições não convencionais e cujas 

aplicações se encontram mais limitadas e menos exploradas, devido à origem da fonte de 

nutrientes. 

Foram obtidos PsC com caraterísticas diferenciadas, através da utilização de diferentes 

aditivos, rácios mássicos de aditivo/BM-Cv e temperaturas de reação. Entre os vários 

nanomateriais, destacaram-se os PsC funcionalizados com etilenodiamina (ED), que exibiram 

rendimentos quânticos de fluorescência promissores (ca. F = 21 %). 

Foi ainda avaliada a atividade biológica destas nanopartículas, quer ao nível da sua atividade 

antibacteriana quer ao nível da sua capacidade antioxidante. Os efeitos citotóxicos dos PsC 

foram analisados através de testes in vitro e in vivo, tendo também sido explorada a sua 

internalização celular através da aquisição de imagens de microscopia de fluorescência.  

Embora estes PsC não tenham tido um desempenho destacável em termos das suas 

atividades antibacteriana e antioxidante, foi possível verificar que os nanomateriais não 

apresentam citotoxicidade para as linhas celulares animais testadas, bem como para o 

microcrustáceo A. salina, salientando-se a sua potencial aplicação na marcação e 

visualização de células na área da imagiologia. 

Não obstante, refira-se que os PsC funcionalizados com p-fenilenodiamina revelaram, ao 

contrário dos restantes ensaios, uma boa atividade antibacteriana contra E. coli e S. aureus, 

destacando-se o seu potencial como agentes antimicrobianos.  

Perspetivando-se a aplicação destes nanomateriais na área da imagiologia, as suas 

propriedades óticas e morfológicas deverão ser sintonizadas de forma a garantir o menor 

tamanho e melhor fluorescência possíveis, com o intuito de facilitar a incorporação dos PsC 

no interior de células, tecidos ou órgãos e possibilitando a marcação dos mesmos. Será, 

igualmente, pertinente procurar purificar os nanomateriais sintetizados através de técnicas 

alternativas, nomeadamente cromatografia de exclusão molecular e/ou diálise, com vista à 
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obtenção de melhores rendimentos quânticos de fluorescência e, possivelmente, melhores 

propriedades biológicas.  

Por outro lado, atendendo ao facto de os PsC obtidos terem somente sido testados em células 

animais não humanas, é de extrema importância perceber qual a sua biocompatibilidade para 

com um modelo celular humano, de células normais e tumorais. No mesmo contexto, o estudo 

mais profundo no âmbito dos ensaios in vivo será relevante, utilizando modelos animais mais 

complexos, como os murganhos.   

Por último, é de salientar a importância da implementação desta classe de nanomateriais à 

Engenharia Biomédica, não só pela sua fácil obtenção e pelo baixo custo associados, mas 

principalmente pela versatilidade das suas condições de síntese, permitindo a sintonização 

das suas características de acordo com a aplicação em vista. 
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