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Resumo

O presente trabalho teve como principal objetivo promover a valorizacdo da biomassa da
microalga Chlorella vulgaris (BM-Cv) cultivada em meio de cultura suplementado com
residuos alimentares (provenientes do comércio retalhista), através da sintese sustentavel de
pontos de carbono (PsC) bioativos fluorescentes e posterior avaliagdo das suas potenciais

aplicacdes, nomeadamente em imagiologia.

Os PsC foram sintetizados a partir da BM-Cv por carbonizacdo hidrotérmica através de
aguecimento convencional e assistida por radiagdo micro-ondas, sendo posteriormente
submetidos a etapas de isolamento e purificacdo, através de filtracdo e extracao liquido-
liquido.

Os nanomateriais de carbono obtidos foram caracterizados estruturalmente por espetroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear de
protdo (RMN H) e andlise elementar, enquanto a sua caracterizagdo morfol6gica preliminar
foi realizada por Microscopia de Forgca Atomica (AFM). As propriedades fotofisicas dos novos
PsC foram estudadas através de espetroscopia de absor¢éo no estado fundamental (UV-Vis)
e espetroscopia de fluorescéncia no estado estacionario.

A bioatividade dos PsC foi avaliada no que diz respeito a sua atividade antimicrobiana contra
duas espécies bacterianas, Escherichia coli e de Staphylococcus aureus, bem como quanto
a 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 microcrustaceo
Artemia salina como organismo modelo. Paralelamente, recorreu-se a técnica de microscopia
de fluorescéncia para analisar a interacdo dos nanomateriais sintetizados com as linhas

celulares em estudo e com o microcrustaceo.

A analise das propriedades biol6gicas permitiu concluir que os PsC exibiram baixa atividade
antibacteriana e antioxidante. No entanto, ndo apresentaram efeitos citotdxicos contra células
animais, assim como em organismos vivos. Verificou-se ainda a internalizagdo destas
nanoparticulas nas linhas celulares animais e em A. salina, evidenciando o seu potencial para

marcagao celular por fluorescéncia e consequente aplicacdo em imagiologia.

Palavras-chave: atividade bioldgica; carbonizacdo hidrotérmica; fluorescéncia; 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 H)
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
(5180) 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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Glossario, Abreviaturas e Simbolos

A
Abs Absorvancia
ABTS Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
AcOEt Acetato de etilo
AFM Microscopia de Forca Atdmica (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 col6nias (Colony-Forming Units)
CHAC Carbonizac¢éo Hidrotérmica por Aquecimento Convencional
CHMO Carbonizacgao Hidrotérmica Assistida por Radiacdo Micro-ondas
D
DET Dietilenotriamina
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)
DP Desvio padréo
E
ED Etilenodiamina
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
em Emisséo
ET Equivalentes de Trolox
et al. et alia (do latim, referéncia a outros)
exc Excitacéo
F
FBS Soro bovino fetal (Fetal Bovine Serum)
FBR Fotobiorreator
FTIR Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy)
H
HelLa Linha celular tumoral do colo do Gtero de Henrietta Lacks
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L929 Linha celular de fibroblastos de murganho
LED Diodo emissor de luz (Light emisson diode)
M
MAE Extracdo assistida por micro-ondas (Microwave Assisted Extraction)
MHA Mueller-Hinton Agar
MHB Mueller-Hinton Broth
MHS Mueller-Hinton Soft
MIC Concentracdo minima inibitéria (Mininum Inhibitory Concentration)
MLC Concentracdo minima letal (Mininum Lethal Concentration)
MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
m.r. Mistura reacional
N
n.d. N&o detetado

NIH-3T3 Linha celular de fibroblastos embrionarios de murganho

NMs Nanomateriais
NMsC Nanomateriais de Carbono
NPsC Nanopontos de Carbono

=]
PBS Solucéo salina de tampé&o fosfatos (Phosphate-Buffered Saline)
PEG Polietilenoglicol
PsC Pontos de Carbono
PQsG Pontos Quanticos de Grafeno
PsPC Pontos de Polimero Carbonizado
p-FD p-Fenilenodiamina

R

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

RMN H Ressonancia Magnética Nuclear de Protdo (Proton Nuclear Magnetic
Resonance)
RNA Acido ribonucleico (Ribonucleic acid)
ROS Espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species)
RQ Rendimento Quéntico de Fluorescéncia
S
SPV Sulfofosfovanilina (Sulfo-phospho-vanillin)
S180 Linha celular de sarcoma de murganho

Xiv



T

T Temperatura
Trolox Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
U
u.a. Unidades arbitrarias
uv Ultravioleta
UV-Vis Espetroscopia de Ultravioleta-Visivel
\Y,
VERO Linha celular epitelial renal de macaco verde africano
VS. versus
Simbolos
Iy Comprimento de onda
Dr Rendimento quantico de fluorescéncia
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. INTRODUCAO






.1. PREAMBULO

O presente trabalho abrange a sintese sustentavel de pontos de carbono (PsC) fluorescentes,
obtidos a partir da microalga verde Chlorella vulgaris, cultivada em meio de cultura
suplementado com residuos alimentares provenientes do comércio retalhista. As microalgas
verdes tém, nos Ultimos anos, sido alvo de estudo pela comunidade cientifica, tendo
despertado o seu interesse pelo elevado potencial dos produtos e aplicacdes que apresentam,
enguanto biomassa com elevada carga organica, contendo compostos benéficos para a

salide humana.

Este Capitulo pretende, numa primeira fase, enquadrar as principais caracteristicas da
microalga utilizada, bem como a sua origem e propriedades bioquimicas, através de uma
revisao bibliografica. Serdo, ainda, descritos os métodos empregues para o isolamento de

biocompostos com valor acrescentado, a partir destes microrganismos.

Relativamente a sintese de PsC, sera apresentada uma revisdo da literatura sobre os
diferentes tipos de nanoestruturas de carbono e os métodos de sintese associados a sua
obtencéo. Serdo também descritas as suas propriedades fotofisicas e biologicas, juntamente

com as suas potenciais areas de aplicagao.
Assim, o presente Capitulo inclui as seguintes Seccdes:
I.2. Microalgas

|.3. Nanomateriais de Carbono






l.2. MICROALGAS

Enquanto sistema bioldgico, as microalgas s@o consideradas extremamente eficazes no que
diz respeito a absor¢cédo de energia solar e a produgdo de compostos organicos através da
fotossintese, pelo que as aplicagdes da biomassa destes microrganismos tém vindo a ser

estudadas ao longo dos ultimos anos.!?

As microalgas sdo seres unicelulares, filamentosos ou sifonaceos, existentes em sistemas de
agua doce e salgada, e sao classificados como eucariotas, com um vasto habitat natural e
uma forte adaptabilidade ambiental, sendo consideradas uns dos seres vivos mais antigos no
planeta.?® Caracterizam-se pela sua riqgueza em pigmentos, nomeadamente a clorofila, que
lhes confere a capacidade de realizar a fotossintese de forma extremamente eficiente,
tornando-os um dos microrganismos que mais rapidamente se multiplicam.
Consequentemente, existem em abundéancia na natureza, representando uma mais-valia, ndo
s6 por serem fontes de oxigénio livre na atmosfera, como também pelas diversas aplicacdes

gue podem possuir (Tabela 1.1).4°

Considera-se que as microalgas possam ser uma fonte natural para uma dieta saudavel e,
por isso, séo frequentemente utilizadas ao nivel da nutrigdo (humana e animal). Muitas das
espécies sao ricas em hidratos de carbono, proteinas, lipidos e outros componentes com valor
nutricional, tendo sido destacadas pela sua capacidade de auxiliar o sistema imunitario,
metabolismo de lipidos e a funcdo intestinal.? Por outro lado, as indUstrias farmacéutica,
cosmeética, alimentar e nutracéutica, bem como a biomedicina, beneficiam também das
vantagens das microalgas devido as substancias bioativas produzidas pelas mesmas e as
suas propriedades biolégicas, como a fotossintese, a superficie ativa e a 6tima
biocompatibilidade.*® Destacam-se ainda como potenciais aplicagdes a sua utilizacdo como
biocombustiveis e biofertilizantes, assim como a sua utilizacdo no tratamento de aguas

residuais e na proteémica (Tabela 1.1).”



Tabela I.1 - Potenciais aplicagées de microalgas (adaptado de Balasubramaniam et al.)’

Farmacéutica

e Anticancerigeno
e Antinflamatorio
e Antiviral

e Antifungal

¢ Antibacteriano

Nutracéutica

e Suplementos e aditivos alimentares;
¢ Agente gelificante;

e Bio-corantes.

Cosmética

e Branqueamento da pele;
e Tratamento de doencas da pele;

¢ Agente antioxidante e hidratante.

Combustivel/energia

e Biodiesel;
e Bioetanol;
e Eletricidade/calor;

e Biogas.

Fertilizantes

e Melhoria da fertilidade dos solos;
e Estimulante do crescimento de plantas;

e Bio-pesticida.

Alimentacdo animal

e Fonte nutricional;
e Melhoria da fertilidade e do sistema

imunitario.

Prote6mica

Tratamento de aguas residuais

A maioria das espécies de microalgas sdo autotréficas, pelo que os seus requisitos de
crescimento estéo relacionados com a luminosidade disponivel e o teor de carbono inorganico
e minerais dissolvidos no meio de cultura. Contudo, algumas microalgas conseguem crescer

sob condigBes heterotréficas (na auséncia da luz, utilizando carbono organico através de
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respiracdo aerobica) e mixotroficas (assimilando o carbono organico através de respiracdo
aerdbica). A variedade das condicbes de crescimento contribui para que a cultura de
microalgas seja um processo desafiante e delicado, podendo ser afetado por varios fatores
abidticos, 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 biolégicos, como a presenca de
organismos patogénicos ou predadores. Existem, por isso, diversas estratégias para otimizar
as condic¢des de cultura, como sistemas fechados ou abertos, cultura em batch, continua ou

semi-continua, o que implica maiores custos associados a este processo.?

Até 2020, aproximadamente 5000 toneladas de microalga seca eram produzidas por ano a
nivel mundial.® O processo de producdo de microalgas engloba trés etapas essenciais: a
cultura, a colheita e a desidratacdo. A cultura pode ser, atualmente, realizada em sistema de
reservatdrio aberto, seja em aguas naturais, como lagos ou lagoas, ou em reservatorios
artificiais. Este método é preferivel na perspetiva econémica quando comparado a alternativa,
gue consiste natecnologia de fotobioreatores (FBRs). Por outro lado, esta permite um sistema

de cultura isolado e controlado, eficiente na prevengao da contaminagéo.’

A tecnologia de FBR baseia-se num vaso fechado que permite a producédo fototrofica de
microalgas, com o objetivo de reduzir os custos da producdo 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, o0 meio de cultura
esta contido num conjunto de tubos ou pratos transparentes, enquanto a microalga, suspensa
num meio aquoso, circula a partir de um reservatorio central. Paralelamente, os sistemas de
reservatdrio aberto consistem num tanque de agua, ao qual sdo adicionados os nutrientes e
se recorre a luz natural e ao diéxido de carbono da atmosfera para desencadear o processo
de producéo. O rendimento destes sistemas é baixo, o que, associado a outras desvantagens
como a necessidade de grandes terrenos, a facilidade de contaminagéo e a dificuldade em

prolongar o crescimento durante longos periodos, torna esta alternativa menos viavel.®

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 beneficio das suas aplica¢des, procuram-se cada vez mais alternativas econémicas
e sustentdveis para realizar este processo. A abordagem mais adequada para otimizar a
rentabilidade de um sistema de cultura de microalgas reside na utilizacdo de recursos
alternativos, ecoldgicos e de baixo custo, em particular para o meio de cultura, como é o caso

dos residuos alimentares ou das dguas residuais do processamento de alimentos.°



Contudo, é de salientar que esta estratégia apresenta limitagdes, quer ao nivel da diversidade
das fontes dos residuos utilizados, quer das espécies de microalgas que podem efetivamente

crescer nestas condi¢des.

Em particular, os residuos alimentares domésticos ou provenientes da industria séo
considerados como um dos maiores problemas globais, levantando questdes a nivel
ambiental e ético. O desperdicio alimentar traduz-se num gasto de tempo, dinheiro e energia
que sao necessarios para a producdo de alimentos; por outro lado, manifesta-se também no
aumento da emissdo de gases com efeito de estufa, implicando o agravamento do

aquecimento global.*?

De acordo com o Food Waste Index Report 2024 publicado pelo Programa das Nag¢des Unidas
para o Meio Ambiente, o desperdicio alimentar ndo s6 gera aproximadamente 8—-10 % das
emissodes globais de gases de efeito estufa, como também ocupa o equivalente a cerca de 30
% das terras agricolas do mundo. O mesmo relatério reporta o desperdicio de ca. 1.05 bilibes
de toneladas mundialmente em 2022, sendo estes residuos provenientes de habitacdes (60

%), do setor de servicos de alimentacéo (28 %) e do comércio retalhista (12 %).*

Atualmente, a prioridade a nivel mundial é mitigar o impacto negativo proporcionado pela
acumulacdo de residuos alimentares, enquanto se continua a atender a necessidade
crescente de produzir alimentos e energia para a populacdo global, que se estima vir a atingir
10 bilides de habitantes até 2050.2* Assim, existe uma procura urgente de formas de empregar

os desperdicios alimentares de forma a reduzir o seu impacto a nivel econémico e ambiental.*®

Estes residuos, ricos em hidratos de carbono, proteinas, lipidos, nitrogénio e fosforo,
constituem um substrato rico para a cultura de microalgas, cujo meio de cultura ideal deve ser
composto ndo sO por elementos inorganicos, como também por carbono, componente
principal de todas as substancias orgéanicas sintetizadas pelas células, que pode ser
igualmente fornecido pelos desperdicios alimentares.'® Ndo obstante, a fonte de carbono
tipicamente empregue para a produgédo de biomassa de microalgas autotréficas é o dioxido
de carbono e as suas espécies quimicas aquosas derivadas, H.COs, HCO3;™ e CO3?". Embora
o carbono orgéanico também possa ser utilizado para o crescimento de espécies hétero e
mixotréficas, € importante explorar qual a melhor via para fornecer este elemento de forma

econdmica.61’

Desta forma, o cultivo de microalgas num meio de cultura enriquecido com estes desperdicios
surge simultaneamente como uma solucdo para este problema e para o elevado custo

associado ao cultivo standard.



[.2.2 Microalgas verdes e Chlorella vulgaris

As microalgas verdes (Chlorophyta), como ja referido, sdo um grupo de microrganismos
fotossintéticos que habitam maioritariamente em sistemas aquaticos, sendo consideradas a
base da cadeia alimentar destes habitats. As algas pertencentes a divisdo Chlorophyta
possuem inimeras caracteristicas, sendo algumas delas comuns com as plantas terrestres
como, por exemplo, o facto de possuirem cloroplastos revestidos por uma dupla membrana.
Estes organelos possuem pigmentos fotossintético, como clorofilas a e b, bem como
pigmentos acessorios nomeadamente carotenos e xantofilas. Destaca-se ainda a composicao

da parede celular, que consiste numa matriz fibrosa de celulose.®°

Uma das microalgas verdes mais relevantes na atualidade é a Chlorella vulgaris (C. vulgaris),
gue, taxonomicamente, pertence ao reino Protista, divisdo Chloropyta, sub-divisdo
Chlorophytina, classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales, familia Chlorellaceae e género
Chlorella.?> E um microrganismo unicelular eucariota, que cresce em agua doce e cuja
integridade genética se tem mantido constante ao longo dos 2.5 bilides de anos desde o seu
aparecimento, durante o periodo pré-Cambrico.5® Possui a capacidade de alterar o seu
metabolismo consoante a fonte de carbono e a concentragao disponivel, pelo que pode exibir

um comportamento fotoautotréfico, heterotréfico ou mixotréfico.®

Ao longo dos ultimos anos, esta microalga tem vindo a ser utilizada em diversas industrias
(alimentacéo, nutracéutica, cosmética e biofarmacéutica) devido a capacidade de producéo e
recuperacdo dos seus metabolitos, nomeadamente proteinas, lipidos, amido, clorofilas,

acidos polinsaturados, vitaminas e minerais, como vitamina Biz, ferro, potassio, fésforo e
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Figura I.1 - Observacéo a microscépio 6tico de uma cultura de Chlorella vulgaris.?



[.2.3 Extracado e isolamento de compostos bioativos

Para além da biomassa, os compostos obtidos a partir da mesma tém potencial para serem
transformados em produtos de alto valor acrescentado em diversas industrias, tornando-se
relevante a extragcdo e o doseamento eficientes dos mesmos.?® Os métodos utilizados
convencionalmente envolvem, em grande parte, a extracdo com solventes organicos,
tornando-os pouco adequados no que diz respeito a saude humana e ao meio ambiente,
acarretando um elevado gasto de energia e periodos de extracdo longos. Para além disso, 0s
compostos bioativos podem ser sensiveis ao calor ou a utilizagao de determinados solventes,

pondo em causa a sua integridade estrutural .2

Face a estas adversidades, a procura por técnicas de extragdo mais eficientes, economicas
e sustentaveis tem vindo a aumentar. Nas ultimas décadas, tém sido exploradas metodologias
de extragdo assistidas por enzimas (EAE), por micro-ondas (MAE) e ultrassons (UAE), bem
como a extragdo por fluidos supercriticos (SPE) e por liquidos pressurizados (PLE), sendo
utilizadas com sucesso em aplica¢des nas industrias farmacéutica e alimentar, revelando um

maior rendimento, aliado a um menor tempo de extracdo e a um menor custo.?324

A abordagem da MAE permite obter elevados rendimentos para extratos de compostos
biol6gicos comparativamente aos métodos tradicionais, destacando-se como uma alternativa
mais ecoldgica devido ao uso minimo de solventes, preferéncia por solventes nao corrosivos,
um curto periodo de extragdo e uma baixa relagdo de consumo de energia e temperatura. A
irradiagé&o de micro-ondas provoca o aumento da temperatura do solvente pelo movimento de
moléculas polares e a rotacdo de dipolos, promovendo a transi¢do dos compostos bioativos
da matriz da amostra para o solvente. Adicionalmente, trata-se de um método versatil
relativamente ao solvente utilizado (por exemplo, 4gua, acetona, etanol ou metanol), podendo

ser aplicado em diferentes situagdes.®

[.2.4 Métodos de doseamento de compostos bioativos

Sendo as microalgas ricas numa enorme diversidade de compostos bioativos, como referido
anteriormente, a presente Sec¢do engloba uma breve contextualizacdo sobre as técnicas
utilizadas para o doseamento dos pigmentos, hidratos de carbono totais, #(1,3)-D-glucanos,
polissacaridos (sulfatados, acidos e totais), proteinas, compostos fendélicos e compostos

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

Ao longo das Ultimas décadas, as microalgas tém vindo a ser procuradas como uma fonte
promissora de clorofilas e carotenoides em diversas industrias. Estes sao pigmentos naturais,
destacando-se entre as suas fontes biol6gicas as microalgas pelo seu rapido crescimento,
elevada eficiéncia fotossintética, producao de metabolitos e baixa emisséo de gases de efeito
de estufa. S&o, geralmente, classificados em varios tipos estruturais: tetrapirrdis,

carotenoides, flavonoides, curcuminoides, betainas, entre outros.?®

Os pigmentos que se encontram em maior quantidade nas microalgas sdo os tetrapirrois e 0s
carotenoides. Os tetrapirrois sdo, por sua vez, os pigmentos mais abundantes nos organismos
vivos de forma geral, incluindo as clorofilas, o citocromo C, a vitamina Bi2 e a coenzima F430,
gue estdo associados a um largo gradiente de cores (incluindo vermelho, amarelo, verde, azul
e roxo), bem como a étimas propriedades antioxidantes, anticancerigenas e antimutagénicas,
revelando um excelente potencial a nivel de aplicagbes biologicas. Dentro dos tetrapirrois,
destacam-se as clorofilas, responsaveis ndo sé pela cor verde das plantas, como também

pela fotossintese.?’

Por outro lado, os carotenoides sdo compostos associados a recolha de luz e a fotoprotecao
sendo, por isso, sintetizados por todos os organismos fotossintéticos. S&o constituidos por
uma cadeia principal isoprenoide de quarenta a&tomos de carbono, responsaveis por varias
coloracdes entre o amarelo e o vermelho. Estes pigmentos podem ser divididos em dois
subgrupos: os carotenos formados por carbono e hidrogénio, sem oxigénio, como 0 a-
caroteno e o 3-caroteno, e as xantofilas, que contém oxigénio, incluindo moléculas como a
luteina, zeaxantina e violaxantina. As aplicagfes dos carotenoides estdo direcionadas para a
biotecnologia, como antioxidantes, para a industria alimentar, como corantes, e para as

indUstrias cosmética e farmacéutica.?®?°

O método utilizado com maior frequéncia para a quantificacdo do teor de pigmentos numa
amostra foi descrito por Lichtenthaler et al.?® em 1987, baseado na determinagdo de
coeficientes de absor¢éo especificos a determinados comprimentos de onda associados aos
pigmentos. Por sua vez, sdo aplicados a equacGes matematicas caracteristicas do solvente

utilizado na extracdo dos pigmentos.

[.2.4.2. Métodos colorimétricos

Devido a sua especificidade, elevada sensibilidade e eficiéncia, os métodos colorimétricos

sdo considerados dos mais eficazes para a detecao de biomoléculas, como é o caso dos
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compostos presentes nas microalgas. Sao de facil aplicacdo e tém por base procedimentos

simples que permitem uma andlise rapida e visualmente clara.®

O método colorimétrico descrito como mais eficaz, facil e fiavel para a determinagéo do teor
de hidratos de carbono é o método do fenol-acido sulftrico, desenvolvido por Dubois et al.3!
em 1956 e otimizado por Masuko et al.*> em 2004. O seu principio de funcionamento reside
na desidratacdo dos hidratos de carbono a derivados de furfural aguando da reagdo com o
acido sulfurico. Posteriormente, a reagdo dos derivados de furfural com fenol forma complexos
de cor acastanhada que absorvem luz na regido do visivel (Aas = 490 nm), permitindo

guantificar o teor de hidratos de carbono presente numa amostra.

Os f(1,3)-D-glucanos sdo um dos tipos de polissacaridos que tém, ao longo dos anos,
despertado a atencdo da comunidade cientifica pelos seus varios beneficios a nivel da saude,
nomeadamente as suas fung¢des hipoglicémicas, imunomodeladoras, antibacterianas e
antitumorais. Estes compostos existem em abundancia em vérias espécies de cogumelos,
bactérias e algas®:. Desta forma, a quantificacdo destes composto com estrutura em tripla
hélice é conseguida especificamente utilizando o corante Congo red, cuja interacao especifica
com os f5-(1,3)-D-glucanos é detetada pelo desvio batocrémico de 488 para 516 nm (> 20 nm)

através de espetrofotometria de UV-Vis. 343

Os polissacéaridos sulfatados sdo compostos comuns em varias espécies de microalgas,
podendo desempenhar diversas funcdes, como formar involucros de mucilagem que
proporcionam uma protegéo para estes microrganismos face a alteragdes ambientais bruscas
e adversas, através do aumento do teor em acidos urénicos, sulfatos e fucose aquando
situacdes de stress. Para além disso, os grupos carboxilo e sulfato presentes nestes
polissacaridos permitem a desintoxicacdo provocada pelos metais pesados.! O estudo deste
tipo de polissacéridos direciona-se, assim, para a sua aplicacdo na industria farmacéutica e

alimentar, na medicina regenerativa e na agricultura.3-3’

Dada a relevancia destes compostos a sua quantificacdo e caracterizagdo € de extrema
importancia. Hahn et al.®® reportaram um método colorimétrico baseado na afinidade entre a
carga cationica de corantes as regides de ligacdo aniénicas de hidrocoléides, levando a
mudanga de cor. Por conseguinte, o corante utilizado foi o azul de toluidina, observando-se

um decréscimo da absorvancia monitorizada a 632 nm.

Dentro da classe dos polissacaridos, € também possivel quantificar os polissacaridos acidos
através do método do carbazol-acido sulfirico descrito por Bitter et al.*® e, mais tarde,
otimizado por Cesaretti et al.,*° que tem por base a adicdo de acido sulfirico concentrado a

uma amostra, seguido da adicdo de carbazol. Sob o aumento da temperatura, a mistura
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reacional adquire uma cor avermelhada resultante das reacdes de desidratacéo e de hidrélise

que decorrem. Uma vez concluida a reacéo, a absorvancia é medida a 525 nm.*

O método de Bradford, ou o método de ligacdo do Azul de Coomassie, desenvolvido por
Bradford et al.*> em 1976, é amplamente conhecido na comunidade cientifica como um
procedimento de facil execucéo e sensivel a detecdo de proteinas, relevante pela abundancia
destas biomoléculas em todos os sistemas biol6gicos.*® Este método baseia-se nas duas
coloracdes associadas ao reagente Azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250), que
transita de uma tonalidade avermelhada em meio acido, para azul perante a ligacao do
corante ao grupo amino das proteinas. O complexo formado apresenta um elevado coeficiente
de extingdo e permanece disperso em solu¢ao aquosa durante ca. uma hora, apresentando

uma elevada sensibilidade.*

Os compostos fendlicos séo considerados metabolitos secundarios, produzidos em
abundéancia em varios processos fisioldgicos das plantas, assim como das algas, permitindo
gue estes seres vivos se adaptem a condi¢des de crescimento adversas. A sua concentracao
depende de fatores externos, como o tipo de habitat, a estacdo do ano, a disponibilidade de
luz e nutrientes e a salinidade.*® A quantificacdo destes compostos é normalmente realizada
de acordo com o método de Folin-Ciocalteau, onde € produzido um cromdforo azul (com
absorcdo maxima a 765 nm) quando ocorre uma reacao de oxidacdo-reducdo entre o
reagente de Folin-Ciocalteau e a amostra, levando a que este seja reduzido e assuma nova

tonalidade.*®

Entre os mais de 10 000 tipos de compostos fendlicos naturais, encontram-se também os
compostos flavonoides, cuja concentracao total numa amostra €, habitualmente, determinada
através do método colorimétrico do cloreto de aluminio, desenvolvido originalmente por Christ
et al.*” em 1960. Este método baseia-se na utilizacéo de Al(lll) como um agente complexante,
formando complexos quelantes de Al(lll)-flavonoides, ja que o facto de possuirem varios
grupos oxo- e hidroxilo concede aos flavonoides uma elevada afinidade a ibes metalicos, com

absorcdo maxima a ca. 510 nm.*

[.2.4.3. Quantificac&o de lipidos

A semelhanca do referido anteriormente, as microalgas possuem a capacidade de produzir
grandes quantidades de lipidos, tornando-as uma promissora fonte de energia sustentavel
para a producdo de biodiesel. Entre os diferentes tipos de lipidos presentes na composicao
das microalgas, em particular da C. vulgaris, constam glicolipidos, hidrocarbonetos,

fosfolipidos e acidos gordos livres, que sao sintetizados pelos cloroplastos e integram a

13



parede celular e as membranas dos organelos, possuindo também uma funcédo estrutural.
Devido & sua abundancia na composicdo da biomassa e as suas vantajosas potenciais
aplicacles, a extracao eficiente de lipidos tem vindo a ser alvo de estudo pela comunidade

cientifica.54°

7

A extracdo continua em Soxhlet, descrita por Silva et al.,’® é considerada uma técnica
convencional simples, que tem por base a realizacdo de ciclos sucessivos de condensacao e
refluxo do solvente, enquanto a biomassa permanece em contacto com 0 mesmo,
aumentando o rendimento da extracdo. Embora o sistema de refluxo permita a reducéo da
quantidade de solvente utilizada, esta € ainda significativamente superior ao desejavel. Esta
abordagem envolve o uso de solventes téxicos e um longo tempo de extracdo, o0 que constitui

uma desvantagem para o método.>!

Alternativamente, com o desenvolvimento tecnolégico e dos métodos analiticos, o método do
SPV (sulfofosfovanilina) descrito por Anschau et al.>? surge como uma técnica mais inovadora,
gue requer quantidades muito reduzidas de extrato para a quantificacdo destes compostos.
Esta reacao decorre em duas etapas distintas, onde a amostra reage, inicialmente, com acido
sulfarico concentrado, proporcionando a formacgéo de ies de carbono relativamente estaveis.
Posteriormente, é adicionada a vanilina levando ao aparecimento de um cromdéforo rosa, com

absorvancia maxima a ca. 530 nm.

1.3. NANOMATERIAIS DE CARBONO

Os nanomateriais de carbono (NMsC) séo particulas microscopicas, cujo tamanho varia entre
1 e 100 nm e cujas excelentes propriedades Gticas, baixa toxicidade e boa biocompatibilidade
tem vindo a atrair a atencdo da comunidade cientifica. Estas carateristicas tém motivado a
sua aplicagédo em diferentes areas, nomeadamente a nivel medicina, cosmeética, farmacéutica,

energia e alimentacéo.>3%

Incluidos na classe dos NMsC, destacam-se os pontos de carbono (PsC), descobertos em
2004 por acidente por Xu et al.>® aquando da purificagdo de nanotubos de carbono de parede
Unica. Os PsC caracterizam-se pelo seu tamanho inferior a 10 nm, a sua morfologia quasi-
esférica e excelentes propriedades 6ticas (e.g. intensa fluorescéncia, geralmente na regiao
do azul e elevada fotoestabilidade), bem como a sua boa solubilidade em meio aquoso,
facilidade de funcionalizagdo superficial, inércia quimica, baixa toxicidade e elevada

biocompatibilidade.>*%®
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Este tipo de nanomateriais pode ser classificado em trés categorias: pontos quéanticos de
grafeno (PQsG), nanopontos de carbono (NPsC) e pontos de polimero carbonizado (PsPC),
como é exemplificado na Figura |.2. A maioria dos PsC é normalmente constituida por um
nucleo de carbono com hibridagtes sp?/sp® contendo grupos funcionais na sua superficie,
sendo a sua composi¢ao estrutural dependente do método de sintese e da natureza da fonte
de carbono. O método de sintese pode também ter influéncia sobre os grupos funcionais a
superficie dos nanomateriais o que, por sua vez, é relevante no que diz respeito ao seu campo
de aplicacao, seja a nivel da bioimagiologia, sensores biolégicos, dispositivos optoelectronicos

ou detetores de explosivos, entre outras.>4°¢-%7

Pontos de Carbono (PsC)

Pontos de Polimero Carbonizado (PsPC)

Figura I.2 — Diferentes tipos de PsC. Adaptado de Sun et al.®

E de salientar que os pontos de carbono se evidenciam entre os restantes nanomateriais pela
sua vertente ecoldgica, nao so6 pela facilidade do processo de sintese e pelo facto de poderem
ser sintetizados a partir de precursores organicos, mas também por serem uma alternativa
aos pontos quanticos baseados em metais toxicos (como os PQsG, 6xidos metalicos e pontos
guanticos inorganicos), que possuem um efeito prejudicial a nivel da satde humana e do meio
ambiente.®® Destacam-se os PsC obtidos a partir de matérias-primas sustentaveis, como é o

caso dos residuos alimentares, plasticos de uso Unico ou subprodutos da industria.>®
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1.3.1 Métodos de Sintese

A estratégia adotada para a sintese de PsC tem uma grande influéncia nas carateristicas dos
nanomateriais obtidos, nomeadamente a nivel das suas propriedades fisicas e quimicas. Para
além do método de sintese, também a fonte de carbono e o agente de funcionalizagédo da
superficie ttm um impacto nas propriedades destes compostos.*® A sintese de PsC engloba

duas estratégias principais, a metodologia “top-down” e a “bottom-up” (Figura 1.3.).

ESTRATEGIA “TOP-DOWN” Oxidagio ESTRATEGIA “BOTTOM-UP”

;pggﬁlucose
5, A

Lisina & Acido citrico

é

Residuos

Ultrassons

Nanotubo Fulereno

Ablagio a laser

Estruturas de carbono - L - Pequenas moléculas organicas
Eletroquimica Irradiagdo por micro-ondas

Figura |.3 - Estratégias de sintese de PsC, top-down e bottom-up. Adaptado de Tesa et al.?° e
Pathak et al.®*

[.3.1.1. Métodos top-down

A abordagem top-down envolve a preparacdo de PsC a partir de materiais de partida, como
a grafite, nanotubos de carbono ou grafeno, sob condi¢fes fisicas ou quimicas especificas.
Sao exemplos destes métodos a ablacdo a laser, a oxidacdo quimica e elétrica, a descarga
de arco e a sintese por ultrassons, partindo todos do mesmo principio, que consiste em
guebrar estruturas de carbono de maior tamanho em por¢des progressivamente menores, até
atingir as dimensGes nanométricas desejadas. Apesar de adequada para a producdo em
massa de PsC, uma das desvantagens desta estratégia reside no longo tempo de
processamento, bem como na utilizagdo de materiais de partida e equipamentos

dispendiosos.5361.62

No método de descarga de arco, os PsC séao sintetizados a partir de fuligem de nanotubos de
carbono, como no estudo realizado por Madhurima et al.,®® onde foram preparados PsC com
propriedades de adsorcéo a corantes organicos. Jumardin et al.® estudaram a sintese através
de ablacao a laser, onde macromoléculas organicas mais complexas (neste caso, foi utilizado
ch& como precursor) sdo submetidas a radiagéo laser, libertando particulas de carbono de

escala nanométrica a partir da estrutura “mae", que foram empregues em imagiologia. Ja os
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métodos eletroquimicos envolvem o tratamento de nanotubos de carbono ou grafite em
solucBes especificas para preparar os PsC através de um processo eletrolitico, como € o caso
dos nanocristais fluorescentes preparados por Zhou et al.®® a partir de nanotubos de carbono

de multiplas camadas.

Qualquer um destes métodos é eficaz para produzir estes nanomateriais com boas
propriedades fotoluminescentes e tamanhos controlados, adequados para diversas

aplicacGes analiticas e bioldgicas.>¢52

[.3.1.2. Métodos bottom-up

O principio de funcionamento da estratégia bottom-up para a sintese de pontos de carbono
reside na polimerizacao de precursores organicos, através da sua carbonizagdo ou pirolise.
Entre estes precursores organicos, sao exemplos glucose, sacarose e acido citrico, que
sofrem carbonizacdo por processos como a deposi¢do quimica em vapor, tratamento por
plasma, irradiacdo assistida por micro-ondas, tratamento hidrotérmico com aquecimento
convencional ou fusdo quimica gradual, que geram pontos de carbono com uma composicéo

heterogénea de atomos de carbono sp? e sp?.536

Este método permite um elevado grau de controlo no processo de sintese, sendo conhecido
pela sua capacidade de sintetizar PsC com propriedades e estruturas especificas, oferecendo
uma alternativa versétil e precisa para o design destes nanomateriais para determinadas

aplicacdes incluindo a biomedicina e a nanotecnologia.>*!

Embora os materiais de carbono sejam, idealmente, os mais adequados para a sintese de
pontos de carbono em macroescala, o uso de quantidades substanciais de agentes oxidantes
(4cidos fortes) e energia, pode conduzir a obtencao de produtos dispendiosos e implicacdes
a nivel ambiental. Desta forma, moléculas baseadas em biomassa sao alternativas
sustentaveis, uma vez que este recurso possui uma ampla diversidade, vasta disponibilidade,

facil processamento e potencial para sintese em grande escala.®®

Assim, é cada vez mais frequente a utilizacdo de fontes de carbono alternativas como
precursores para a sintese bottom-up de PsC. Nos ultimos anos, foram reportadas diferentes
abordagens para a preparacdo destes nanomateriais, utilizando como materiais de partida
residuos agroalimentares e agroindustriais, como polpa de bagaco da cana do acUcar, casca
de banana, residuos de cha, cascas de amendoim, borra do café e até aguas residuais da

inddstria do azeite.57-"1
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Athika et al.”? preparam PQsC a partir de leite desnaturado para a sua utilizacdo como sondas
fluorescentes seletivas e sensiveis a presenca do ido Cré*. Paralelamente, e com o objetivo
de detetar o mesmo ido, foram sintetizados por Tai et al.”® PsC luminescentes a partir de

cascas de camarao.

Por outro lado, a biomassa de microalgas tem vindo a ser explorada como uma excelente
fonte de carbono para a sintese de PsC. Estes organismos estdo associados a diversas
vantagens para além da sua disponibilidade no meio ambiente, como facil manuseamento,
possibilidade de sintese a baixas temperaturas com maior eficiéncia energética, menor
toxicidade, menor risco para o ambiente e maior biocompatibilidade.” Chatzimitakos et al.”
sintetizaram NPsC a partir da microalga Dunaliella salina para a preparacao de filtros de
protecdo solar, demonstrando boa absor¢éo de radiagdo UV e ndo apresentando toxicidade
em células eucariotas. Paralelamente, ja foram também realizados estudos para a sintese de

PsC recorrendo as espécies Chlorella sorokiniana™ e Porphyridium cruentum.””

1.3.1.3. Funcionalizagcdo Superficial

A funcionalizagdo da superficie contribui para o aperfeicoamento das propriedades Gticas e
da estabilidade destas nanoparticulas, influenciando as suas propriedades de absorcéo e
emissdo.®? O processo de modificacdo da superficie depende dos precursores utilizados e
das condi¢cbes da reacgdo, levando, consequentemente, a diferencas cruciais ao nivel das
propriedades fotofisicas dos PsC.”®"° Os grupos polares carboxilo, hidroxilo ou amino s&o os

grupos superficiais mais comuns neste sentido.

Os pontos de carbono nao funcionalizados possuem algumas desvantagens face aos PsC
superficialmente modificados, podendo apresentar baixos rendimentos quéanticos de
fluorescéncia e reduzida biocompatibilidade, diminuindo o seu potencial para aplicacées ao
nivel da imagiologia. Por outro lado, a auséncia de grupos especificos a superficie destas
nanoparticulas pode interferir na interacdo com moléculas-alvo, impedindo a sua utilizacdo
como biossensores. Assim, é necessario aprimorar ndo s6 o processo de sintese, como
também a funcionalizacdo da superficie, permitindo a preparacao de PsC com propriedades

especificas e com potencial para diversas aplicagées.®

As abordagens de sintese que tém por base rea¢des quimicas, como a modificagcéo covalente,
sdo desejaveis por permitirem um melhor controlo do tamanho, passivacao da superficie e
propriedades fisicas das particulas. Por outro lado, a funcionaliza¢do ndo covalente baseia-

se nas interagbes m ou nas forcas Van der Waals entre pontos de carbono e reagentes
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modificados. Estas ndo s6 possuem um menor impacto sobre a estrutura dos PsC, como

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

Desta forma, um dos métodos mais simples para a funcionalizacdo da superficie é a
modificacdo covalente, permitindo a formacéo de ligagdes entre grupos funcionais reacionais
(grupos carboxilo, hidroxilo ou amino) e os grupos redutores na superficie dos PsC.8! As
operacdes de passivacao incluem normalmente a formagéo de uma fina camada isolante, pela
ligacdo de polimeros organicos, como PEG, a oxidacé@o da superficie com acidos fortes e a
funcionalizagédo dos PsC oxidados com sais inorganicos (ZnO ou ZnS) ou heterodtomos (S ou
N).82 A passivacdo dos nanopontos de carbono permite, em muitos casos, varias aplicacées

biol6égicas, nomeadamente a imagiologia in vivo.

1.3.2 Propriedades Fotofisicas

De uma forma geral, os PsC apresentam absorcéo 6tica na regido do ultravioleta, com duas
bandas distintas a 260-300 nm e 300-360 nm, associadas a uma cauda que se estende para
a regido do visivel. A presencga destas bandas no perfil de absorcéo é atribuida as transi¢coes
n—n* das ligacdes C=C da rede de carbono, a 260-300 nm, e n-r* das liga¢cdes C=0, a 300-
360 nm. Considera-se ainda que a zona do espetro que se estende para a regido do visivel

tenha origem nos grupos funcionalizados a superficie dos PsC.5883-8

A fluorescéncia destas nanoparticulas é, possivelmente, a propriedade fotofisica que mais se
destaca, existindo uma clara dependéncia entre o comprimento de onda de emisséo e a
intensidade de fluorescéncia. Para além disso, esta propriedade é ainda dependente da
funcionalizagdo superficial, podendo ser sintonizada de acordo com as caracteristicas e
aplicacdes que se pretendem para os PsC.% O perfil de emissédo destes nanomateriais atinge
0 seu maximo na gama espectral entre o azul e o verde, embora continue incerto se esta
dependéncia se deve a selegdo Otica de nanoparticulas de diferentes tamanhos ou a

existéncia de armadilhas de superficie.®

A origem das propriedades fotoluminescentes dos PsC tem vindo a ser, ao longo do tempo,
associada a diferentes mecanismos. Embora ndo exista na literatura um consenso em relacao
a este assunto, considera-se que fatores como o efeito de confinamento quantico e a
influéncia do estado de superficie (dopagem, funcionalizacéo, interacdo com o solvente e pH),
influenciam as propriedades luminescentes destes nanomateriais.®®® A variedade das
propriedades fotoluminescentes destas nanoparticulas é vasta e revela a complexidade da

estrutura eletrénica das mesmas, salientando a possibilidade de desenvolver PsC com
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propriedades especificas, desejadas para determinadas aplicacdes, através de alteractes

quimicas.®’

Alguns PsC apresentam fotoluminescéncia dependente da excitacdo, o que implica que o
comprimento de onda de emissdo varie com o comprimento de onda de excitacdo. Este
comportamento é frequentemente associado a presenca de diferentes pontos de emisséo ou

estados de superficie variados dentro das nanoparticulas.®-8’

O principio subjacente a fluorescéncia envolve a excitacao dos atomos pela irradiacéo de luz,
levando a que os eletrbes que orbitam em torno do seu ndcleo transitem do estado
estacionario 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
estao intimamente ligadas ao seu comportamento sob irradiacdo, passando por um processo
de separacéo de cargas aquando da exposi¢éo a luz. Sob a luz UV ou visivel, os pontos de
carbono exibem, tipicamente, uma fotoluminescéncia azul, embora a cor emitida possa variar

consoante os precursores utilizados, a funcionalizacéo superficial e o método de sintese.>°87:88

A fluorescéncia dos PsC depende ainda do estado molecular, determinado apenas pelas
moléculas luminescentes agregadas a superficie ou ao interior das nanoparticulas.®%% A sua
emissao inclui estados intrinsecos, estados de defeito e estados moleculares, sendo os dois
primeiros nao sensiveis ao solvente, enquanto as emissdes dos estados moleculares
possuem uma elevada sensibilidade ao ambiente envolvente, nomeadamente & interagcdo

entre solutos e solventes.®:

Por outro lado, foi demonstrado que a fluorescéncia dos PsC pode estar dependente do seu
tamanho. Li et al.®2 estudou a sintese de pontos de carbono de diferentes tamanhos através
de um método eletroquimico assistido por metais alcalinos, concluindo que as propriedades
fotoluminescentes dos mesmos estavam intimamente relacionadas com as suas diferentes
dimensfes, pelo que as particulas menores emitiram luz UV, as particulas de tamanho
moderado emitiram luz visivel e a emissdo das particulas de maior tamanho incidiu na zona

dos infravermelhos.

A emissividade destas particulas pode ser quantificada pelo rendimento quéntico de
fluorescéncia (®r), que consiste no numero de fotdes emitidos relativamente ao nimero de
fotGes absorvidos. Os valores de @« variam, tipicamente, entre ca. 8-22 %.%-% Desde a sua
descoberta, tem vindo a ser possivel obter rendimentos quéanticos de fluorescéncia mais
elevados, motivados pela modificacdo ou passivacao da superficie, alteracao das condicdes

de sintese e utilizacdo de diferentes precursores.®?
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Para além de excelentes propriedades de fluorescéncia, outra caracteristica distintiva dos PsC
€ a sua otima fotoestabilidade, maioritariamente devido ao seu centro fotoluminescente de

carbono e a sua interagdo com os grupos quimicos a superficie.

[.3.3 Biocompatibilidade e Bioatividade

Quando comparados a outros nanomateriais fluorescentes, como os PQsC, os pontos de
carbono destacam-se pela sua biocompatibilidade e auséncia de toxicidade, tornando-os mais
adequados para aplicacdes no campo da salde.®°” A biocompatibilidade refere-se a
capacidade de um biomaterial desempenhar a sua funcdo sem provocar efeitos toxicos ou
prejudiciais nos sistemas bioldgicos, mas produzindo uma resposta adequada do hospedeiro

num caso especifico.®®

A biocompatibilidade € um dos requisitos obrigatérios na avaliacdo e desenvolvimento de
materiais para utilizacdo em diferentes areas, nomeadamente produtos meédicos e a sua
aplicacdo em organismos vivos. A avaliagdo da biocompatibilidade tornou-se obrigatéria e foi
incluida em paralelo & avaliagdo das propriedades mecanicas, fisicas e quimicas destes
materiais.®® A avaliacdo bioldgica dos biomateriais inclui um vasto espetro de testes in vitro e
in vivo relacionados com a citotoxicidade, genotoxicidade, pirogenicidade, sensibilizacéo,
hemocompatibilidade, imunotoxicidade, carcinogenicidade, implantacdo e degradacéo, tal

como especificado em diferentes normas internacionais.®%1%

Atualmente, o conceito de biocompatibilidade inclui ndo sé a bio-inércia, mas também a
biofuncionalidade e a bioestabilidade. A elevada biocompatibilidade e as propriedades
funcionais sé@o altamente desejaveis para os novos biomateriais.®® Assim, qualquer material
bioativo que se destine a ser utilizado numa aplicacdo de tecnologia médica deve “dirigir de
forma benéfica e adequada as interacfes entre o dispositivo e 0 sistema hospedeiro através
da modulagéo da atividade bioldgica”. Este processo deve ser intencional (ou seja, por
concecgdo e ndo por acaso), o que implica que as interagbes com o hospedeiro sejam bem

compreendidas.'®!

[.3.3.1. Citotoxicidade

Como referido anteriormente, a avaliagdo da citotoxicidade de PsC tornou-se um dos estudos
mais importantes a realizar de forma a perceber a aplicabilidade dos mesmos a nanomedicina.
Embora o seu potencial a nivel destas aplicacdes possa ser amplo, é necessario considerar

0S riscos que estas nanoparticulas possam implicar aos sistemas bioldgicos.
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Para ser aprovado num teste de citotoxicidade in vitro, um produto ou dispositivo ndo pode
provocar a morte das células nem afetar as suas funcdes celulares. Os efeitos citotoxicos
podem comprometer a viabilidade celular quando provocam danos celulares intensos,
condicionando a integridade estrutural e/ou metabdlica 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 ocorréncias, como a sua lise, inibicdo

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

Desta forma, a citotoxicidade in vitro € frequentemente avaliada recorrendo ao método do sal
tetrazolio amarelo, MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), devido a
sua rapidez e praticidade. Este método permite a medi¢do da atividade metabdlica das células
através da determinacdo do numero de células em proliferagdo apos a aplicacdo dos
nanomateriais, baseando-se na clivagem do sal para formar formazona cuja concentracdo &

proporcional ao nimero de células vivas.'®®

A literatura reporta diferentes estudos que corroboram o caracter ndo-téxico dos pontos de
carbono, como é o caso de Chouzende et al.,’” 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 ndo-tumorais de
fibroblastos embrionarios (NIH-3T3), onde nao verificaram efeitos tdxicos contra células
animais estudadas. Para a linha celular S180, verificou-se ainda que a viabilidade celular se
manteve entre 80-100 %, comec¢ando a decrescer apenas a concentragées acima de 2 x 10°
pug mLL.”” Foram também reportados resultados relativos a sintese de PsC utilizando a polpa
de bagaco da cana-de-aglcar como precursor, apresentando uma citotoxicidade
extremamente baixa perante células de adenocarcinoma do pulmdo humano, com uma
viabilidade celular ca. 90 % até concentracdes de 100 ug mL* e apés 48 h de incubacéo.*
Adicionalmente, PsC preparados a partir de aguas residuais de producdo de azeite foram
testados contra linhas celulares de fibroblastos de rato (L929) e do colo do Gtero de Henrietta
Lacks (HeLa), demonstrando elevadas taxas de viabilidade celular até concentracdes de PsC
de 5 x 102 ug mL2.70

A citoxicidade in vivo requer o estudo das interacdes entre as nanoparticulas e os diferentes
componentes celulares das estruturas dos tecidos num determinado 6rgéo e a sua interacao
com a matriz extracelular.®® Assim, é possivel testar os PsC num sistema biol6gico de maior
complexidade, bem como avaliar outras propriedades como a via de administragao,
biodistribuicdo, biodegradacao, disposicdo a longo prazo e inducdo de defeitos a nivel do

desenvolvimento.1%*
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O peixe-zebra, Danio rerio, € um organismo modelo utilizado com frequéncia nestes ensaios
devido & semelhanca do seu genoma e do seu metabolismo com o humano. O seu rapido
desenvolvimento embrionario ex-utero e curto tempo de geracdo, assim como a elevada
fecundidade da espécie e transparéncia 6tica, apresentam-se como vantagens face a outros
animais vertebrados.'® A Artemia salina é também uma alternativa bastante utilizada, sendo
considerada um dos organismos mais adequados para testes toxicolégicos devido a sua
rapidez, disponibilidade e baixo custo associado a realizacdo dos ensaios. Os ovos deste
microcrustdceo possuem uma elevada taxa de eclosdo e sdo de facil acesso, por serem
facilmente encontrados em locais de venda ao publico. Para além disso, o facto destes
organismos nao possuirem corda dorsal faz com que estejam isentos de autorizacao por parte

de centros éticos, destacando-se com uma alternativa mais viavel que o uso de roedores. 105106

Dias et al.1* estudaram a biocompatibilidade de PsC sintetizados a partir de frutas, realizando
ensaios in vivo com embrides de peixe-zebra, tendo verificado que as nanoparticulas
apresentavam toxicidade a partir de concentracdes superiores a 1.5 mg mL?, ndo se
observando quaisquer defeitos de desenvolvimento em fases iniciais da embriogénese.
Contudo, este estudo concluiu que os PsC poderiam influenciar a coordenagdo neuro-motora
do peixe-zebra em estégios iniciais de vida, uma vez que demonstraram alteracdes nos seus
padrdes de natacdo, movimentos espontaneos e ritmo cardiaco. Para o efeito, foram utilizadas
diferentes frutas como precursores e foram obtidos diferentes resultados para cada tipo de
PsC, permitindo concluir que a resposta toxica depende do material de partida e do método
de sintese.'* Outra espécie de peixe frequentemente utilizada como organismo modelo é a
Poecilia reticulata (vulgarmente designada por guppy). Num estudo realizado por Jiang et
al.!” no qual foram incorporados nanopontos de carbono na alimentagdo destes seres vivos,
foi possivel observar através de microscopia a aquisi¢cao de fluorescéncia apds a ingestéo de

comida contaminada com PsC.

Em 2021, Cong et al.1% sintetizaram nanopontos de carbono a partir de carne de pato assada,
utilizando Caenorhabditis elegans (verme nematdédeo que vive em ambientes temperados)
como organismo modelo. Os PsC foram integrados na alimentagdo dos nematddeos,
verificando-se que o tratamento com concentracdes até 15 mg mL™* ndo provocaram a sua
morte durante 24 h. Foi observada elevada fluorescéncia de cor azul na zona do intestino dos
organismos que ingeriram as nanoparticulas, detetando-se apenas uma fraca
autofluorescéncia naqueles que ndo as ingeriram, sugerindo que a forma de administracédo

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

Y BN

Uma das maiores ameacgas a seguranca alimentar e a salde humana sdo bactérias
resistentes a antibioticos, constituindo um problema global crescente nas Ultimas décadas.
Para além de serem conhecidos pela sua baixa toxicidade in vitro e in vivo, 0s nanopontos de
carbono tém revelado igualmente um forte potencial antimicrobiano. Quando excitados, os
PsC produzem espécies reativas de oxigénio (ROS), responsaveis pela inibicdo do
crescimento ou pela morte de microrganismos através da disrupc¢ao da parede ou membrana
celular bacteriana e, consequentemente a sua penetracdo, levando o organismo a uma
condicao de stress oxidativo, bem como a danos oxidativos em &cidos nucleicos, proteinas e

outros compostos intracelulares. %1%

Assim, estas nanoparticulas podem adsorver as paredes celulares bacterianas através de
difusdo ou interagbes eletrostaticas, sendo que o efeito eletrostatico leva ao isolamento
biologico de bactérias em crescimento, prevenindo a sua proliferagdo. Por outro lado, podem
também inibir a formag&o de biofilmes bacterianos, levando a 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 ligacdes ndo-covalentes, promovendo a alteracdo da estrutura dos acidos

nucleicos e levando a separacgdo da dupla-hélix de DNA.1°

Barata et al.!'! avaliaram as propriedades antibacterianas de PsC sintetizados a partir de
residuos da indlstria do tomate contra bactérias Gram-negativas (Escherichia coli) e Gram-
positivas (Staphylococcus aureus), utilizando a técnica de suscetibilidade a difusdo em disco,

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

Por outro lado, Song et al.**? sintetizaram PsC a partir do fumo do tabaco, procurando analisar
a sua atividade antibacteriana contra as mesmas espécies bacterianas referidas
anteriormente, observando que a incubacgéo destas bactérias com uma solugéo de 1000 ug
mL* de PsC durante 6h proporcionou o encurtamento das células dos microrganismos,
indiciando inibicéo celular. Observaram ainda a adeséo dos PsC a superficie bacteriana por
atracao eletrostatica gracas a carga positiva das nanoparticulas, medida através do potencial
zeta. Assim, dado o tamanho reduzido dos PsC, estes tém 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.'*® reportaram a sintese de PsC a partir de quitosano e etilenodiamina, bem como
a avaliacdo da sua atividade antibacteriana, revelando valores de concentragdo minima
inibitéria (MIC) de 10 yg mL*? para S. aureus e 50 ug mL? para E. coli. Paralelamente,

estudaram a estirpe de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), para com a
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gual as nanoparticulas apresentaram uma eficiéncia antibacteriana elevada, com valores de
MIC de 10 pg mL™.

[.3.3.3. Atividade Antioxidante

Perante um desequilibrio entre moléculas oxidativas e antioxidativas, podem verificar-se
situacBes de stress, implicando problemas fisiolégicos. Assim, as moléculas antioxidantes
podem prevenir ou até mesmo inibir este tipo de situacdes, pelo que a avaliacdo da atividade

antioxidante de um determinado composto é de extrema importancia.'4

O método do radical ABTS (Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) &
frequentemente utilizado para quantificar a capacidade antioxidante de compostos, tendo sido
inicialmente proposto por Miller et al.''® em 1993 e otimizado por Re et al.'*® O principio de
funcionamento deste método reside na interagdo entre um antioxidante e um radical ABTS".
A molécula de ABTS apresenta-se como incolor no seu estado natural. Quando oxidada, na
presenca de persulfato de potassio, assume uma coloracdo azul-esverdeada. Por
conseguinte, o radical ABTS tornar-se-4& novamente incolor ao interagir com compostos

antioxidantes, reduzindo-se a sua forma nao-radicalar.t*411’

Roy et al.}*8 reportaram a sintese de pontos de carbono a partir de acafréo e funcionalizados
com enxofre. A capacidade antioxidante destes PsC aumentou com o incremento da sua
concentracdo, embora tenham observado divergéncias entre os PsC com e sem
funcionalizagdo da superficie com enxofre, apresentando valores de 90 e 80%,

respetivamente.

Incluida na avaliagdo da atividade antioxidante, € possivel determinar a capacidade quelante
do ido Fe?* de uma amostra. O ferro € um componente essencial ao corpo humano e a muitos
outros organismos vivos, podendo, no entanto, ser téxico quando em excesso, pelo que a sua
concentracdo deve ser regulada. As consequéncias associadas ao excesso de ferro
conhecidas até agora englobam danos associados a producéo de radicais livres, implicando
efeitos secundérios a todo o organismo, como disfungfes cardiacas, endocrinolégicas e
hepaticas. Consequentemente, agentes quelantes de ferro tém vindo a ser incorporados nos
cuidados médicos de forma a diminuir o impacto da toxicidade do ferro na saude dos
pacientes, ja que estes compostos formam complexos com os ides de Fe?*, impedindo a sua

ligacdo a radicais livres de oxigénio.119.120

A determinacao da capacidade quelante de uma amostra é realizada recorrendo a ferrozina,
composto com o qual o ido Fe?* forma um complexo de cor avermelhada. Perante a presenca

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

descrito por Decker et al.*?* em 1990.

Num estudo realizado por Li et al.'?2 em 2018, foram utilizados como precursores para a
sintese de PsC os produtos da reacdo de Maillard, também conhecida como a reacdo de
escurecimento ndo enzimatico. Verificaram que a capacidade quelante destas nanoparticulas
aumentou com a sua concentracdo, reportando resultados significativamente elevados
quando comparados com o controlo positivo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético),
sugerindo que os iBes metalicos envolvidos na formacao de radicais hidroxilo sédo quelados

pelas nanopatrticulas.

1.3.4 AplicacBes Biomédicas

Dada a vasta versatilidade dos PsC, concedida pelas suas caracteristicas estruturais e
fotofisicas Unicas, esta classe de hanomateriais desperta progressivamente mais o interesse

cientifico e tecnoldgico pelas suas possiveis aplicaces.

Embora o foco deste trabalho sejam as aplicacdes biomédicas, é relevante destacar outras
aplicagdes amplamente utilizadas dos pontos de carbono. Dos véarios exemplos, destaca-se a
sua utilizacao em fotocatalise, processo que consiste na conversao de energia de materiais
promovida pelo efeito sinérgico existente entre fotocatalisadores e a luz, com o objetivo de
acelerar reacdes, como a degradacao de poluentes e a obtencao de hidrogénio a partir da
agua. Também a detecdo de compostos quimicos e bioldgicos é uma funcionalidade comum
destes compostos, motivada pelas suas excelentes propriedades o6ticas, sensibilidade de
fluorescéncia e a capacidade de funcionarem como dadores de eletrBes, permitindo a sua
aplicacdo como sensores. Dentro das suas aplicagcfes gerais, consta ainda a optoelectronica,
visto que, devido as suas propriedades fotoluminescentes os PsC podem ser integrados em

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

1.3.4.1. Imagiologia

A aplicacdo de PsC ao nivel da imagiologia tem vindo a ganhar destaque ao longo das ultimas
décadas, revelando-se uma das aplicacdes mais promissoras destas nanoparticulas devido
nado sO as suas propriedades biolégicas, mas também a sua excelente fotoestabilidade, que
se verifica melhor e mais duradoura do que outros marcadores celulares utilizados

atualmente.5®

26



Em 2013, Ko et al.1® 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 nanoparticulas foram incorporadas com facilidade dentro das
células animais sem funcionalizacao adicional da superficie, observando-se fluorescéncia dos
mesmos sob diferentes comprimentos de onda e filtros de emisséo. Mais recentemente, Wang
et al.1?* reportaram a aplicacdo de PsC a peixes-zebra sintetizados a partir de derivados de
Chlorella spp. Através deste estudo, observaram que as solu¢des aquosas de PsC entre
concentracdes de 0.5 a 2 mg mL* permitiram obter excelentes resultados de imagem por
fluorescéncia. Utilizando a concentracdo mais baixa, a qual se verificava uma menor taxa de
mortalidade relativamente ao grupo de controlo, os autores concluiram que a intensidade de
fluorescéncia dos ovos de peixe-zebra nao aumentou até atingir 96 horas apos a fertilizacao,

enguanto os PsC se acumularam dentro do saco vitelino apés a eclosao.

No que diz respeito ainda a ensaios in vivo, estas nanoparticulas podem também ser aplicadas
a organismos mais complexos, nomeadamente em murganhos, como descrito por Tao et al.}?®
em 2012. Neste estudo, foram administrados PsC obtidos a partir de nanotubos de carbono
recorrendo a injecdes subcutaneas, tendo sido possivel observar sob diferentes
comprimentos de onda de excitagdo a sua incorporagdo no organismo. Verificou-se que as
imagens adquiridas a comprimentos de onda superiores (a partir de 595 nm) foram de melhor
gualidade, embora a fluorescéncia emitida pelas particulas seja inferior. Neste tipo de estudos,
séo selecionados comprimentos de onda superiores devido a uma melhor penetracdo dos
tecidos pelos fotdes, aliada a uma autofluorescéncia do fundo reduzida. E de salientar que
nao foram detetados efeitos tdéxicos 6bvios perante o tratamento dos murganhos com a
solucdo de PsC, revelando um grande potencial para o seu uso em imagiologia como

nanosondas 6ticas.

[.3.4.2. Nanomedicina e Terandstica

Ao longo dos ultimos anos, a nanotecnologia tem sido utilizada como uma ferramenta da
nanomedicina, em particular na prevencgao, diagndstico e terapia oncoldgica. Sabendo que os
métodos convencionais de combate ao cancro provocam efeitos secundarios severos ao
corpo humano, e tendo em conta que muitos dos farmacos utilizados sdo pouco soluveis em
fluidos bioldgicos e rapidamente eliminados do organismo, os PsC surgem como um sistema
de entrega de farmacos, devido a sua Otima biocompatibilidade e biodegradabilidade,

promovendo a prevencdo da degradacéo e eliminagéo do farmaco.'?®
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Zheng et al.*?’ reportaram a sintese de PsC com diversas fun¢des no ambito da terandstica a
partir de um corante de cianina hidrofébico (CyOH) e polietilenoglicol (PEG 8000), cujas
caracteristicas que se destacam sdo a sua excelente fotoestabilidade e forte absorcéo e
emissdo na zona do infravermelho préximo (600-900 nm). Verificaram uma captacao
preferencial em tumores, bem como uma elevada taxa de conversao fototérmica (n = 38.7%),
considerando-se estes PsC como agentes terandsticos ideais para imagiologia de

fluorescéncia na zona do infravermelho préximo 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 expressdo de células
cancerigenas, podendo ser empregues como mediadores terapéuticos. Li et al.l?®
demonstraram que a funcionalizacdo de PsC com &cido hialurénico permitiu a ligagédo
especifica a proteina CD44, que é frequentemente sobre-expressa em varios cenarios de
cancro, como o da pele, do sangue, do pulméo e da mama. Este estudo procurou observar o
efeito anti-tumoral dos PsC, verificando-se uma elevada citotoxicidade para células 4T1 apés

internalizagéo das nanoparticulas.'?812°

Alternativamente, uma aplicacdo vantajosa destas nanoparticulas na area da nanomedicina
baseia-se na sua utilizacdo como sistemas de distribuicdo de farmacos. Varias abordagens
terapéuticas modernas beneficiam da libertacdo localizada e controlada de medicamentos,
pelo que os PsC podem ser utilizados como nanotransportadores destas moléculas. Wang et
al.13° preparam pontos de carbono de estrutura oca a partir de albumina de soro bovino (BSA),
com a capacidade de transportar um farmaco anticancerigeno, verificando-se a rapida
internalizagdo das nanoparticulas em ceélulas A549 e, consequentemente, a libertagcdo do

medicamento no seu citoplasma, mediada pela variacao do pH fisiologico.

Numa perspetiva semelhante, foram desenvolvidos PsC fluorescentes que néo sé funcionam
como um sistema de libertacéo de farmacos, mas também conseguem fazer a distingédo entre
células tumorais e ndo tumorais, tendo por base as diferencas de pH entre os tecidos
saudaveis e os tumorais. Sendo a quimioterapia intravenosa uma abordagem agressiva e que
potencia a ocorréncia de graves complicacdes, estudos demonstraram gque a administracédo
de farmacos por inje¢do direta na massa tumoral pode minimizar a toxicidade sistémica
associada aos mesmos. Assim, a investigacéo desenvolvida por Zeng et al.®3! permitiu testar,
pela primeira vez, a injecdo de PsC combinados com Doxorubicina para o tratamento do
cancro do figado em murganhos, verificando-se uma reducao significante do tamanho da
massa tumoral dos animais que receberam o tratamento, face ao crescimento tumoral

daqueles que nao foram tratados.

28



Devido ao seu elevado rendimento quantico, os PsC podem ainda ser utilizados no
diagnéstico e tratamento de tumores cerebrais, visto terem a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefélica, alcancando assim o sistema nervoso central de forma eficaz e

permitindo a detecéo precoce de patologias cerebrais.**

s

Contudo, é importante salientar que, embora estejam a decorrer diversos estudos com o
objetivo de desenvolver PsC como mediadores terapéuticos através da especificidade com
recetores, considera-se que esta seja ainda uma abordagem associada a varias limitacdes,
nomeadamente o facto de alguns destes recetores se encontrarem ndo s6 em células

tumorais, como também em células normais, podendo ter um efeito negativo na saude.!?

|.3.4.3. Biossensores

Como referido anteriormente, uma das aplicacbes mais comuns destas nanoparticulas de
carbono é a sua utilizacdo para a detecdo de biomoléculas.>® Resultados reportados por Luo
et al.'® demonstraram a preparagdo de um sensor “on-off-on” para a determinacdo do
contetdo de &cido ascorbico em frutas, utilizando PsC funcionalizados com nitrogénio e
enxofre que permitiram a detecdo desta biomolécula numa gama de 10-200 umol L™
Paralelamente, Chen et al.'** prepararam PsC também funcionalizados com enxofre,
registando a sua 6tima seletividade e sensibilidade para a glucose, baseada na oxidacao
catalitica desta molécula e na producdo de H.O.. Este sensor foi testado numa amostra de
soro humano e comparado com um monitor de glucose tradicional, permitindo obter resultados

aproximadamente idénticos.

Um estudo desenvolvido por Wibrianto et al.'® permitiu, jA em 2024, aplicar estas
nanoparticulas a um dos maiores problemas enfrentados a nivel global na ultima década,
utilizando-as como biossensores de anticorpos para a detecdo da COVID-19. Esta
abordagem, a semelhanca das reportadas anteriormente, tirou partido da excelente
biocompatibilidade e baixa toxicidade destes materiais. O aumento dos niveis de absorvancia
e de fluorescéncia sugerem uma elevada sensibilidade dos PsC sintetizados para a detecao
de anticorpos 1gG o que, aliada ao seu rendimento quantico de fluorescéncia moderado,
salientam o seu potencial como ferramenta pratica e ndo invasiva para o diagnéstico da
COVID-19.

Numa outra abordagem, Kaci et al.*® desenvolveram um dispositivo portatil capaz de detetar
rapida e facilmente as bactérias Listeria monocytogenes e Salmonella enterica, responsaveis

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

como indicadores eletroquimicos, sinalizando a detecao das espécies.

A aplicac@o de PsC nestes diferentes contextos reflete a sua vasta versatilidade numa sé
aplicacdo biomédica, permitindo atuar ndo sé como biossensores para a detecdo de
compostos biolégicos, mas também de anticorpos e bactérias. Por serem facilmente
sintetizados e funcionalizados, constituem uma solucdo acessivel para a detecdo de

biomoléculas.
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ll. RESULTADOS E DISCUSSAO
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1.1 PREAMBULO

Os PsC tém despertado enorme curiosidade devido a sua facilidade de obteng&o por métodos
sustentaveis a partir de residuos de diversas origens, associada as suas excelentes
propriedades Gticas, elevada solubilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade, tornando-os
aptos para aplicacdes muito diversificadas em &reas como farmacologia, com particular

destaque no controlo microbiano, a imagiologia e a fotocatélise.

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 residuos alimentares constituidos por desperdicios de fruta,
vegetais, laticinios, padaria e peixe, e cujas aplicagdes habituais se encontram mais limitadas
e menos exploradas devido a origem da fonte de nutrientes no seu meio de crescimento,
utilizando para o efeito esta matéria-prima como fonte de carbono para a obtencgéo sustentavel

de PsC fluorescentes bioativos de elevado valor acrescentado.

No presente Capitulo serd apresentado numa primeira fase a caracterizac¢ao fisico-quimica
da BM-Cv, através da quantificacdo dos principais biocompostos presentes na sua
constituicdo, bem como o seu conteido em sélidos totais e cinzas, e a sua caraterizagao

estrutural.

Seréo posteriormente abordados os resultados relativos a sintese dos PsC por carbonizacéo
hidrotérmica com aquecimento convencional e por irradiacdo micro-ondas a partir de BM-Cyv,
caracterizacao estrutural através de espetroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN *H) e analise elementar, bem
como a avaliacao das suas propriedades fotofisicas por espetroscopia de absor¢éo no estado

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

Numa fase final, serdo explorados os resultados alcancados através dos estudos da
bioatividade dos PsC sintetizados, no que diz respeito as suas propriedades antioxidantes,
atividade antibacteriana, citotoxicidade in vitro e in vivo e capacidade de marcagéo celular por

fluorescéncia.

Desta forma, o presente Capitulo englobara as seguintes Seccgoes:
I1.2. Caracterizacdo da Biomassa da Microalga Chlorella vulgaris
I1.3 Sintese dos Pontos de Carbono

1.4 Avaliag&o da Bioatividade dos Pontos de Carbono
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1.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA DA MICROALGA Chlorella

vulgaris

A sintese 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 residuos
alimentares provenientes do comércio retalhista, em particular desperdicios de fruta (ca. 22
%), vegetais (ca. 22 %), laticinios (ca. 13 %), padaria (ca. 27 %) e peixe (ca. 16 %).1*" A
cultura foi produzida em bioreatores de bolhas nas instalacdes 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 realizacdo de ensaios preliminares (vide Secc¢éo 11.3). Posteriormente, foi
recolhida nas instalacdes industriais da Allmicroalgae uma cultura de C. vulgaris (ca. 75 L),
gue foi sujeita a um processo de centrifugacéo, de forma a separar a biomassa. Por fim,
procedeu-se a sua liofilizagéo, obtendo-se uma amostra seca e homogénea (ca. 70 g), de cor

verde, caracteristica desta espécie.

A quantificacdo dos biocompostos presentes na amostra de BM-Cv foi realizada num extrato
etandlico obtido por extracdo assistida por micro-ondas (MAE), onde foram aplicadas as
condicdes de extracdo otimizadas por Hussen,**® a excecdo do contetdo em lipidos, que foi
determinado a partir de um extrato obtido através de extracao continua em Soxhlet (utilizando
n-hexano como solvente), e do teor de cinzas, determinado diretamente a partir da amostra

original.

O extrato etandlico foi evaporado até a secura e apresentou um teor de solidos de 7.87 + 0.53

mg mL™,

35



[1.2.1 Caracterizacao 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 I1.1).

Transmitancia/ %

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

Figura ll.1 - Espetro de FTIR da BM-Cv (pastilha de KBr).

A analise do espetro de infravermelho revela uma banda correspondente a extensao O-H
(larga), a ca. 3425 cm™, com um ombro a 3285 cm™, correspondente a banda N-H. Destacam-
se também as bandas de vibracdo de extensdo C-H a 2960, 2926 e 2860 cm?,
correspondentes a ligacdo C-H dos grupos alifaticos. As bandas de extensdo C=0 e C=C tém
origem a 1548 e a 1651 cm™. Relativamente a zona das vibracdes de deformacéo, é possivel
identificar bandas de deformacéo a 1402, 1251 e 1054 cm, associadas a ligagdes C-H, C-O

e O-H. Estes resultados séo consistentes com os reportados pela literatura.”

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

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

Tabela Il.1 — Andlise elementar da BM-Cv.

Microanalise

Cinzas
Amostra % O
% C % H % N (%)
(calc.)
BM-Cv 49,92 6.06 9.02 22.61 12.40
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[1.2.2 Quantificacdo de pigmentos

Sendo a C. vulgaris um organismo fotossintético, procedeu-se a avaliacdo do conteido em
pigmentos responsaveis por este processo na biomassa em estudo. De forma a quantificar os
pigmentos produzidos, nomeadamente clorofilas (a e b) e carotenoides totais, no extrato
etanodlico da microalga obtido por MAE, recorreu-se ao método proposto por Lichtenthaler et
al.?°, através das equacGes matematicas apresentadas na Seccdo 111.3.2. A Tabela 1.2

apresenta os resultados obtidos.

Tabela I1.2 - Quantificagdo dos pigmentos fotossintéticos da BM-Cv no extrato de EtOH.

Concentracéao Conteudo Teor
Mg mL? Mg/g de biomassa (%)

Clorofila a 0.19 24.73 2.47
Clorofilab 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 € a clorofila
total, que pode atingir ca. 1-2% da composicdo da biomassa seca.® Os resultados obtidos
estdo em concordancia com a literatura, verificando-se a predominancia 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 diferenca de acordo

com o reportado na literatura.**®

Relativamente ao teor de carotenoides totais, a literatura sugere que, sob diferentes condictes
de crescimento, esta microalga possa apresentar ca. 7-12 000 ug de carotenoides por g de

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

[1.2.3 Quantificagdo de proteina total

A determinacdo do teor de proteinas da amostra de BM-Cv teve por base o método de
Bradford et al.*> A andlise do extrato revelou a presenca de 9.14 + 0.70 mg de proteina por g
de biomassa. Sendo as proteinas o composto mais abundante na maioria das microalgas,
considera-se que a C. vulgaris possua ca. 43-58 % de conteldo em proteinas, embora este

valor seja varidvel perante diferentes condicdes de crescimento.® O resultado obtido
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experimentalmente representa menos de 1 % da composicao da biomassa, verificando-se ser

bastante inferior ao reportado por outros autores.

Atendendo a literatura consultada, foi possivel concluir que o contetdo destas biomoléculas
em diferentes espécies de microalgas pode ser influenciado tanto pelas condi¢cdes de
crescimento, como pela fase de crescimento celular em que a cultura é recolhida. Metsoviti et
al.}® reportaram teores proteicos relativamente baixos de ca. 7.80 % (de biomassa de C.
vulgaris seca) perante a diminuicdo da concentracdo de nitrogénio no meio de cultura. Por
outro lado, ao analisarem a composicéo da biomassa de C. vulgaris nas diferentes fases do
seu crescimento celular, Sanchez-Bayo et al.'*! concluiram que a acumulagéo de proteinas
atingiu o seu maximo antes da fase exponencial de crescimento terminar, pelo que a

concentracdo destas moléculas comecou a diminuir posteriormente.

Assim, sendo desconhecida a fase de crescimento em que a biomassa em estudo foi
recolhida, uma vez que esta cultura ndo 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 estacionaria ou de morte do seu crescimento.

I1.2.4 Quantificacdo de hidratos de carbono totais

A quantificagdo de hidratos de carbono totais do extrato etandlico de BM-Cv foi realizada
através do método do fenol-acido sulfarico, 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,
sdo reportados valores de ca. 26.3 % de peso seco da biomassa em hidratos de carbono!4?
perante condi¢cbes de crescimento adequadas, face a 12-55 % em lotes cultivados sob
condi¢des néo-favoraveis, particularmente com fornecimento limitado de nitrogénio.® De forma
semelhante, num estudo realizado por El-Sayed et al.,’*® onde a microalga C. vulgaris foi
igualmente cultivada num meio suplementado com residuos da prensa da cana do agucar, foi
obtido um teor de 13 % de hidratos de carbono. Consequentemente verifica-se que o teor de
hidratos de carbono na composi¢do da biomassa em estudo é mais baixo do que o esperado,

podendo este resultado ser associado as condi¢des do meio de cultura utilizado.

[1.2.5 Quantificacdo de polissacaridos (sulfatados, &cidos e p—(1,3)-D-

glucanos)

O teor de polissacaridos sulfatados e acidos foi determinado através de dois métodos

distintos, o do azul de toluidina adaptado por Hussen®*® e o do carbazol-acido sulftrico®,
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respetivamente. A semelhanca dos restantes doseamentos, os resultados foram expressos
em mg/g de biomassa, apresentando-se na Tabela I1.3 os valores obtidos para a quantificacdo

dos dois tipos de polissacaridos.

Embora a literatura registe a presenca de polissacéaridos sulfatados em diversas espécies de
microalgas,®3" ndo foi possivel determinar o contetido destes biocompostos na amostra em
estudo, sugerindo que o solvente utilizado possa ndo ser o mais apropriado para a sua
extracdo. Ja os polissacéridos acidos foram detetados numa percentagem muito reduzida
(0.58 %).

Estudos revelam que a extracao de polissacaridos pode ser otimizada pela utilizacdo de agua,
preferencialmente quente, e que a sua solubilidade tende a diminuir em etanol, 14414
explicando, assim, a impossibilidade de detetar polissacaridos sulfatados e o baixo teor de
polissacéaridos acidos obtido. Nao obstante, é de salientar que os resultados obtidos por
Hussen'® para o doseamento destes biocompostos em C. vulgaris estdo em concordancia

com os valores obtidos.

Tabela 11.3 - Composicao em polissacéaridos do extrato etandlico de BM-Cv.

Polissacaridos Contetdo
(mg/g de biomassa)
Sulfatados n.d.
Acidos 5.80 + 0.07

n.d. — Nao detetado; valores médios + DP dos replicados.

Por sua vez, a quantificagdo de -(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice no extrato
de BM-Cv foi realizada pelo método do corante Congo red.* Na andlise do extrato de BM-Cv
em etanol foi detetada a presenca de f-(1,3)-D-glucanos, consistindo em 0.27 % da

composi¢ao da biomassa (2.72 + 1.79 mg/g de biomassa).

Num estudo realizado por Jui et al.}*¢ sobre as condi¢bes 6timas de crescimento de C.
vulgaris, foi possivel concluir que o contetdo destes compostos nesta microalga é residual,
estabelecendo-se a ca. 4.32 % de peso seco de §-(1,3)-D-glucanos. Assim, verifica-se que o
extrato analisado apresenta um teor de 8-(1.3)-D-glucanos mais baixo do que o reportado na

literatura, em condicdes de crescimento diferentes.
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[1.2.6 Quantificacdo de compostos fendlicos e flavondides totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu,
adaptado do método descrito por Reis et al.}4’ Para a quantificacdo de compostos flavonoides
totais recorreu-se a uma adaptacdo do método colorimétrico do cloreto de aluminio descrito
por Yeh et al.}*® A tabela seguinte apresenta os valores obtidos para estes compostos,
expressos em mg/g de biomassa.

Tabela I.4 - Composicao em compostos fenodlicos e flavondides totais do extrato etanolico
de BM-Cuv.

Compostos Conteudo
(mg/ g de biomassa)

Fendlicos 13.55 + 0.10

Flavonodides 16.49 + 2.02

Valores médios + DP dos replicados.

A literatura reporta uma gama alargada de valores para o teor de compostos fendlicos na
microalga C. vulgaris, verificando-se uma elevada dependéncia do o método de extragdo
utilizado.?* Num estudo apresentado por Goiris et al.}*° o contetido de compostos fendlicos na
microalga encontrava-se entre 0.75-1.70 mg/g de biomassa. Por sua vez, El-fayoumy et al.1*°
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.*° obtiveram
um teor em compostos flavonéides de 21.50 mg/g de biomassa, ou seja, um valor superior ao
obtido para o extrato de BM-Cv. Estas divergéncias podem ser justificadas mais uma vez
pelas diferentes condigbes de crescimento da C.vulgaris em cada um dos estudos,
nomeadamente meio de cultura, temperatura, intensidade de luz, concentragéo de nitrogénio,

entre outras.

[1.2.7 Quantificacéo de lipidos

De forma a quantificar o teor de lipidos na BM-Cv foram empregues duas abordagens, o
método de Sulfofosfovanilina (SPV) descrito por Anschau et al.,>? aplicado ao extrato obtido
por MAE, e o método gravimétrico, aplicado ao extrato obtido por extragdo convencional
continua em Soxhlet, utilizando n-hexano como solvente, realizado com base no

procedimento descrito por Silva et al.>° Através do método de SPV, determinou-se a presenca
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de 3.10 + 0.86 mg de lipidos por g de biomassa (equivalente a 0.31 %), enquanto por
gravimetria foi quantificado um teor de lipidos de 0.18 + 0.02 %.

De acordo com a literatura, esta microalga pode apresentar um teor de lipidos variavel entre
5-40 %,° pelo que ambas as quantificacdes foram consideravelmente inferiores ao expectavel.
Contudo, estudos mostram que a extracao de lipidos de microalgas é altamente dependente
do solvente utilizado devido a sua polaridade. Li et al.*® destacam a existéncia de uma
diferenca significativa na eficiéncia da extracdo convencional continua em Soxhlet utilizando
n-hexano e ou uma mistura de hexano e etanol como solventes, indicando uma maior eficacia

por parte de solventes de extracdo contendo uma mistura de um solvente polar e um solvente
néo polar.

[1.2.8 Quantificacédo de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas na BM-Cv foi realizada recorrendo a biomassa seca,
permitindo quantificar o teor de materiais inorganicos presentes na amostra. Obteve-se um
valor de 12.40 + 0.36 %, equiparavel (embora superior) ao obtido por El-Sayed et al.,'** de
7.2 %. Desta forma, é possivel deduzir a presenca de um contetdo reduzido em matéria

inorganica e, consequentemente, um elevado teor de carbono na biomassa de C. vulgaris.

Na Figura 11.2, encontra-se representado o espetro de FTIR tipico das cinzas da biomassa
utilizada, onde é evidenciada a presenca de carbonatos pela banda a 1050 cm,
correspondente ao teor inorganico na composigéo da BM-Cuv.

Transmitancia/ %
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Figura ll.2 - Espetro de FTIR das cinzas da BM-Cv (pastilha de KBr).

41



[1.2.9 Caracterizacao global da BM-Cv

Nas tabelas seguintes, sdo apresentados os resultados relativos a caracterizacao fisico-

guimica (Tabela 11.5) e aos compostos bioativos (Tabela 11.6) presentes na biomassa em
estudo.

Tabela II.5 - Caracteristicas fisico-quimicas da BM-Cv.

Parametro BM-Cv
Sélidos totais (mg mL™) 7.87 +£0.53
Cinzas (%) 12.40 £ 0.36
Microanalise 49.92 % C; 6.06 % H;

9.02 % N; 22.61 % O (calc.)

Valores médios + DP dos replicados.

Tabela I1.6 - Compostos bioativos presentes na BM-Cuv.

Parametro Conte.udo
(mg/g de biomassa)
Proteinas? 9.14 +0.70
Compostos fendlicos? 13.55+ 0.10
Compostos flavonodides? 16.49 + 2.02
Lipidos? 3.10 + 0.86
Hidratos de carbono totais' 32.35+ 2.70
Polissacaridos sulfatados? n.d.

Polissacéaridos acidos? 5.80 + 0.70

D- 1
F-(1,3)-D-glucanos 272 4+ 1.79

Valores determinados a partir do extrato de etanol; ?Valor determinado a partir

do extrato de n-hexano; n.d. — N&o detetado; valores médios + DP dos replicados.

E de salientar que, & semelhanca do referido anteriormente, o teor de biocompostos presentes
na biomassa pode ter sido fortemente influenciado pelas condicbes de crescimento da
microalga. A variacdo de diversos fatores abidticos, como o pH, a presenca de metais e a

disponibilidade de nutrientes podem levar ao stress destes microrganismos, impactando a sua
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sintese e acumulacdo de metabolitos. Em particular, enquanto o crescimento sob stress pode
levar a diminuicdo da producao de diversas moléculas, verifica-se que as microalgas tendem
a produzir metabolitos secundéarios com propriedades antioxidantes, de modo a compensar a

desregulacéo imposta.t®!

Desta forma, deduz-se que a biomassa em estudo possa ter sido cultivada sob condicdes
menos favoraveis, levando a producdo de teores de compostos antioxidantes (fendlicos e
flavondides) superiores ao expectavel, ao passo que, de forma geral, os restantes
biocompostos doseados apresentam-se significativamente inferiores aos valores reportados

pela literatura.

1.3 SINTESE DE PONTOS DE CARBONO
[1.3.1 Sintese de PsC a partir da BM-Cv

Para a sintese de PsC a partir da BM-Cv foram empregues duas metodologias distintas, a
carbonizacdo hidrotérmica através de aquecimento convencional (CHAC) e assistida por
radiagdo micro-ondas (CHMO). Na presente Seccao é realizada a comparagdo entre as vias
sintéticas utilizadas, condigbes reacionais e propriedades fotofisicas exibidas pelas
nanoparticulas obtidas. Adicionalmente, é discutida a caracteriza¢do estrutural e Otica dos

PsC, bem como a determinac¢do dos rendimentos quanticos de fluorescéncia (®x).

[1.3.1.1 Carbonizagéo Hidrotérmica com Aquecimento Convencional

Os ensaios de CHAC foram realizados num reator de alta pressdo com recurso a um vaso de
aco inox, utilizando ca. 3 g de BM-Cv e 100 mL de agua Millipore®. Nos varios estudos foram
utilizados diferentes aditivos como fonte de nitrogénio, nomeadamente etilenodiamina (ED),
dietilenotriamina (DET), ureia, melamina e p-fenilenodiamina (p-FD), assim como diferentes

racios BM-Cv:aditivo e temperaturas de reacao.

Como referido na Seccéo anterior, foram realizados ensaios preliminares com recurso a uma
quantidade de biomassa limitada disponibilizada pela Allmicroalgae. Na Tabela II.7 encontra-
se 0 resumo dos resultados obtidos nestes primeiros ensaios, cujas condi¢cdes reacionais
utiizadas foram baseadas em estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo de

investigacdo.%-%
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Tabela Il.7 — Estudo preliminar do efeito da quantidade de aditivo (ED) no rendimento quantico

e massico dos PsC.

Ensaio® ED/BM-Cv Rendimento PsC (%) Teor de sélidos (mg/mL) &

PsC_01 0.16 21.30 8.72 0.19

PsC_02 0.08 16.77 6.71 0.15

23 g de BM-Cv, 100 mL de &gua Millipore®; 250 °C, 6h; 180 rpm.
B Jexc = 360 Nm.

Desta forma, procurou-se estudar o comportamento dos PsC sintetizados face a variacao do
racio massico de ED/BM-Cv, observando-se através dos resultados que uma maior
guantidade de aditivo origina um rendimento quantico de fluorescéncia superior, assim como

um maior rendimento massico de PsC e um maior teor de sélidos.

Tendo por objetivo avaliar a influéncia da temperatura de reagao nas caracteristicas dos PsC,
nomeadamente no rendimento massico e nas propriedades fotofisicas, foram realizados

ensaios a diferentes temperaturas (Tabela 11.8).
Tabela I1.8 - Efeito da temperatura no rendimento quantico e massico dos PsC.

Ensaio® T (°C) Rendimento PsC (%) Teor de sélidos (mg/mL) @g°

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

a3 g de BM-Cv, 100 mL de &gua Millipore®; racio massico ED/BM-Cv = 0.16; 180 rpm; P A, = 360 nm

Os resultados obtidos indicam uma tendéncia crescente do valor de rendimento quantico (RQ)
com o incremento da temperatura de reacao até 250 °C, patamar a partir do qual a
luminescéncia dos PsC decresce. De acordo com a literatura, estes resultados sao
expectaveis, sendo que se considera que o RQ de fluorescéncia dos PsC tende a aumentar
com a temperatura, embora temperaturas elevadas promovam a degradacédo das espécies
emissivas, levando a diminuicdo deste parametro.'2153 Por outro lado, os resultados obtidos
parecem ndo demonstrar uma correlacdo direta entre a temperatura e o rendimento massico

obtido para os nanomateriais.

Sabendo que a presenca de atomos de nitrogénio a superficie dos nanomateriais (NMs)
influencia as suas propriedades fotofisicas, foi de seguida realizado um estudo sobre a

influéncia da natureza do aditivo nas carateristicas dos PsC. Para o efeito foram utilizadas,
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para além da ED, outras aminas alifaticas (DET e ureia), assim como aminas aromaticas

(melamina e p-FD). Foi igualmente realizado um ensaio na auséncia de aditivo.

Da analise da Tabela 11.9 é possivel observar que os PsC funcionalizados com ED apresentam
um melhor desempenho, exibindo um RQ ligeiramente mais elevado do que o obtido com
recurso a DET, bem como rendimento massico de PsC superior, embora na mesma ordem
de grandeza que os dos ensaios com DET e sem aditivo. Ja a utilizacdo de ureia como aditivo
levou a sintese de PsC com uma luminescéncia mais baixa, assim como os PsC

funcionalizados com as aminas aromaticas.

Tabela I1.9 - Efeito da nhatureza do aditivo no rendimento quantico e massico dos PsC.

Ensaio? Aditivo Rendimento PsC (%) Teor de sélidos (mg/mL) or°

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

a3 g de BM-Cv, 100 mL de &gua Millipore®; racio massico Aditivo/BM-Cv = 0.16; 250 °C, 6h; 180 rpm; ° 1., = 360 nm.

Um estudo realizado por Mishra et al.'® corrobora estes resultados, salientando que a
funcionalizagdo dos PsC com anéis arométicos ndo s6 influencia a sua polaridade e,
consequentemente, a sua solubilidade em agua, como também contribui para a diminuicéo

da sua luminescéncia, quando comparados com PsC funcionalizados com aminas alifaticas.

Desta forma, foi possivel concluir que a funcionalizagdo superficial com ED permitiu a
obtencéo de PsC com melhores caracteristicas, pelo que se procurou estudar a influéncia do
racio deste aditivo com a biomassa algal (ED/BM-Cv) para condi¢des reacionais de 250 °C e

6 horas.

Os resultados obtidos para estes ensaios encontram-se apresentados na tabela seguinte e
demonstram que o aumento do racio de ED ndo possui uma correlacdo direta com as
caracteristicas dos PsC, observando-se que as nanoparticulas funcionalizadas com racios
massicos ED/BM-Cv de 0.08, 0.16 e 0.32 apresentaram rendimentos quéanticos de
fluorescéncia e teores de sélidos semelhantes. Enquanto na auséncia de aditivo os PsC
exibiram menor valor de RQ, o ensaio realizado com racio massico de 0.64 destacou-se pelo
aumento ligeiro desta propriedade. O incremento de aditivo promoveu um aumento

progressivo dos rendimentos massicos e teores de soélidos dos PsC.
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Tabela 11.10 - Efeito do racio de ED/BM-Cv no rendimento quéntico e massico dos PsC.

Ensaio® ED/BM-Cv Rendimento PsC (%) Teor de sélidos (mg/mL) &

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

a3 g de BM-Cv, 100 mL de &gua Millipore®; 250 °C, 6h; 180 rpm; P A = 360 nm.

Na perspetiva de avaliar uma alternativa a sintese via CHAC, foi realizado um ensaio
exploratério utilizando um reator de ago-inox com vaso de Teflon com recurso a uma mufla
como fonte de aquecimento. Devido a limitagbes operacionais relativas a temperatura
suportada pelo recipiente de Teflon, ndo foi possivel realizar um estudo completo da variagéo
deste parametro, tendo este ensaio sido comparado com o realizado nas condi¢des reacionais

tipicas & mesma temperatura (Tabela 11.11).
Tabela Il.11 - Efeito do modo de sintese no rendimento quéantico e massico dos PsC.

Rendimento PsC Teor de so6lidos

Ensaio? T(C) Tempo (h) P°
(%) (mg/mL)

PsC 06 150 6 22.88 19.90 0.07

PsC_15° 150 12 36.83 20.50 0.07

a3 de BM-Cv, 100 mL de agua Millipore®; racio massico ED/BM-Cv = 0.16, 180 rpm; P e = 360 nm; € Ensaio realizado em
reator de a¢o-inox com vaso de Teflon numa mufla.

Perante os resultados obtidos, é possivel constatar que a utilizacdo da mufla como fonte de
aguecimento ndo contribuiu positivamente para a melhoria das propriedades luminescentes
dos PsC a temperatura estudada, embora tenha contribuido para um ligeiro aumento do

rendimento massico.

Por fim, e com vista & obtencéo de PsC de controlo, utilizou-se o &cido citrico como fonte de
carbono, a semelhanca do reportado pela literatura.>® O ensaio foi realizado a temperatura de
250 °C, durante 6 h, utilizando um racio massico de ED/Acido citrico de 0.16. A Tabela 11.12

apresenta os resultados obtidos, comparativamente ao ensaio analogo com BM-Cv.
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Tabela I.12 - Efeito da natureza da fonte de carbono no rendimento quantico e massico dos
PsC.

Ensaio® Fonte de carbono Rendimento PsC (%) Teor de sélidos (mg/mL) @&¢P

PsC_04 BM-Cv 37.07 17.20 0.20

PsC 16 Acido citrico 31.85 13.04 0.23

a3 g de matéria-prima, 100 mL de agua Millipore®; ED/Matéria-prima = 0.16; 250 °C; 6 h, 180 rpm; © Aexc = 360 nm

Assim, verificou-se que 0s ensaios realizados apresentaram rendimentos quanticos e
massicos semelhantes, ndo existindo influéncia da varia¢do da fonte de carbono. Resultados
reportados por Zhu et al.'®® descrevem a sintese de PsC a partir de &cido citrico e
funcionalizados com etilenodiamina, por tratamento hidrotérmico (250 °C, 5 h), exibindo um

RQ de ca. 25 %, corroborando os resultados obtidos.

[1.3.1.2 Carbonizacao Hidrotérmica Assistida por Radiagdo Micro-ondas

Os ensaios de CHMO foram realizados num reator monomodo, utilizando ca. 150 mg de BM-
Cv, com 4.50 mL de agua Millipore®. No estudo realizado, utilizou-se apenas etilenodiamina
como aditivo (quantidade variavel), e mantiveram-se constantes a temperatura (150 °C) e o

tempo de reacgdo (15 minutos).

A semelhanca dos ensaios por CHAC, foram efectuados estudos preliminares via CHMO,
recorrendo a biomassa inicial com variacdo do racio massico de ED/BM-Cv e utilizando
condicdes reacionais anteriormente empregues pelo grupo de investigacdo em ensaios com
esta fonte de aquecimento.?*** Na Tabela 11.13 encontram-se os resultados obtidos para os

estudos realizados.

Tabela 11.13 - Estudo preliminar do efeito da variagdo do racio de ED/BM-Cv no

rendimento quéantico e massico dos PsC obtidos por CHMO.

Rendimento PsC Teor de sélidos

Ensaio? ED/BM-Cv PP
(%) (mg/mL)

PsC_CHMO 17  0.16 7.47 5.20 0.11

PsC_CHMO_18 0.08 10.79 7.60 0.09

2150 g de BM-Cv, 4.50 mL de agua Millipore®; 150 °C, 15 min, B Aexc = 360 Nm.
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Os ensaios exploratérios realizados permitiram inferir que a variacdo da quantidade de ED
utilizada néo teve influéncia significativa no RQ dos PsC, sendo que os valores obtidos quer

para este parametro, quer para o rendimento massico, sado proximos entre si.

O ensaio com maior racio massico de aditivo foi duplicado (PsC_CHMO_14), utilizando o
segundo lote de biomassa, apresentando um rendimento massico de 41.65 %, um teor de
s6lidos de 18.70 mg mL™* e um rendimento quantico de fluorescéncia (Aexc = 360 nm) de 13 %.
Devido a limitacBes de funcionamento do reator micro-ondas, néo foi possivel explorar de
forma aprofundada a sintese via CHMO, nao 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 ago-inox com vaso de Teflon. Verificou-se que a poténcia
do micro-ondas doméstico néo foi suficiente para induzir a carbonizagdo da matéria organica,
pelo que a mistura reacional (m.r.) resultante apresentou-se como uma massa espessa,
impossibilitando a sua filtragdo. Neste sentido, 0 aquecimento via micro-ondas doméstico ndo

foi explorado durante o desenvolvimento do presente trabalho.

11.3.2 Purificagdo dos Pontos de carbono

A presenca de impurezas na mistura reacional, nomeadamente moléculas inorganicas
provenientes da BM-Cv e também compostos de polaridade média baixa, interferem nas

propriedades luminescentes dos PsC.

Tendo como objetivo o melhoramento da luminescéncia dos nanomateriais sintetizados, foi
realizado a seguir a cada ensaio um processo de purificacdo com recurso a filtragdo da m.r.
por membrana de acetato de celulose, seguida de extracéo liquido-liquido com solventes

orgéanicos adequados.

Alternativamente, outras abordagens como a cromatografia de exclusdo molecular em coluna
de Sephadex ou a dialise poderiam ter sido empregues para purificar os PsC. No entanto, por

razGes de ordem logistica, ndo foi possivel a utilizacdo de ambos os métodos.

[1.3.2.1 Extracao Liquido-Liquido

Apos filtragdo da m.r. por membrana de celulose regenerada com diametro de poro de 0.2

pm, foi realizada uma extracao liquido-liquido com recurso a CH.Cl, e a ACOEt. A fase aquosa
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resultante das extracdes (PsC) foi submetida a um processo de evaporacao para remogao do
solvente organico residual e armazenada a 4 °C sob atmosfera inerte. Posteriormente, as

fases orgéanicas recolhidas foram evaporadas a secura e os respetivos residuos quantificados.

Em média, os ensaios de sintese por CHAC apresentaram uma fracao de residuo insoltvel
recuperada atraveés de filtracdo de ca. 8 % e fragcbes de residuo obtido nas etapas de extracdo
liquido-liquido de ca. 5 %, com CH.Cl, e 1 %, com AcOEt, calculadas em relagdo a massa
inicial de BM-Cv e de aditivo. Assim, os ensaios de sintese via CHAC originaram um
rendimento de conversdo médio de ca. 30.20 + 8.60 %.

Nos ensaios provenientes da sintese por CHMO registou-se uma fracdo de residuo insoltvel
recuperada de ca. 14 % e fracdes de residuo obtido nas etapas de extracdo liquido-liquido de
ca. 2% e 0.2 %, com CHCl; e AcOEt, respetivamente, pelo que estes ensaios originaram um
rendimento de conversdo médio de ca. 14.60 + 17.20 %.

Na Figura 11.3 sdo apresentados os espetros de FTIR tipicos das fracdes organicas (CH.Cl; e
AcOEt) ap06s evaporacao a secura a 105 °C, correspondentes ao ensaio PsC_04 (ED/BM-Cv
= 0.16, 250 °C, 6 h, 180 rpm).
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Figura 1.3 - Espetros de FTIR das fragcdes orgéanicas e da fracdo aquosa
(pastilha de KBr).

Atraveés da figura anterior, é possivel verificar que os espetros de FTIR das fra¢cdes organicas
apresentam bandas a 2940 e 2875 cm™, correspondentes a presenca de grupos alifaticos,

assim como bandas a ca. 1670 cm™ (C=0, ext) e a ca. 1450 cm™ (CH, def).
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[1.3.3 Caracterizacao Estrutural

A caracterizacdo dos PsC foi efetuada através da avaliacdo dos seus espetros de FTIR e
RMN H, bem como da sua andlise elementar.

De forma a avaliar a influéncia do método de sintese na estrutura dos PsC, foram realizados
os espetros de FTIR dos PsC obtidos por CHAC (ED/BM-Cv = 0.16, 250 °C, 6 h, 180 rpm) e
CHMO (ED/BM-Cv = 0.16, 150 °C, 15 min, 600 rpm) que se apresentam na Figura Il.4.
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Figura Il.4 - Espetros de FTIR dos PsC sintetizados via CHAC e CHMO
(pastilha de KBr).

Analisando os espetros da Figura 1.4, é possivel observar a existéncia da banda
correspondente a extensdo O-H a ca. 3425 cm?, assim como da banda de extensdo N-H
(ombro) a ca. 3250 cm. Identificam-se também as bandas que indicam a presenca de grupos
alifaticos, ainda que pouco proeminentes, a ca. 2965 e 2935 cm™. A ca. 1665 cm™ é visivel a
banda correspondente a extensdo C=0 (acidos/carboxilatos e amidas), assim como as
bandas a ca. 1660 e 1550 cm™ (N-H, def e C=C, ext), 1445 cm™ (CH_, def), 1404 cme 1382
cm™ (CHs, def).

A Figura 1.5 apresenta a comparacdo dos espetros de FTIR resultantes dos ensaios
realizados com variacdo do racio de aditivo (ED)/BM-Cv, sendo o parametro cujas variacdes

foram mais amplamente estudadas na influéncia das propriedades bioldgicas.
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Figura 1.5 - Espetros de FTIR dos PsC sintetizados com diferentes
racios massicos ED/BM-Cv (pastilha de KBr).

Da andlise da Figura 11.5 é possivel observar que o incremento da quantidade de aditivo ndo
possui expressdo significativa no perfil dos espectros apresentados, ndo se observando
diferencas significativas entre eles. Verifica-se a presenca das bandas tipicas deste tipo de
nanomateriais, nomeadamente as bandas de extensdo O-H a ca. 3430 cm™, N-H (ombro) a
ca. 3220 cm™ e C-H dos grupos alifaticos a ca. 2950 e 2870 cm™. E possivel distinguir as
bandas a 1660 cm™ e a 1445 cm™, correspondente a extensdo C=0 e evidenciando a
presenca de acidos/carboxilatos, assim como as bandas a 1558 cm™ (N-H, def e C=C, ext),
1450 cm™ (CHz, def), 1401 cm™e 1290 cm™ (CHs, def).

Na tentativa de verificar a presenca de funcionalidades a superficie dos nanomateriais
sintetizados, foi realizado o espetro de RMN *H dos PsC obtidos por CHAC com ED/BM-Cv =
0.32 a 250 °C durante 6 h (PsC_13). Foi escolhida a analise deste lote uma vez que os NMs
obtidos neste ensaio foram usados nos estudos de citotoxicidade e de marcacao celular por

fluorescéncia.

Da andlise do espetro é possivel verificar a presenca maioritaria de grupos C-H alifaticos, com

ressonancias entre 0.5 e 2.8 ppm e entre 3.0 e 4.25 ppm o surgimento de sinais indicativos
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da presenca de ligacdes CH-O e CH-N. Na zona entre 6.6 e 8.0 ppm sao visiveis sinais de

fraca intensidade, associados a presenca minoritaria de protdes aromaticos.

*
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Figura 1.6 - Espetro de RMN H de dispersées aquosas de PsC_13 (400 MHz,
D,0, 25 °C); *solvente residual.

Adicionalmente, na Figura I1.7 esta representado o espetro de FTIR tipico das cinzas (PsC_13;
ED/BM-Cv = 0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm). Através da banda intensa a ca. 1102 cm™ é possivel
verificar a presenca de carbonatos, correspondente ao teor inorganico da amostra. A presenca
de agua é também visivel através da banda alargada a ca. 3700-3300 cm™.

Transmitancia/ %

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

Figura Il.7 - Espetro de FTIR das cinzas do ensaio PsC_13 em pastilha de KBr.
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A Tabela 11.14 apresenta os resultados da analise elementar realizada para os PsC obtidos
com recurso a diferentes racios de ED/BM-Cv. Os teores elementares foram corrigidos com o
respetivo teor de cinzas. Analisando os resultados, é possivel concluir que o aumento da
guantidade de aditivo utilizada na sintese dos PsC se refletiu num incremento do contetdo

em nitrogénio, variando este valor entre 10.03 e 18.60 %.

Tabela 11.14 — Efeito do racio massico ED/BM-Cv na analise elementar dos PsC obtidos por
CHAC.

Microanalise

_ Racio Cinzas

Ensaio? % O
ED/BM-Cv % C % H % N (%)
(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

23 g de BM-Cv, 100 mL de &gua Millipore®; 250 °C, 6h; 180 rpm.
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I1.3.4 Caracterizacdo Morfolégica

A caracterizagdo morfologica preliminar dos PsC foi realizada a partir de uma solug&o aquosa
de 0.1 mg mL? dos ensaios PsC_04 e PsC_13, através de Microscopia de Forca Atémica
(AFM). A Figura 1.8 apresenta as imagens topogréficas adquiridas para os PsC_04 (ED/BM-

Cv =0.16, 250 °C, 6 h, 180 rpm) em secc¢Oes de corte transversal distintas.
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Figura 1.8 — Imagens topograficas de AFM das diferentes seccbes de corte
transversal da dispersdo aquosa dos PsC_04 (0.1 mg mL™), distinguindo a. PsC de

ca. 10 nm e b. agregados de ca. 25 nm.

Através da analise da figura anterior, é possivel verificar que a disperséo aquosa dos PsC_04
apresenta alguma heterogeneidade em relagdo ao tamanho dos pontos de carbono, sendo
possivel observar a presenca de PsC com tamanho inferior a 10 nm. Paralelamente, observa-
se a tendéncia para a formacao de agregados (ca. 25 nm) por parte destes nanomateriais.

Na Figura 1.9, apresenta-se a imagem topografica adquirida para os PsC_13 (ED/BM-Cv =
0.32, 250 °C, 6 h, 180 rpm). A analise morfolégica destes nanomateriais permitiu inferir o
aumento significativo da tendéncia para a agregacao com o aumento do racio de ED/BM-Cv,
sendo possivel distinguir um agregado isolado de ca. 30.8 nm.
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Figurall.9 - Imagens topogréaficas de AFM da sec¢do de corte transversal da disperséo

aquosa dos PsC_13 (0.1 mg mL).

Comparando as imagens topograficas dos diferentes ensaios, verificou-se ainda que o0s
PsC 04 possuem uma maior dispersividade face aos PsC 13, amostra na qual os

nanomateriais aparentam estar sobrepostos num Unico agregado.

Adicionalmente, a Figura 11.10 apresenta a renderizacdo tridimensional da avaliacdo

morfoldgica dos PsC em estudo.

31,5 um

Line fit 129 nm
Line fit 41,8 nm

1,44x1,44 pm

16,6x16,6 um

Figurall.10 — Renderizagao tridimensional de AFM das dispersdes aquosas dos a. PsC_04
eb.PsC_13 (0.1 mg mL%).

Através do ensaio de AFM realizado, foi possivel determinar, preliminarmente, o tamanho

médio dos PsC_04, de ca. 10 nm.
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[1.3.5 Propriedades Fotofisicas

As propriedades fotofisicas destas nanoparticulas sdo consideradas de elevada importancia,
dada a sua aplicabilidade na area da imagiologia. Estas foram avaliadas recorrendo a
espetroscopia de absorcdo no estado fundamental (UV-Vis) e a espetroscopia de
fluorescéncia no estado estacionario (emissao e excitagéo) das varias dispersdes aquosas de
PsC.

A Figura 11.11 representa os espetros de UV-Vis, emissdo e excitagdo de PsC sintetizados
sob as mesmas condi¢des reacionais (250 °C, 6 h, via CHAC), mas com diferentes racios
massicos de ED/BM-Cv (0.16 e 0.32), resultando dos dois ensaios PsC com rendimentos

guanticos de fluorescéncia semelhantes (ca. 21 %).

ED/BM-Cv =0.32
ED/BM-Cv =0.16

Absorvancia/u.a.
"e'Nn/ 219UDS8I0N|} 8P apepISUalU|

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda / nm
Figura I.11 - Espetros de UV-Vis (linha continua), emisséo (linha pontilhada; Aexc = 360
nm) e excitacdo (linha tracejada; monitorizados a 430 e 425 nm), dos PsC_04 (azul) e

PsC_13 (amarelo), obtidos a partir de uma disperséo aquosa de 0.1 mg mL™.

Os espetros de UV-Vis exibem bandas ca. 280 nm e 325 nm. De acordo com a literatura,
estas podem ser atribuidas as transigfes n-n* das ligagbes C=C da rede de carbono e n-n*
das ligacdes C=0, respetivamente.®* Verifica-se que as dispersdes aquosas dos PsC, quando
excitadas a Adexc = 360 nm, emitem na regido do azul, exibindo um maximo de emissao entre
425-429 nm. Comparando os espetros dos PsC sintetizados com diferentes quantidades de
aditivo, € possivel concluir que quer os espetros de absor¢do, quer os de emissao e de

excitacao, apresentam perfis e maximos relativamente semelhantes.

De uma forma geral, os PsC sintetizados via CHAC utilizando ED como aditivo e diferentes

racios massicos permitiram a obtencdo de rendimentos quanticos moderados (20-24 %),
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superiores aos restantes ensaios. Dos ensaios realizados por CHMO resultaram PsC com RQ

mais baixos, entre 9-11 % (vide Seccéo 11.3.1).

Na Figura I1.12 apresentam-se diversos espetros de emissdo de uma dispersédo aquosa PsC
(ED/BM-Cv = 0.32, 250 °C, 6 h) com excitacdo a diferentes comprimentos de onda,
demonstrando o fendémeno de fotoluminescéncia ajustavel caracteristico destas

nanoparticulas.

400 nm
=380 nm
=360 nm

340 nm

320 nm

300 nm

4 \
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200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda/ nm
Figura 11.12 - Espetros de emissdo de uma dispersdo aquosa 0.1 mg
mL?* de PsC_13 com excitacdo a diferentes comprimentos de onda
(300 a 400 nm).

E possivel verificar a forte dependéncia entre o comprimento de onda de excitagdo e o
comprimento de onda de emissdo, sendo evidente um progressivo desvio batocromico.
Adicionalmente, verifica-se que o comprimento de onda de excitacdo que permite uma maior
intensidade de fluorescéncia é 360 nm, tendo sido este 0 Lexc Selecionado para a determinacéo
do RQ.

A Figura 11.13 destaca as propriedades fotoluminescentes dos PsC, demonstrando a sua

fluorescéncia na zona do azul aquando da sua irradiagdo com luz UV.

57



Figura 11.13 - Dispersao aquosa de PsC sob a. luz visivel e b. luz UV (Aexc = 366 nm).

Entre as propriedades fotofisicas dos PsC, foi ainda avaliada a sua fotoestabilidade sob
condi¢cBes de irradiagdo continua durante 1 h a dexc = 360 nm. A Figura I1.14 apresenta 0s
espetros de emissdo adquiridos ao longo deste periodo, permitindo verificar a manutencéo da

intensidade de fluorescéncia.

Intensidade de fluorescéncia/u.a.

S

350 4(I)0 450 5(I)0 5I50 600 B 650 . ;00
Comprimento de onda/ nm

Figura I1.14 - Espetros de emissdo das dispersdes aquosa de PsC_13 (0.1

mg mL?) adquiridos ao longo de 1 hora de irradiagdo continua (Adexc = 360 nm).

De seguida, procedeu-se a avaliacao da influéncia do pH na luminescéncia dos pontos de
carbono sintetizados. No ambito do presente trabalho, a sensibilidade dos PsC a variacao do
pH pode condicionar a sua aplicabilidade em imagiologia, sendo por esta razdo o estudo das

alteracdes de pH fisioldgico uma variavel relevante a ser considerada.

De forma a variar o pH da dispersao aquosa dos PsC entre 1 e 12, foram adicionadas solucdes
aquosas de HCI e NaOH a diferentes concentragbes, mantendo, no entanto, a concentracao

de PsC inalterada. Partindo de um pH inicial de 7.3, como assinalado na Figura 11.15,
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constatou-se que a intensidade de fluorescéncia dos PsC é sensivel a alteracéo do pH do
meio. Perante a acidificacdo do meio (pH entre 1 e 5), a intensidade de fluorescéncia
aumentou face a registada ao pH inicial. Ja para valores de pH basicos (acima de 7.5),

verificou-se um decréscimo da fotoluminescéncia.
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Figura I1.15 - Variagédo da fotoluminescéncia (Aexc = 360 nm) da dispersdo

aquosa de PsC (0.1 mg mL™?).

O pH fisiol6gico humano nédo é constante, sendo um estado dindmico e diverso regulado por
varios mecanismos biolégicos. Em geral, para a maioria dos tecidos é de ca. 7.0-7.4, com
algumas excecdes, por exemplo, o pH do estdmago (1 a 3), o pH do intestino delgado (4 a 7)
e 0 pH da pele (4.5 a 5.5). Assim, verifica-se que a intensidade de fluorescéncia dos PsC
sintetizados exibem uma intensidade de fluorescéncia elevada na gama de valores do pH

fisiol6gico.'°®

1.4 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DOS PONTOS DE CARBONO

O estudo da atividade biol6gica dos PsC decorreu da avaliacédo da atividade antibacteriana,
das propriedades antioxidantes, da citotoxicidade celular e da marcacéao por fluorescéncia in
vitro e in vivo. Estes estudos tiveram como objetivo explorar a versatilidade das aplicacdes
dos pontos de carbono reportada amplamente pela literatura®*°¢, assim como a sua excelente

biocompatibilidade.
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11.4.1 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 a
difusdo em disco e o0 método de microdiluicdo em meio liquido para a determinacdo dos
valores de concentragdo minima inibitéria (MIC) e de concentra¢cdo minima letal (MLC). De

seguida sdo apresentados os resultados obtidos por ambos os métodos.

[1.4.1.1 Técnica de suscetibilidade a difusdo em disco

A primeira metodologia a ser aplicada foi a técnica de suscetibilidade a difusédo em disco.57:1%8
De forma a avaliar a influéncia da quantidade de PsC na inibi¢do do crescimento microbiano,
foram aplicadas diferentes massas (100, 500 e 1000 pg/disco) dos PsC testados (Tabela 11.15)
e comparados com o controlo positivo do antibi6tico gentamicina (10 pg) e o controlo negativo

de agua estéril.

A Figura 11.16 apresenta os diametros de inibicdo obtidos ap6s incubacdo das espécies
bacterianas com PsC_01 (ED/BM-Cv = 0.16, 250 °C, 6 h, CHAC). A atividade antibacteriana
foi detetada apenas nos discos onde foi aplicada a massa mais elevada de PsC (1000
pg/disco), apresentando diametros de inibicio de 1.1 £ 0.0cme 1.2+ 0.0 cm para E. colie S.
aureus, respetivamente. Os restantes discos impregnados com a solu¢ao aquosa de PsC n&o

apresentaram diametro de inibicdo, indicando a auséncia de atividade antibacteriana.

Figura Il.16 - Resultados dos ensaios de difusdo em disco, apés incubacao das estirpes
bacterianas a. E. colie b. S. aureus com PsC_01 (100, 500 e 1000 pg/disco), utilizando
como controlo positivo gentamicina (G, 10 pg) e controlo negativo agua estéril.

60



Por sua vez, a Figura 11.17 diz respeito aos ensaios com discos impregnados com a solugdo
aquosa de PsC sintetizado via CHMO (ED/BM-Cv = 0.16, 150 °C, 15 min). A cultura de E. coli
apresentou um elevado didmetro de inibicdo em redor do disco onde foi aplicada a maior
quantidade de PsC, enquanto na cultura de S. aureus ndo se observou atividade

antibacteriana.

Figura I1.17 - Resultados dos ensaios de difusdo em disco, apés incubacdo das estirpes
bacterianas a. E. coli e b. S. aureus com PsC_CHMO_19 (100, 500 e 1000 pg/disco),

utilizando como controlo positivo gentamicina (G, 10 ug) e controlo negativo agua estéril.

Na Tabela 11.15 constam os resultados referentes aos restantes ensaios da técnica de
suscetibilidade a difusdo em disco. Embora tenha sido possivel detetar atividade
antibacteriana em alguns dos PsC testados, os diametros de inibic&do exibidos foram, de forma

geral, reduzidos.

Os PsC sintetizados via CHMO nos ensaios exploratérios com a primeira BM-Cv fornecida
pela empresa (PsC_CHMO_17 e 18) permitiram a dete¢cdo de um didmetro de inibicdo de
crescimento microbiano nos discos de menor massa aplicada, ao contrario dos restantes
ensaios. Embora ndo tenham sido efectuados testes com massas de PsC mais elevadas (500
Mg e 1000 pg/disco) devido a limitagfes na quantidade de dispersdo aquosa disponivel, prevé-
se gue a tendéncia seria um aumento dos diametros de inibicio com o aumento da massa

aplicada.

Os restantes PsC testados, nomeadamente os sintetizados via CHAC, ndo apresentaram
atividade antibacteriana relevante contra as bactérias testadas. E de salientar que, de forma

geral, a espécie S. aureus demonstrou resisténcia aos PsC.
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Tabela I1.15 - Diametros de inibicdo do crescimento de E. coli e S. aureus, obtidos em ensaios

de difusdo em disco.

Diametro de inibic&o (cm)°¢

Ensaio ED/BM-Cv

100 ug /disco 500 ug /disco 1000 ug /disco
E. coli
PsC_012 0.16 n.d. n.d. 1.1+0.0
PsC_02?2 0.08 n.d. 1.1+0.0 1.3+0.1
PsC_CHMO_17° 0.16 1.1+0.0 - -
PsC_CHMO_18" 0.08 1.2+0.0 - -
PsC_072 0.00 n.d. n.d. n.d.
PsC 122 0.08 n.d. n.d. n.d.
PsC_042 0.16 n.d. 1.1+0.1 1.1+0.1
PsC 132 0.32 n.d. n.d. n.d.
PsC_CHMO_19* 0.16 n.d. n.d. 28+04
Acido Citrico 0.16 - - -
S. aureus
PsC_012 0.16 n.d. n.d. 1.2+0.0
PsC_022 0.08 n.d. n.d. n.d.
PsC_CHMO_17° 0.16 n.d. - -
PsC_CHMO_18° 0.08 n.d. - -
PsC_072 0.00 n.d. n.d. n.d.
PsC 122 0.08 n.d. n.d. n.d.
PsC 042 0.16 n.d. n.d. n.d.
PsC 132 0.32 n.d. n.d. n.d.
PsC_CHMO 19° 0.16 n.d. n.d. n.d.
Acido Citrico 0.16 - - -

3CHAC, 250 °C, 6 h; °CHMO, 150 °C, 15 min
‘Gentamicina como controlo positivo (10 pg/disco): 1.8 £ 0.1 (E. coli) e 2.1 + 0.1 (S. aureus); Atividade

antibacteriana nao detetada (n.d.); Nao determinado (-); valores médios + DP dos replicados.

Pontos de carbono sintetizados a partir da biomassa da microalga P. cruentum® foram
testados através do mesmo método de difusdo em discos e contra as mesmas espécies
bacterianas. Os resultados reportam a auséncia de halo de inibicdo de crescimento em torno
dos discos impregnados com diferentes concentracdes de PsC, corroborando os resultados
obtidos.
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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 microdiluicdo em meio
liquido utilizando resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido, sal de sdédio), como
agente marcador da viabilidade celular, uma vez que é considerado mais sensivel e fiavel,

comparativamente a técnica da suscetibilidade a difusédo em disco.

11.4.1.2 Concentracdo Minima Inibitéria e Concentracdo Minima Letal

A determinacao dos valores da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) e da Concentracdo
Minima Letal (MLC) foi realizada pelo método colorimétrico de microdiluicdo em meio liquido,
baseado na reducéo de resazurina a resorufina.’*® A atividade antibacteriana foi igualmente
testada com recurso as estirpes bacterianas E. coli ATCC® 25922 e S. aureus ATCC® 25923,

utilizando agua e meio MHB (Mueller Hinton Broth) no ensaio em branco.

O valor de MIC é considerado a menor concentragdo de um agente antimicrobiano a qual este
inibe o crescimento de um microrganismo, existindo uma redugéo = 80.0 % do crescimento
bacteriano comparativamente ao controlo. Por sua vez, o valor de MLC diz respeito a
concentragcdo minima necessaria para inibir o crescimento de = 999 % de um

microrganismo.¢°

Através dos resultados obtidos nos estudos de atividade antibacteriana onde foram aplicados
os PsC sintetizados como ensaios exploratérios verificou-se néo ter sido possivel detetar
valores de MIC e MLC, indicando que estes ndo possuem atividade antibacteriana significativa

dentro da gama estudada (0.0 - 8.0 mg mL™).

A mesma abordagem foi utilizada para os restantes PsC sintetizados, aplicando as solu¢des
aquosas dos nanomateriais numa gama de concentracdes de 0.0 a 8.0 mg mL?, néo tendo
sido detetados quaisquer valores de MIC e/ou MLC neste intervalo. Assim, optou-se por

alargar a gama aplicada até a concentracdo maxima de cada dispersdo aquosa.

Para o efeito, apresentam-se de seguida todos os ensaios estudados (Tabela 11.16), nos quais
os PsC foram obtidos por CHAC com a mesma quantidade de biomassa e agua Millipore®,
durante 6 h, variando a temperatura de sintese, natureza do aditivo e racio de ED/BM-Cv. Na
Tabela 11.16 encontra-se destacado o ensaio PsC_04, considerado o0 ensaio standard,
sintetizado a 250 °C, com um racio de ED/BM-Cv de 0.16.

E 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 aplicacao.
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Tabela 11.16 - Valores MIC e MLC dos PsC sintetizados e aplicados ao estudo da atividade

antibacteriana contra E. coli e S. aureus, determinados pelo método de microdiluicdo em meio

liquido.
Conc. MIC (mg mLY)®  MLC (mg mL?)P
_ maxima _ _ _
Ensaio , Condigbes reacionais® _ _
aplicada E.coli S.aureus E.coli S.aureus
(mg mL™)
PsC_04 17.20 g 250 °C n.d. n.d. n.d. > 8.0
. ©
PsC_03 10.53 it 22 300 °C n.d. n.d. n.d. n.d.
5 © 8
PsC_05 23.70 ; Gé S 200°C >10.0 n.d. n.d. >10.0
m (]
PsC_06 19.90 9 " 150 °C n.d. n.d. n.d. n.d.
PsC_04 17.20 & ED n.d. n.d. n.d. > 8.0
- o
PsC_08 15.92 © % DET n.d. n.d. n.d. 2.0
>0 g O
PsC_09 9.74 ; S S 3 Ureia n.d. n.d. n.d. n.d.
D ¥ N 8
PsC_10 10.47 S A g = p-FD n.d. n.d. 5.2 1.3
= ©
PsC 11 8366 < ML n.d. n.d. n.d. > 8.0
PsC_07 10.78 0.00 n.d. n.d. n.d. n.d.
T
PsC_12 14.97 :§ 0.08 n.d. n.d. n.d. >10.0
- @
PSC_04  17.20 S5 016  nd. nd. nd >80
Te] 1
PsC_13 17.62 « 5 0.32 n.d. n.d. n.d. > 8.0
[a)
PsC_14 27.31 W 0.64 n.d. n.d. 6.8 3.4

aCHAC; 3 g de BM-Cv, 100 mL de &gua Millipore®; 6 h;  Atividade antibacteriana n&o detetada (n.d.)

Através dos resultados obtidos e representados na Tabela 11.16, é possivel inferir que a

variagdo do racio ED/BM-Cv ndo promoveu uma variagdo significativa da atividade

antibacteriana dos PsC, a excecao do racio de 0.64 (PsC_14), que permitiu a detecdo de

valores de MLC para ambas as estirpes bacterianas. Por outro lado, a utilizacdo de diferentes

aditivos permitiu a detecéo de valores de MLC a concentragdes mais baixas, como € o caso

da p-FD (PsC_10), que levou a inibig&o total do crescimento de S. aureus a concentragédo de

1.3 mg mL™.

A Figura 11.18 apresenta, graficamente os resultados referentes ao ensaio PsC_05, onde se

encontram identificados os valores de MIC e MLC.
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Figura 11.18 - Avaliacdo da atividade antibacteriana contra a. E. coli e b. S. aureus,
apos incubacao de diferentes concentracées de PsC_05, expressa pelo decréscimo

da viabilidade celular (%).

Apenas os PsC de racio massico ED/BM-Cv variavel (PsC_04, 07, 12 e 13) foram estudados
pelos dois métodos. Nestes casos, os resultados sdo concordantes, a excecdo de PsC_04
(ED/BM-Cv = 0.16), que aparenta inibir parcialmente o crescimento de E. coli na avaliagdo da
difusdo em disco, resultado ndo 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 detecéo de valores de MIC
> 10 mg mL? contra E. coli e de 5.1 mg mL™ contra S. aureus; para esta espécie foi ainda
possivel detetar o valor de MLC > 10 mg mL?™. Na Figura 1.19 estdo representados
graficamente estes resultados.
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Figura 11.19 - Avaliacdo da atividade antibacteriana contra a. E. coli e b. S.
aureus, apoés incubacéo de diferentes concentragfes de PsC_15, expressa

pelo decréscimo da viabilidade celular (%).

Atendendo aos resultados obtidos, quer através dos ensaios de difusdo em disco, quer
através da determinacgéo dos valores de MIC e MLC, é possivel inferir que os PsC obtidos a
partir de BM-Cv aparentam possuir uma baixa atividade antibacteriana. Nao obstante, embora
se tenham revelado pouco bactericidas contra E. coli, varios ensaios permitiram a detecdo de
MLC contra S. aureus, em particular perante a utilizacdo de diferentes aditivos e & maior
concentracao 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.,'®® este fenémeno pode ser
explicado pela composicdo da molécula de p-FD, que conta com dois grupos —NH; que, por
sua vez, existem sob a forma de —NHz* ao pH fisioldgico. Desta forma, os PsC funcionalizados
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com p-FD encontram-se superficialmente cobertos por grupos quaternarios de amonia, cujas

propriedades antibacterianas tém vindo a ser estudadas pela comunidade cientifica.

Comparativamente a estudos reportados na literatura, como € o caso dos PsC obtidos por
Zhao et al.,'*® que indicam valores de MIC de 10 ug mL* e 50 ug mL? contra E. coli e S.
aureus, respetivamente, os PsC sintetizados a partir de BM-Cv apresentam uma atividade
antibacteriana significativamente mais baixa, sendo necesséaria a aplicacdo de uma dose

extremamente elevada para atingir a MIC e a MLC (> 10 000 ug mL1).

Contudo, Sun et al.’®® conseguiram estabelecer uma relacdo entre o tamanho das
nanoparticulas e a sua atividade antibacteriana, sendo que tanto a sua internalizacao pelas
células como a sua distribuicAo nas membranas celulares estdo dependentes do seu
didametro. 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
nanoparticulas de 2 nm, 4 nm e 5 nm foram de 75, 100 e 100 ug mL?, respetivamente. Ja
contra S. aureus 0s PsC provocaram a inibicdo do crescimento bacteriano as concentracdes
de 50, 75 e 100 ug mL™2.

Atentando a caracterizagdo morfologica apresentada na Seccao 11.3.4, € possivel concluir que
a baixa atividade antibacteriana destes PsC pode dever-se ao seu tamanho, sendo que estes
apresentam diametros variaveis (ca. 9 nm). Adicionalmente, verificou-se que estes
nanomateriais tém tendéncia a agregar-se, podendo constituir também um obstaculo a sua

internalizagdo através da parede celular.
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I1.4.2 Atividade Antioxidante e Capacidade Quelante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada através do método do radical ABTS. A
semelhanca dos restantes estudos realizados, foi efetuada uma analise preliminar recorrendo
aos ensaios exploratorios, cujos resultados se encontram na Figura 11.20, a par dos resultados
dos controlos positivos, Trolox, BHT (butil-hidroxitolueno) e acido ascérbico, utilizados para
fins comparativos. Neste sentido, foram selecionados PsC sintetizados via CHAC e CHMO,
com diferentes racios massicos de ED/BM-Cv (0.16 e 0.08).
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Figura 11.20 - Atividade antioxidante em percentagem dos PsC obtidos em ensaios
exploratérios e dos controlos positivos, a concentragdo de 1 mg mL?, determinada pelo
método de inibi¢cdo do radical ABTS.

Verificou-se que os PsC sintetizados via CHAC (PsC_01 e 02) revelaram uma percentagem
de atividade antioxidante inferior a 50 %, ndo demonstrando dependéncia 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 racio de

0.16 ED/BM-Cv permitiram a atingir ca. 80 % de atividade antioxidante.

A mesma andlise foi realizada para os restantes PsC sintetizados, como se pode verificar
através da Figura 11.21. Comparativamente aos ensaios exploratérios, verificou-se uma
diminuic&o significativa da percentagem de atividade antioxidante. A semelhanca do que é
possivel 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 acido ascorbico (96.39 + 1.04 %).
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Figura 11.21 - Atividade antioxidante em percentagem dos PsC obtidos e dos controlos
positivos, a concentracdo de 3 mg mL?, determinada pelo método de inibicdo do radical
ABTS; n.d. - ndo detetado.

Analisando a Tabela 11.17 é possivel inferir que esta propriedade se destacou particularmente
nos PsC funcionalizados com p-FD (56.09 + 0.88 %; 242.30 + 3.87 ug ET/mg PsC) e revelou-
se mais baixa nos PsC sintetizados sem aditivo (14.33 £ 2.05 %; 58.88 + 7.19 ug ET/mg PsC).
Contudo, a capacidade antioxidante determinada foi inferior aos resultados reportados por
Roy et al.,!*® cujos PsC sintetizados a partir de acafrdo se aproximaram do valor obtido pelo
controlo positivo (ca. 80-90 %). Da mesma forma, o ensaio realizado com PsC a partir 4cido
citrico demonstrou uma capacidade antioxidante inferior (ca. 40 %) sendo, no entanto,

superior aos ensaios com os restantes PsC, a excec¢éo do ensaio PsC_10 (p-FD).

Foi também possivel concluir que os PsC funcionalizados com ED apresentaram baixa
atividade antioxidante, ndo se verificando uma relacdo de proporcionalidade entre esta
propriedade e o racio de aditivo utilizado, assim como nédo se verificou uma dependéncia da
temperatura de sintese. Contudo, é de salientar a existéncia de um comportamento
semelhante dos PsC perante a avaliacdo da atividade antibacteriana e antioxidante, sendo

gue o ensaio de p-FD se destacou em ambos os estudos pelas suas propriedades bioldgicas.
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Tabela 11.17 - Atividade antioxidante em pg ET/mg de PsC (3 mg mL?)
resultantes dos diferentes ensaios realizados, determinada pelo método
de inibicdo do radical ABTS.

Atividade Antioxidante

Ensaio Condic@es reacionais (ug ET/mg PsC)
PsC_04 52 250 °C 70.09 + 7.70
S5
PsC_03 "> 300 °C n.d.
> 0
O3
PsC_05 = 200 °C 126.97 + 3.35
- O
[al=
PsC_06 W o 150 °C 95.69 + 7.86
©
PsC_15P E 150 °C 96.36 + 3.51
PsC 04 .. ¢ ED 70.09 + 7.70
g 8
: IS
PsC_08 i DET 149.61 + 3.51
S 0.2
09 = .
PsC_09 = 9 ® Ureia 143.70 + 3.68
o8
PsC_10 é S p-FD 242.30 + 3.87
2 S
PsC_11 3 ML 160.94 + 1.51
PsC_07 0.00 58.88 + 7.19
©
PsC_12 3 0.08 72.93 + 9.20
g2
PsC_04 s 0.16 70.09 + 7.70
g2
PsC 13 3 0.32 63.06 + 25.77
]
PsC_14 0.64 121.28 + 3.37
Acido citrico Ensaio modelo 40.29 + 0.41

a CondigGes reacionais: CHAC; 3 g de BM-Cv, 100 mL de agua Millipore®; 6 h;
b Condigdes reacionais: CHAC; Mufla; 12 h; 150 °C; n.d. — N&o detetado; valores médios + DP
dos replicados.



Para a avaliacdo da atividade antioxidante, foi ainda estudada a capacidade quelante de ides

Fe?" dos PsC selecionados e utilizado como controlo positivo o EDTA, para fins comparativos.
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Figura I1.22 - Capacidade Quelante de ides Fe?" (%) dos PsC selecionados e do

controlo positivo (EDTA) a concentragédo de 3 mg mL™.

Para o efeito, foram escolhidos os PsC sintetizados com diferentes racios massicos de
ED/BM-Cv, bem como o ensaio modelo realizado com &acido citrico. Através dos resultados
obtidos, foi possivel concluir que os PsC obtidos a partir da biomassa da microalga revelaram
uma excelente capacidade quelante, relativamente préxima 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 ides Fe?" ca. 85 % (85.22 + 0.32 % e 84.71 + 0.05 %,
respetivamente), enguanto os ensaios com menor quantidade de aditivo deram origem a
valores ca. 76-77 %. Assim, é possivel concluir que pode existir uma relacdo entre a
quantidade de aditivo utilizada e a propriedade em estudo. De forma contrastante, o ensaio
com &cido citrico apresentou um valor muito baixo (7.54 + 0.73 %) para a capacidade quelante
de ides Fe?".

11.4.3 Avaliacdo da Citotoxicidade in vitro

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos PsC foi realizada através do método colorimétrico
do MTT, tendo sido quantificada a viabilidade celular de trés linhas celulares apds incubacao
com PsC selecionados com base nas varia¢des de racio massico ED/BM-Cv (0.00, 0.08, 0.16

e 0.32), e na variagdo de temperatura de sintese (150 °C, 200 °C, 250 °C e 300 °C).

Esta avaliacdo foi efetuada através da andlise da viabilidade celular de duas linhas celulares

animais normais, VERO ATCC® CCL-81 (células epiteliais renais de macaco verde africano)
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e NIH-3T3 ATCC® CRL-1658 (fibroblastos embrionarios), e uma linha celular animal tumoral
S180 ATCCP® 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 citotéxico do composto em andlise, considerando-se que este possui
um efeito citotoxico perante uma diminuigdo para menos de 70 %.'%2 A Tabela I.18 e a Tabela
[1.19 apresentam os resultados relativos ao efeito do racio de ED e da temperatura na

viabilidade das trés linhas celulares, respetivamente.

Relativamente aos PsC sintetizados com diferentes quantidades de ED, é possivel concluir
gue 0s nanomateriais correspondentes aos racios massicos de 0.00 e 0.08 apresentaram um
efeito citotoxico para as trés linhas celulares testadas. No caso das células VERO e NIH-3T3,
revelaram toxicidade apenas as concentracdes mais elevadas (8000 e 4000 pg mL?,
respetivamente), verificando-se um decréscimo da viabilidade celular para ca. 40-60 %. Por
suavez, as células S180 demonstraram toxicidade na presenca dos PsC, a uma concentracao
de 8000 pug mL* para o racio massico de 0.00 e a uma concentragdo de 62.5 ug mL* para o

racio massico de 0.08, exibindo o Ultimo um elevado efeito citotéxico.

Tabela 11.18 - Efeito do racio ED/BM-Cv utilizado na sintese de PsC na
viabilidade celular das linhas celulares VERO, NIH-3T3 e S180.

Citotoxicidade (ug mL™)°

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 %)

Ensaio ED/BM-Cv?

@ CondigGes reacionais: 3 g de BM-Cv, 100 mL de agua Millipore®; 250 °C; 6 h.
b Citotoxicidade nao detetada (n.d.)

Por outro lado, os PsC sintetizados com racios massicos de 0.16 e 0.32 ED/BM-Cv
demonstraram ndo ser citotéxicos para as células VERO e NIH-3T3 e uma citotoxicidade
moderada contra com as células S180. E de salientar que os PsC de racio massico de 0.16
exibiram maior efeito citotdxico contra as células S180 relativamente aos PsC de racio
méssico de 0.32, tendo ocorrido um decréscimo da viabilidade celular para 39 % a

concentragdo de 4000 ug mL* vs. 56 % a concentragédo mais elevada (8000 ug mL™?).

Na Figura 11.23 estéo representados os gréaficos correspondentes a avaliagdo da citotoxicidade
in vitro do ensaio PsC_13 (ED/BM-Cv = 0.32), que foi posteriormente aplicado aos estudos in

vivo (Seccéo 11.4.4).
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Figura 11.23 - 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 ndo detetada — n.d.).
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Paralelamente ao estudo da influéncia da quantidade de aditivo na citotoxicidade dos PsC,
procurou-se estudar o efeito da temperatura de sintese (Tabela 11.19), ja que diversos estudos
indicam que esta pode ser um fator determinante ndo s6 da morfologia e das propriedades

6ticas dos nanomateriais sintetizados, mas também das suas propriedades biolégicas.153163

Tabela 11.19 - Efeito da temperatura de sintese dos PsC na viabilidade
celular das linhas VERO, NIH-3T3 e S180.

Citotoxicidade (ug mL™)P

Ensaio Temperatura?

VERO NIH-3T3 S180
PsC_06 150 °C n.d. n.d. n.d.
PsC_05 200 °C n.d. 3.91 (65 %) n.d.
PsC_04 250 °C n.d. n.d. 4000 (39 %)
PsC_03 300 °C n.d. n.d. 4000 (61 %)

aCondigdes reacionais: 3 g de BM-Cv, 100 mL de agua Millipore®; ED/BM-Cv = 0.16; 6 h;

bCitotoxicidade n&o detetada (n.d.)

O efeito citotoxico dos PsC obtidos a diferentes temperaturas de sintese foi significativamente
menos proeminente, podendo ser considerados ndo-citotoxicos contra a linha celular VERO.
Para a linha celular NIH-3T3 apenas os PsC sintetizados a 200 °C demonstraram citoxicidade,
levando ao decréscimo inesperado da viabilidade celular para 65 % a concentracdo de 3.91

pug mLt

Por outro lado, para as células tumorais S180 na presenca dos PsC obtidos a temperaturas
de sintese mais elevadas, observa-se uma diminui¢cdo da viabilidade celular com o aumento
da temperatura, a concentracdo de 4000 ug mL™. Estes resultados contrastam com os
resultados do estudo de Esfandiari et al.,'%* cuja citotoxicidade dos PsC sintetizados néo

aparentou ser dependente da temperatura de sintese.

Na Figura I1.24 sdo apresentados os resultados da avaliagédo do efeito citotoxico PsC_03 (300
°C).
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Figura 11.24 - Citotoxicidade celular contra as linhas celulares a. VERO, b. NIH-3T3
e c. S180 dos PsC_03 (300 °C) avaliada pelo método do MTT.

Wang et al.*®® verificaram a biocompatibilidade de PsC com células NIH-3T3 até 800 ug mL™?,

enquanto Bao et al.'®® reportaram a sua baixa citotoxicidade contra células VERO,

corroborando os resultados obtidos e salientando a aplicabilidade destes nanomateriais na
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area da biomédica, sendo que as concentracfes de PsC a partir das quais se verificou um

efeito citotdxico na maioria dos ensaios excedem os valores maximos tipicamente aplicados.

PsC sintetizados a partir da biomassa da microalga P. cruentum® e de desperdicios da
indUstria do processamento do tomate® foram avaliados quanto a 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 concentracgdes inferiores a 2000 yg mL™.

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 concentracdo de apenas 62.5 pug mL?, sugerindo um potencial

anticancerigeno destes PsC.

I1.4.4 Avaliacdo da Citotoxicidade in vivo

Na sequéncia do estudo da citotoxicidade in vitro dos PsC, realizou-se um ensaio preliminar
de citotoxicidade in vivo, recorrendo ao organismo modelo Artemia salina. Apds a incubagéo
destes organismos com diferentes concentragées PsC (0-5000 ug mL™?) foi quantificada a taxa

de mortalidade dos mesmos decorridos os periodos de 24 e 48 horas.

A selecdo do PsC para este estudo teve por base os ensaios de citotoxicidade in vitro
anteriormente apresentados, assim como as propriedades luminescentes das nanoparticulas,
tendo-se optado pelo ensaio sintetizado com o racio massico de ED/BM-Cv de 0.32 (250 °C,
6 h), que apresentou baixa toxicidade para as linhas celulares estudadas e um rendimento

guantico de fluorescéncia de 21 %.

Analisando os resultados apresentados na Figura 11.25, € possivel depreender que a
incubacdo com a solucao de PsC apds 24 h nao contribuiu para uma variacdo significativa da
taxa de mortalidade de A. salina, mantendo-se abaixo de 10 %. Contudo, passadas 48 h, o
ndamero de organismos mortos aumentou com o aumento da concentracdo de PsC, pelo que,
a concentracdo de 1250 ug mL?, aproximadamente 50 % dos organismos tinham morrido e,
a concentracédo de 5000 ug mL*, a taxa de mortalidade atingiu o seu valor maximo (79.20 +
7.52 %).
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Figura I1.25 - Avaliag3o da citotoxicidade in vivo em A. salina de PsC_13, apds 24 h
e 48 h.

Estudos prévios recorrendo ao mesmo organismo modelo apresentaram resultados
semelhantes. Murugesan et al.’®” procuraram estudar o efeito citotéxico de pontos quéanticos
de grafeno nestes seres vivos, verificando-se o aumento da taxa de mortalidade com o tempo
de exposicao. Contudo, observaram um efeito citotdxico a partir de concentracdes mais baixas
de pontos quanticos (40 yg mL?), assim como uma maior taxa de mortalidade apds 24 h,

contrastando com os resultados obtidos neste trabalho.

Por outro lado, Atchudan et al.”* exploraram a toxicidade de pontos quanticos de in vivo
utilizando C. elegans como organismo modelo, onde verificaram a inexisténcia de perdas
significantes na viabilidade dos nematddeos apds tratamento com as particulas sintetizadas
(até 200 ug mL1). Paralelamente, Cong et al.1%® procederam ao tratamento de uma populagdo
destes nematddeos com uma solugdo aquosa de PsC, obtidos a partir de peito de pato
assado, a concentracdo de 15 mg mL? e verificaram que esta ndo provocou a morte dos

organismos apos 24 h de incubacao.

Assim, os resultados reportados pela literatura corroboram os resultados obtidos, sendo
possivel concluir-se que os PsC sintetizados ndo séo citotdxicos para 0s organismos Vivos

testados, podendo ser inGcua a sua utilizagdo.

[1.4.5 Marcacgéo Celular por Fluorescéncia
O estudo de marcacéo celular por fluorescéncia teve como objetivo averiguar o potencial de
aplicacdo dos PsC sintetizados como sondas fluorescentes em imagiologia. A avaliacdo da
fluorescéncia destes nanomateriais foi realizada com excitacéo nas regides do azul (330-385

nm) e do verde (460-490 nm), comparativamente a ensaios de controlo na auséncia de PsC.
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As imagens de marcacdo celular por fluorescéncia foram adquiridas através de um
microscopio de fluorescéncia invertido, ap6s 24h de incubacdo 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 a sua biocompatibilidade e propriedades luminescentes,

nomeadamente RQ.

Controlo NPsC

330-385nm

100 pm 100 pm 100 ym

460-490 nm

Excitagao

100 pm 100 pm

Figurall.26 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de células VERO apés tratamento
com uma disperséo aquosa do ensaio PsC_13 a concentracdo de 2 mg mL?* (ampliacéo
400 x).

A Figura 11.26 apresenta os resultados obtidos ap0s a incubagéo de células VERO com os
PsC em estudo, onde é possivel verificar a internalizacéo dos PsC pelas células, aparentando
existir uma acumulacdo no citoplasma e na membrana nuclear, sendo particularmente
distinguivel um “anel” em torno de algumas células. Em alguns casos, foi também possivel a
visualizacdo de depositos fluorescentes no interior do nudcleo, revelando alguma

permeabilidade da membrana nuclear para com os PsC.

No caso da linha celular NIH-3T3 (Figura 11.27), é igualmente visivel a acumulacao dos PsC
na zona da membrana nuclear, assim como no citoplasma. No entanto, verificou-se uma
menor fluorescéncia, de modo geral, relativamente as restantes linhas celulares, indicando a

possibilidade de existir menor internalizagdo dos PsC por parte destas células.
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Controlo NPsC
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Figura I1.27 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de células NIH-3T3 apos
tratamento com uma dispersdo aquosa do ensaio PsC_13 a concentracdo de 2 mg mL™*

(ampliacéo 400 x).

Em contrapartida, a linha tumoral S180 (Figura 11.28) exibiu uma excelente internalizagdo dos
PsC, sendo possivel distinguir de forma clara a estrutura celular devido a fluorescéncia
incorporada no citoplasma e na membrana celular. Sao também visiveis varios depdésitos de

PsC na zona do ndcleo, revelando uma boa permeabilidade da membrana nuclear.

Embora o ensaio PsC_13 possua, a semelhanca dos restantes, um rendimento quéntico de
fluorescéncia moderado (21 %), foi possivel demonstrar 0 seu potencial como marcador
celular. Comparando as trés linhas celulares avaliadas, verificou-se existir um comportamento
semelhante das linhas ndo tumorais face a alocagédo dos PsC no seu interior, destacando-se
a zona perinuclear e citoplasmatica. Aliada a sua fluorescéncia, a baixa toxicidade destas
nanoparticulas contra células saudaveis sugere que tenham a capacidade de atuar como

marcadores de fluorescéncia no &mbito da imagiologia.

Paralelamente, o estudo realizado indica uma melhor internalizacéo por parte das células
tumorais, o que pode ser vantajoso, ndo sé para a sua marcacao celular, como também para
a aplicacao destas nanoparticulas a sistemas de distribuicao de farmacos, perspetivando-se

0 seu potencial como ferramentas de terandstica.
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Controlo NPsC
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Figura I1.28 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de células S180 apds tratamento
com uma dispersdo aquosa do ensaio PsC_13 a concentracdo de 2 mg mL* (ampliacdo
400 Xx).

E de salientar que os resultados obtidos através de microscopia de fluorescéncia encontram-
se em concordancia com outros estudos, nomeadamente com Liu et al.,'%® que reportaram a
baixa toxicidade de PsC para células VERO, assim como a fluorescéncia intracelular das
mesmas apods incubacdo com as nanoparticulas. Alternativamente, Havrdova et al.l®®
verificaram a incorporacédo de PsC em células NIH-3T3, verificando a sua maior incidéncia na

zona do nucleo.

Por fim, através dos ensaios de citotoxicidade in vivo realizados, foram ainda adquiridas
imagens de microscopia de fluorescéncia de A. salina incubada durante 24h com a disperséo
aguosa de PsC_13. Devido ao tamanho destes organismos aquando da aquisicdo das
imagens e as limitagcdes do microscopio utilizado (sendo a menor ampliacdo de 200 x), ndo

foi possivel obter uma imagem que enquadrasse a sua estrutura completa.

De forma a possibilitar a identificacdo do local de alocacdo dos PsC no interior destes seres
vivos, a Figura 11.29 apresenta uma imagem ilustrativa de um organismo de A. salina, ao

microscopio 6tico (ampliacdo 100 x).
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Trato intestinal

Figura 11.29 - Observagdo a microscopio 6tico de um organismo de A. salina

(ampliacdo 100 x), identificando a localizacéo do seu trato intestinal.

Os resultados obtidos revelam a existéncia de uma autofluorescéncia inerente a estes
organismos, evidenciada pelas imagens do controlo (Figura 11.30). N&o obstante, é claramente
visivel a presenca de depdsitos de PsC no interior do seu trato intestinal, sugerindo que a
solucdo aquosa de PsC foi ingerida pelos organismos, realcando o potencial destas

nanoparticulas como sondas fluorescentes.

De acordo com o estudo de Atchudan et al.,”* onde organismos da mesma espécie foram
alimentados com PQsG, foi possivel verificar a presenca dos mesmos no trato intestinal,
exibindo uma forte fluorescéncia sob o comprimento de onda de excitacdo de 460 nm,
validando os resultados obtidos no presente trabalho. Também Cong et al.1%® exploraram a
aquisicao de imagens de microscopia de fluorescéncia, recorrendo a espécie C. elegans como
organismo modelo, que demonstrou um comportamento semelhante perante a ingestdo de

PsC, sendo visivel a sua acumulac¢éo ao longo do intestino dos nematédeos.

E de realcar que os organismos vivos foram tratados com uma dispersdo aquosa a
concentracdo de 2 mg mL?, tendo sido possivel distinguir com éxito os PsC internalizados
(Figura 11.30). Atendendo aos resultados anteriores é possivel concluir que estas
nanoparticulas tém potencial para utilizagdo como marcadores internos em imagiologia,
apresentando uma baixa toxicidade apos 24 h de incubacéo. No entanto, de forma a garantir
a seguranca a longo prazo ap0s a sua internalizagéo, os PsC seriam, idealmente, utilizados

a concentracdes mais baixas, minimizando os seus efeitos toxicos.
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Figura I1.30 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de A. salina apés

tratamento com uma dispersdo aquosa de PsC_13 a concentragéo de 2

mg mL* (ampliacéo 200 x).
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PARTE EXPERIMENTAL

83



84



l11.1. PREAMBULO

Na Parte Experimental serdo apresentados os reagentes e materiais bioldgicos utilizados, as
técnicas gerais e 0 equipamento necessarios a execucao deste trabalho experimental. Seréo
ainda descritos os métodos utilizados para a caracterizacdo da BM-Cv, bem como para a
sintese e caraterizagdo estrutural dos pontos de carbono. Por dltimo, apresentar-se-do as

técnicas associadas a avaliagdo da bioatividade dos mesmos.
Desta forma, o presente Capitulo englobara as seguintes Seccoes:

[ll.2. Reagentes, Material Biologico, Técnicas Gerais e Equipamento
I11.3. Caracterizacdo da BM-Cv

lll.4. Sintese dos PsC

I11.5. Avaliagéo da Bioatividade dos PsC
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lI.2. REAGENTES, MATERIAL BIOLOGICO, TECNICAS GERAIS E
EQUIPAMENTO

Os reagentes e solventes utilizados no decorrer deste trabalho possuem pureza analitica,

tendo sido utilizados na forma em que foram recebidos.

A BM-Cv foi produzida nas instalacfes industriais da Allmicroalgae, em Pataias, em outubro
de 2023, em bioreatores de bolhas em modo descontinuo e em meio de cultura suplementado
com residuos alimentares provenientes do comeércio retalhista composto por desperdicios de
fruta (ca. 22 %), vegetais (ca. 22 %), laticinios (ca. 13 %), padaria (ca. 27 %) e peixe (ca. 16
%).1%” O volume total da cultura recolhida foi de cerca de 75 L, tendo sido centrifugada
(HERMLE, Z 383 K) a 3000 rpm, a 4 °C, em ciclos de 25 min, de forma a recolher a biomassa,
sendo de seguida, conservada a -20 °C 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-60°) e armazenada em
atmosfera inerte e ao abrigo da luz.

Na caracterizacado da BM-Cv, designadamente no doseamento de biomoléculas presentes na
biomassa em estudo, através de métodos espectroscépicos foram utilizados dois leitores de
microplacas (Bio-Rad 680, FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec), consoante o comprimento de

onda selecionado.

A sintese dos pontos de carbono (PsC) por carbonizagdo hidrotérmica através de
aguecimento convencional (CHAC) foi realizada num reator de alta-pressao (PARR, modelo
4560), com capacidade maxima de 300 mL, equipado com vaso em ago inox e com
sensores/controladores de pressdo, temperatura e agitacdo (PARR, modelo 4843).
Adicionalmente foi realizado um ensaio exploratério onde foi utilizado como fonte de
aguecimento convencional uma mufla (Nabertherm, Controller B 170). Por sua vez, a sintese
por carbonizagdo hidrotérmica assistida por radiagdo micro-ondas (CHMO) foi realizada num
reator monomodo (CEM, Discover SP), em tubos pirex, com capacidade de 10 mL. A sintese
experimental de PsC com recurso a micro-ondas doméstico (Teka, MW-219), foi realizada
utilizando um reator de ago-inox com vaso de Teflon. Em todos os ensaios, para ambas as
vertentes de sintese, foi utilizada Agua ultrapura como solvente (Milli-Q, Millipore®, Burlington,
MA, USA).

ApoOs a sintese por CHAC, a mistura reacional foi filtrada por membrana de celulose
regenerada (Whatman®, RC58), com poros de tamanho de 0.2 um. Dado o volume resultante

mais reduzido nos ensaios de sintese por CHMO, a mistura foi filtrada com filtros de seringa
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com tamanho de poro 0.20 pm (Whatman®, Spartan). Para a determinagéo do pH ao longo da

etapa de sintese, utilizou-se um aparelho de pH VWR (modelo UHM 6100L).

Os espetros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram tracados num
espetrofotometro Brilker Vertex 70 com uma resolucéo de 2 cm™, numa gama de 4000 a 500
nm*, tendo as amostras sido suportadas em pastilha de brometo de potassio (KBr). Sempre
que se revelou necessario, foram tracados espetros quantitativos utilizando uma relacdo de 5

mg de amostra para 100 mg de KBr.

Os espetros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram obtidos hum espetrofotometro de UV-Vis,
Jasco V-750. Por sua vez, os espetros de fluorescéncia no estado estacionario foram
registados num espetrofluorimetro PerkinElmer LS45, utilizando a geometria a 90°, a 25 °C.
Em ambos os casos, a cada analise, serdo indicadas as condi¢fes de realizacdo de cada

ensaio (concentracdes aplicadas, reagentes).

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN H, 400 MHz) foram

realizados no espetrometro Briker AVANCE II+, utilizando DO como solvente

A caracterizagdo morfologica decorreu da interpretacdo das imagens topograficas e secgdes
de corte transversal obtidas através de um Microscépio de Forca Atémica (AFM) Nanosurf

NaioAFM em modo de forga dinamica, em area variavel.

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

Universidade de Vigo.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram determinados em agua ultrapura
(Millipore®), utilizando sulfato de quinino (> 98 %, Fluka) em H>SO,4 0.1 M como padrdo (P =
0.54'% em condigbes de equilibrio com o ar e geometria a 90%°), através do método do
declivel’t. De forma a prevenir o efeito de filtro interno, as densidades das amostras e do

padrdo foram mantidas abaixo de 0.05 ao comprimento de onda de excitagdo.

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada numa camara de seguranca biologica
SafeFAST Classic 209, onde foram manipuladas as espécies Escherichia coli ATCC® 25922
e Staphylococcus aureus ATCC® 25923. As culturas de pré-indculo dos microrganismos foram
crescidas numa incubadora com agitacéo orbital Gallenkamp 10X 400, a 37 °C e 120 rpm. Por
sua vez, as culturas inoculadas em placa de Petri foram incubadas numa estufa Memmert BP
600, a 37 °C. Para todos os ensaios, foi utilizada a gentamicina (Sigma-Aldrich), dissolvida
em agua desionizada, como controlo positivo e agua 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 (solucao salina de tampao
fosfatos, Phosphate-Buffered Saline), previamente filtrado. As solucbes de gentamicina, de
PBS, de resazurina e de PsC foram filtradas através de filtros de seringa (Whatman®,

Spartan), de didametro de poro de 0.2 ym.

Todo o material utilizado na avaliacédo da atividade antibacteriana foi esterilizado em autoclave
(AJCosta, UNICLAVE 99).

A determinacéo dos valores MIC e MLC foi realizada através da leitura da intensidade de
fluorescéncia num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec). A atividade
antioxidante foi avaliada através de leituras de absorvancia 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 embrionarios
(NIH-3T3 ATCC® CRL-1658) e células de sarcoma de murganho (S180 ATCC® TIB-66). Para
este efeito foi utilizado um microscépio invertido OLYMPUS CK2 e recorrendo ao método de
exclusdo do corante azul de tripano (GIBCO®, Thermo Fisher Scientific) numa camara de
contagem Neubauer Improved (Superior Marienfeld), foi possivel determinar as
concentracdes celulares a aplicar nas placas de cultura de 96 pogos (Orange Scientific). Por
sua vez, estas foram incubadas a 37 °C sob atmosfera humidificada de 5 % de CO,, em estufa
(Heaeus, HERA cell 240). Para o desenvolvimento de todos os ensaios foi utilizada uma

camara de fluxo laminar horizontal (TL 2448).

Para a determinacao da viabilidade celular, utilizou-se MTT (> 98 %, PanReac) e o leitor de
microplacas TECAN Infinite M200 PRO, de forma a ler a absorvancia. Alternativamente, nos
ensaios de citotoxicidade in vivo, 0s organismos vivos testados, Artemia salina (Artemio Pur,
JBL) foram contados através de um microscopio otico invertido OLYMPUS CK2. J4 as
imagens obtidas nos ensaios de microscopia de fluorescéncia foram adquiridas num
microscopio invertido OLYMPUS BX51, utilizando filtros de excitacdo de 330-385 nm e 460-

490 nm para a recolha de fotografias nas regides do azul e verde, respetivamente.
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111.3. CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

[11.3.1. Extracdo de biocompostos

A extracdo assistida por radiacdo micro-ondas foi a técnica selecionada para a extracao 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 condicbes de extracdo
otimizadas por Hussen.'® Assim, a extracéo foi realizada a temperatura de 150 °C, durante
15 minutos, utilizando como solvente o etanol absoluto. A razdo biomassa:solvente foi de 1:10,
tendo sido utilizados 4.50 mL de EtOH e 0.45 g de biomassa para cada extracdo; no total,
foram realizadas 3 réplicas, obtendo-se um volume final de, aproximadamente, 12 mL. O
extrato foi recuperado através de centrifugacdo a 12 000 rpm durante 20 minutos numa
centrifuga de bancada (HERMLE, Z 200 A) e armazenado em microtubos a - 20 °C. O extrato
foi utilizado para a quantificacdo de pigmentos fotossintéticos, polissacaridos, proteinas,
compostos fendlicos totais, flavonoides e lipido produzidos pela microalga nas condi¢des de

crescimento anteriormente descritas.

Adicionalmente, a extracdo convencional continua em Soxhlet foi utilizada para a extragéo de
lipidos, adaptando o procedimento descrito por Silva et al.,*° utilizando n-hexano como
solvente, a uma temperatura de cerca de 100 °C, durante 3 horas, e com uma razao constante
de biomassa:solvente de 1:6. O extrato resultante foi seco com MgSO, e filtrado por
gravidade. Por fim, foi evaporado a 105 °C (WTC Binder) e o produto resultante foi

quantificado.

[11.3.2. Quantificacdo de pigmentos

A quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos da BM-Cv foi baseada no método de
espetroscopia UV-Vis simples, descrito por Lichtenthaler,?® que permite a determinacéo das
concentracdes dos conteudos em clorofila e carotenoides totais em extratos em etanol

absoluto, através das seguintes equagodes:

Ca = 1336 AbS663 nm — 519 AbS646 nm Equa(;é.o I”l

Cp = 27.43 AbSgs46 nm — 812 AbSgg3 nm Equacéo I1l.2

Casp = 5.42 Absggs nm — 22.24 AbSgag nm Equacéo 111.3
1 A -2.1 —97.64

C,pp = 2000 ADS470 1 o 3Ca —97.64 Gy Equacdo IIl.4
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Sendo que C, e C, dizem respeito a concentracdo em clorofila a e b, respetivamente,
enquanto C,,, representa a concentracdo total de clorofila. C,,. representa o valor da

concentracao total de carotenoides.

Desta forma, foram tracados espetros de absorvancia 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 absorvancia a 470, 646 e 663 nm, utilizando
0S mesmos para determinar a concentracdo da clorofila a, clorofila b e carotenoides totais
presentes no extrato de BM-Cv através das equaces anteriormente apresentadas. Os

valores obtidos foram expressos em pg/g de biomassa.

[11.3.3. Quantificacéo de B-(1,3)-D-glucanos

Para o doseamento no extrato de BM-Cv de -(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice,
foi utilizado o método do corante Congo red, otimizado por Semedo et al.>®* Os ensaios foram
realizados em triplicado, utilizando uma microplaca de 96 pocos (NUNC), onde foram
pipetados 140 pL de extrato (diluido a 1:2 em agua desionizada) e 140 uL de corante Congo
red a 0.0017 % (m/v) em PBS. Para os ensaios em branco foram efetuadas trés variagoes,
com agua desionizada e o corante Congo Red, com agua destilada e PBS e com a amostra
e PBS. O padréao utilizado foi o 8-(1,3)-D-glucano de cevada (Sigma-Aldrich) numa gama de

0-30 pug mL* dissolvido numa solucdo aquosa de NaOH 1M, posteriormente neutralizada.

A absorvancia foi lida num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec), a 510

nm e a quantificagéo foi expressa em mg/g de biomassa.

[11.3.4. Quantificacdo de proteina total

A proteina total do extrato de BM-Cv foi quantificada através do método de ligacdo do Azul de
Coomassie também designado por método de Bradford,*? adicionando 100 pL do reagente de
Bradford (Bio-Rad, Quick Start Bradford 1x Dye Reagent) a 100 pL do extrato (diluido a 1:50
em agua desionizada). Para o branco, foi utilizada 4gua desionizada. Como padréo, utilizou-

se albumina de soro bovino (BSA; Acros Organics), numa gama de 0-20 pg mL™.

O doseamento foi realizado em triplicado, numa microplaca de 96 pocos (NUNC), tendo sido
lida a absorvancia num leitor de microplacas (Bio-Rad 680), a 655 nm. A quantificacdo de

proteina total foi expressa em mg/g de biomassa.
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[11.3.5. Quantificacdo de hidratos de carbono totais

A quantificacdo dos hidratos de carbono totais foi realizada de acordo com o método
colorimétrico do fenol-acido sulfarico descrito por Masuko et al.>? A semelhanca dos restantes
doseamentos, o ensaio foi realizado em triplicado numa microplaca de 96 pogos (NUNC). A
50 pL de extrato (diluido a 1:50 em agua desionizada), adicionaram-se 150 pL de &cido

sulfarico concentrado, seguidos de 50 pL de fenol 5 % (m/v).

De seguida, a microplaca foi incubada a 90 °C, em banho termostatizado, durante 5 minutos.
Apbs ser arrefecida até a temperatura ambiente, a absorvancia foi lida num leitor de
microplacas (Bio-Rad 680) a 490 nm. Como solucdo padrao, utilizou-se a D-glucose
(Scharlau), numa gama de 0-2 ug mL?; como branco, utilizou-se dgua desionizada. A

quantificacdo foi expressa em mg/g de biomassa.

[11.3.6. Quantificacdo de polissacaridos sulfatados

Recorrendo ao método do azul de toluidina descrito por Hahn et al.*® e adaptado por
Hussen'®, determinou-se o conteldo de polissacaridos sulfatados no extrato obtido. Foi
preparada uma solugcdo de azul de toluidina [(7-amino-8-metil-fenotiazin-3-ilideno)-dimetil
amonia, Fluka] 0.05 mg mL?, e adicionaram-se 250 pL desta solugdo a 50 pL de extrato,
numa microplaca de 96 pocos (NUNC), em triplicado. Como padréo utilizou-se sulfato de
dextrano com massa molar média de 200 000 Da (Sigma-Aldrich) numa gama de

concentracéo de 0-160 ugmL?, sendo utilizada Agua desionizada para o ensaio em branco.

A mistura reacional repousou durante 5 minutos no escuro e, posteriormente, a absorvancia
foi lida a 655 nm num leitor de microplacas (Bio-Rad 680). A quantificacdo foi expressa em

mg/g de biomassa.

[11.3.7. Quantificacdo de polissacaridos acidos

Para a quantificacdo de polissacéridos acidos foi utilizado o método do carbazol-4cido
sulfdrico, seguindo o método descrito por Cesaretti et al.** com adaptacGes. A mistura
reacional foi preparada previamente em tubos de vidro roscados, para onde foram
adicionados 40 pL de extrato (diluido a 1:10 em &gua desionizada), 400 pL de &gua
desionizada, 2 mL de tetraborato de sédio 0.95 g L™t H,SO4 e 40 uL 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 padrdo, utilizando agua desionizada e acido D-galactdrico, numa gama de O-

25 mg mL?, respetivamente.

Posteriormente, os tubos roscados foram agitados num agitador vortex (lka - Vortex 2) e
incubados a 90 °C num banho termostatizado durante 12 minutos. Apés o arrefecimento até
a temperatura ambiente, adicionaram-se 300 puL da mistura reacional para a microplaca
(NUNC) leu-se a absorvancia 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.

[11.3.8. Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu,
adaptado do método descrito por Reis et al.}*” Utilizou-se o reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich F9252) diluido 1:10 (v/v) em agua desionizada, do qual foram pipetados 150 pyL para
uma microplaca de 96 pocos (NUNC), em triplicado. Adicionalmente, foram pipetados 30 puL
de extrato (diluido de 1:10 em agua desionizada) e 120 uL de solugcdo de NaCO3; 75 g L. A
mistura reacional foi incubada a 40 °C, durante 20 minutos, num banho termostatizado. Apos
arrefecer até a temperatura ambiente, foi lida a absorvancia a 655 nm num leitor de

microplacas (BioRad 680).

Como branco foi utilizada agua desionizada, recorrendo-se ao acido galico como padréo,

numa gama de 0-250 pg mL2. Os resultados foram expressos em mg/g de biomassa.

[11.3.9. Quantificacdo de compostos flavonoides totais

Para a quantificacdo de compostos flavonoides totais, recorreu-se a uma adaptacdo do
método colorimétrico de cloreto de aluminio descrito por Yeh et al.*® Pipetou-se 25 uL de
extrato (diluido de 1:10 em agua desionizada), seguido de 7.5 pL de NaNO3 5 % (m/v) e 100
ML de agua desionizada. Posteriormente, deixou-se a mistura reacional repousar, a
temperatura ambiente, durante 5 minutos, adicionando-se de seguida 7.5 L de uma solucdo
de AICI; 10 % (m/v). Apbs 5 minutos, adicionaram-se 100 pyL de uma solugao de NaOH 4 %
(m/v).

Os doseamentos foram realizados em triplicado, utilizando-se como branco 4gua desionizada
e, como solucédo padréo, catequina em etanol 50 % (v/v), numa gama de 0-1 ug mL?. Os

resultados foram apresentados em mg/g de biomassa.
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[11.3.10. Quantificacédo de lipidos

A quantificacao de lipidos presentes na BM-Cv foi efetuada através de dois métodos distintos,
o0 método colorimétrico de sulfofosfovanilina (SPV) e através de gravimetria apds extracao

continua em Soxhlet usando n-hexano como solvente.

O extrato etandlico obtido por MAE foi quantificado através do método SPV adaptado do
descrito por Anschau et al.>> Em tubos de vidro roscado, colocaram-se 20 pL extrato (diluido
a 1:50 em agua desionizada) e incubaram-se a 90 °C durante 10 minutos, num banho
termostatizado. Apds a mistura reacional arrefecer até a temperatura ambiente, adicionaram-
se 180 yL de acido sulfurico concentrado, incubando-se novamente, de seguida, a 100 °C
durante 10 minutos. Novamente a temperatura ambiente, juntaram-se 500 pL do reagente PV
(0.0012% (m/v) de vanilina (Thermo Fisher Scientific) numa solu¢éo de acido o-fosférico a

70.83 % (v/v)). Por fim, a mistura reacional foi incubada a 37 °C durante 30 minutos.

Novamente a temperatura ambiente, pipetaram-se 150 uL da mistura reacional para uma
microplaca de 96 pogos, sendo a absorvancia lida a 528 nm num leitor de microplacas
(FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec). O etanol absoluto foi utilizado como branco e o éleo de
canola como padrdo, preparado em etanol absoluto, numa gama de 0-2.5 mg mL?™. Os
doseamentos foram realizados em triplicado e a quantificacdo final foi apresentada em mg/g

de biomassa

No método alternativo utilizado os lipidos foram extraidos através de extragdo convencional

continua em Soxhlet, descrito na Seccao I11.3.1.

[11.3.11. Quantificacdo de solidos totais

Através da evaporacdo de uma amostra de 1 mL de extrato obtido por MAE até a secura, foi
possivel quantificar os sélidos totais na BM-Cv, tendo o procedimento sido realizado em
triplicado. O residuo resultante foi seco a 105 °C durante ca.12-24 horas e, posteriormente,

pesado.

[11.3.12. Quantificagdo 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 °C, durante 12 horas. Posteriormente,
os cadinhos foram colocados na mufla (Nabertherm, Controller B 170) a 575 °C, durante 12-

24 horas. Apo6s serem arrefecidos até a 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 °C, durante 12-24 horas, seguindo-se

a sua ignicdo a chama.

Por fim, foram colocados na mufla a 575 °C, durante 12-24 horas e posteriormente arrefecidos
num exsicador até peso constante, permitindo a quantificacdo do residuo. Todos os ensaios

foram realizados em triplicado.

l1l.4. SINTESE DE PONTOS DE CARBONO

[11.4.1. Sintese de PsC por CHAC

A primeira abordagem utilizada para a sintese dos PsC baseou-se na carbonizacdo
hidrotérmica por aquecimento convencional, realizada em reator de alta presséo. Utilizou-se
3 g de BM-Cv em 100 mL de agua Millipore®, medindo-se o pH inicial da mistura. Adicionou-
se o aditivo, com racio massico de aditivo:biomassa variavel, e registou-se novamente o pH.
Os aditivos selecionados para a sintese foram: ED (> 99.5 %, Fluka), DET (99 %, Aldrich),
melamina (99 %, Acros Organics), ureia recristalizada e p-FD (> 97 %, Fluka).

Apos selagem do reator de aco inox, foram programadas as condi¢des de ensaio e iniciada a
reagdo. As condi¢des reacionais variaram entre ensaios, encontrando-se descritas na Secgéo
I1.3. Decorrido o tempo da reacdo selecionado e arrefecimento, registou-se o pH da mistura

reacional final.

Considerando como ensaio modelo a utilizacédo 3 g de BM-Cv em 100 mL de &gua Millipore®
e um racio de aditivo/BM-Cv de 0.16, foram adicionadas quantidades diferenciadas dos varios
aditivos testados, nomeadamente 533 uL de ED, 503 uL de DET ou 480 mg no caso dos

reagentes solidos (melamina, ureia e p-FD).

Como ensaio modelo, utilizou-se 3 g de &cido citrico (> 99.5%, Sigma-Aldrich) em 100 mL de
agua Millipore®, adicionando-se 533 uL de aditivo, que corresponde a um racio massico de
ED:acido citrico de 0.16; as leituras de pH foram realizadas como descrito anteriormente.
Estando o reator devidamente selado, foram programadas as condi¢des operatorias de 250

°C, durante 6 horas, a uma velocidade de agitacdo de 180 rpm.

Alternativamente, foi realizado um ensaio em reator de ago-inox com vaso de Teflon de 50
mL, na mufla, a 150 °C. Foram pesadas 1.2 g de BM-Cv, adicionando-se 40 mL a agua
Millipore®, medindo-se o pH inicial da mistura antes e apds a adi¢do de aditivo (213 pL,

correspondente a um racio massico de ED:BM-Cv de 0.16), bem como no final da reacgéo.
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[11.4.2. Sintese dos PsC por CHMO

Na sintese dos PsC por CHMO recorreu-se a estratégia de carbonizacao hidrotérmica
assistida por radiacdo micro-ondas, num reator monomodo. Num tubo de pirex, pesaram-se
150 mg de BM-Cv e adicionaram-se 4.5 mL de agua Millipore®, registando-se o pH inicial da
mistura reacional. Apés a adi¢do da etilenodiamina (quantidade variavel) mediu-se novamente
o pH. Decorrido o tempo da reacao 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

condi¢Bes do ensaio, cujas variagdes se encontram descritas na Secgéo 11.3.

[11.4.3. Purificacdo dos Pontos de Carbono por Extracao Liquido-Liquido

A mistura reacional resultante da sintese foi, posteriormente, submetida a uma etapa de
isolamento por filtragdo com membrana de celulose regenerada, no caso da sintese por CHAC
e por filtro de seringa, no caso da sintese por CHMO, ambos com diametro de poro de 0.2
pum. O residuo obtido foi quantificado apds ser seco em estufa (WTC Binder), a 105 °C, durante
24 horas.

Os filtrados recuperados do processo anterior foram purificados através de extragdo liquido-
liquido em duas etapas sucessivas, com CH2Cl, e AcCOEt. Para o filtrado da sintese por CHAC
foram utilizadas duas por¢des sucessivas de 50 mL de cada solvente, enquanto para o filtrado
da sintese por CHMO foram utilizadas duas porg6es sucessivas de 10 mL. Posteriormente,
foi efetuada a remocéao de solvente organico residual através de evaporacgéo, sendo registado
o volume final da dispersao aquosa resultante e a mesma conservada em atmosfera inerte, a
4 °C. Foram ainda quantificadas as fases organicas recolhidas na etapa de purificacdo apos

evaporacgao e secagem a 105 °C.
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11I.5. AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DOS PONTOS DE CARBONO

[11.5.1. Avaliagcao das Propriedades Antioxidantes
[11.5.1.1. Método do Radical ABTS

A capacidade antioxidante dos PsC foi avaliada através do método do radical ABTS (acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico); 98 %, Sigma-Aldrich), descrito por Re et al.,!1®
com adaptacBes. A semelhanca dos restantes métodos colorimétricos utilizados para a
caracterizacdo da biomassa, foi utilizada uma microplaca de 96 pocos (NUNC), para onde
foram pipetados 290 yL de uma solucdo stock de radical ABTS ajustada a unidade de
absorvancia a 655 nm e previamente preparada a uma concentracdo de 7 mM, em 2.5 mM
de K;S,0s em 4gua desionizada, e conservada ao abrigo da luz durante ca. 18 h. Foram
adicionados 10 pL de solucdo aquosa de PsC (de concentragdo variavel) ou agua desionizada
(ensaio em branco). Como controlos positivos, foram utilizados o acido ascoérbico (> 99.7%,
Riedel-de Haén), BHT (Scharlau) e Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2

carboxilico, 97 %, Acros Organics).

A mistura reacional repousou durante 5 minutos, antes de ser lida a absorvancia a 655 nm. A

atividade antioxidante foi determinada através da equacao II.5 e expressa em %.

(Abs655 nm)O - (Ab5655 nm)amostra

Atividade antioxidante (%) =
(Abs655 nm)O

Equacéo I11.5

Onde (Absess nm)o corresponde a absorvancia a 655 nm do ensaio em branco e (AbSgss nm)amostra

a absorvancia a 655 nm da amostra ou do controlo positivo.

Foi efetuada em simultdneo a quantificacdo da atividade antioxidante com recurso a uma
curva de calibracéo utilizando padrdes de Trolox, numa gama de concentracdes de 0-0.20 mg
mL, tendo os resultados sido apresentados em pg de equivalentes de Trolox (ET) por mg de

PsC (ug TE mg?). Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

111.5.1.2. Capacidade quelante dos iGes Fe?*

Paralelamente, a atividade antioxidante dos PsC foi também avaliada através da
determinacédo da capacidade quelante dos ides Fe?*, seguindo o método descrito por Adjimani

e Asare!?® e Canabady-Rochelle et al.1’?

Para a realizacdo deste método, adicionaram-se 50 uL de amostra (PsC) a uma microplaca

de 96 pocos (NUNC), em triplicado. De seguida, pipetaram-se 185 uL de metanol absoluto,
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50 pL de solucéo de cloreto de ferro (1) 2 mM e 20 uL de solucédo de ferrozina (Sigma Aldrich)
5 mM. Apds um periodo de repouso de 10 minutos, a absorvancia da mistura reacional foi lida
num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec), a 550 m. Para o branco, foi
utilizada 4gua desionizada e, como controlo positivo, utilizou-se EDTA (&cido etilenodiamino
tetra-acético, Merk) 2 mg mL?. Os resultados foram apresentados em percentagem de
capacidade quelante (%) e determinados através da equacao 1.6, onde (AbSsso nm)o
corresponde a absorvancia a 550 nm do branco e (AbSsso nm)amostra @ @bsorvancia da amostra

ou do controlo positivo a 550 nm:

(AbSSSO nm)o - (AbSSSO nm)amostra
(AbSSSO nm)O

Capacidade Quelante (%) = Equacéo Ill.6

[11.5.2. Avaliagao da Atividade Antibacteriana
[11.5.2.1. Técnica de suscetibilidade a difusdo em disco

Uma das técnicas utilizadas para avaliar a atividade antibacteriana dos PsC foi realizada
através de uma adaptacdo do método de Kirby-Bauer,’*"1%® baseando-se na técnica de

suscetibilidade a difusdo em disco de 9 mm.

As espécies bacterianas testadas, Escherichia coli ATCC® 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC® 25923, foram inoculadas obedecendo as normas M100 do CLSI (Clinical & Laboratory
Standards Institute).*® O referido documento descreve os procedimentos de preparacédo do
pré-inéculo em meio MHB (Mueller-Hinton Broth; Oxoid), ajustando a turbidez ao padrdo 0.5
de McFarland (1.5x108 CFU/mL; Liofilchem) apds incubacgédo overnight, a 37 °C e 180 rpm.

Posteriormente, a inoculagéo das suspensdes 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 deposicado em placa de Petri sobre MHA (Mueller-Hinton Agar; Scharlau).

Os discos de 9 mm de diametro foram impregnados com 50 uL dos PsC (massa variavel),
com gentamicina como controlo positivo (10 pg/disco) e com agua desionizada estéril como
controlo negativo, tendo estes sido colocados sobre o meio MHS antes da sua solidificagéo.
Os resultados foram observados e registados ao fim de um periodo de incubacao de ca. 18
horas, a 37 °C.
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[11.5.2.2. Determinacéo dos valores de MIC e MLC

A segunda técnica utilizada para avaliar a atividade bacteriana contra E. coli e S. aureus,
baseou-se na determinacdo dos valores de MIC e MLC, através do método colorimétrico de
microdiluicido em meio liquido, descrito pelo CLSI.}"”® Foram seguidas as etapas descritas

anteriormente para a preparacao das culturas bacterianas.

Para uma microplaca de 96 pocos estéril (VWR), foram pipetados 100 puL de suspensédo
celular, previamente ajustada a 5x10° CFU/mL e 100 pL de PsC (massa variavel) ou agua
desionizada estéril (como controlo negativo) em triplicado. Apds incubagéo a 37 °C durante
18 horas, foram adicionados a cada poc¢o 20 pL de solucédo de 0.01 % (m/v) de resazurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido, sal de sddio) em PBS, pH 7.2.

A interpretag&o visual dos resultados e leitura da intensidade de fluorescéncia (Aexc = 550 nm,
Aem = 650 nm, FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec) foi realizada apdés uma nova incubacéo a
37 °C durante 1-2 horas.

[11.5.3. Avaliacdo da Citotoxicidade in vitro

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos PsC foi realizada através do método colorimétrico
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio) com adaptacdes, onde é
detetada a reducdo deste reagente a formazona por parte das células vivas.'%17* Foi
quantificado o efeito citotoxico avaliando a viabilidade de trés linhas celulares animais apés
incubacdo com os PsC, designadamente células epiteliais renais de macaco verde africano
(VERO ATCC® CCL-81), fibroblastos embrionarios (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658) e células de
sarcoma de murganho (S180 ATCC® TIB-66).

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos estéreis (Orange Scientific), onde
foram inicialmente adicionados 100 pL de suspensao celular (1 x 10° células/poco) 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 incubacdo durante 48 horas a 37 °C sob atmosfera humidificada de 5 % de CO..
Posteriormente, adicionaram-se 100 uL/pog¢o de PsC (massa variavel, por diluicdo seriada), e
incubou-se de novo sob as mesmas condicBes durante ca. 18 horas, utilizando-se como

controlo negativo agua Millipore® estéril.

Posteriormente descartou-se o sobrenadante e lavaram-se os po¢os com PBS, adicionando-
se 100 yL/pogo de uma solugdo de MTT a 5 mg mL* em PBS. Ap6s um novo periodo de

incubacdo de ca. 3 horas, a 37 °C sob atmosfera humidificada de 5 % CO,, removeu-se
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novamente o sobrenadante e adicionaram-se 100 pL/pogo de uma solugéo 0.1 M de Tween®
20 (Bio-Rad) em isopropanol, para solubilizacdo dos cristais de formazona e leu-se a
absorvancia a 570 nm, com referéncia a 650 nm, num leitor de microplacas (TECAN Infinite
M200 PRO).

[11.5.4. Avaliacdo da Citotoxicidade in vivo

De forma a avaliar a citotoxicidade in vivo, foi desenvolvido um ensaio de letalidade com o
microcrustaceo Artemia salina. Para o efeito, foram selecionados ovos da marca Artemio Pur,
produzida pela JBL. Previamente preparou-se uma solugdo de agua do mar artificial
recorrendo a 23 g de NaCl, 11 g de MgCl..6H20, 4 g de Na>S0Os, 1.3 g de CaCl..2H0 e 0.7 g
de KCI dissolvidos em 1 L de agua Millipore®. A esta solucdo, adicionou-se Na,COs; sélido
para ajustar o pH a 9.0. Os ovos de A. salina foram colocados num recipiente préprio contendo
esta solucdo, onde ficaram a incubar durante 24-48 horas, a temperatura ambiente (28-30

°C), sob iluminacéo continua e forte arejamento.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado tendo por base a metodologia descrita na
literatura.1°6175176 Numa microplaca de 96 pocos estéril (Orange Scientific), depositaram-se 2
gotas de solucdo salina contendo os organismos vivos (estimando-se a presenca de 10-15
organismos por gota) por poco. A solugéo de PsC utilizada foi diluida em série em solucéo de
adgua do mar artificial imediatamente antes da sua aplicagéo, num volume de 100 pL por pogo.
A microplaca foi tapada, permitindo a incubag&o da mistura a temperatura ambiente durante
24-48 horas. O numero de organismos mortos foi contado ao microscopio 6tico invertido
(OLYMPUS CK2), registando-se este valor por poc¢o. De seguida, aplicaram-se 20 yL de
solugdo de 5 % (v/v) cloroférmio em cada poco, levando a morte de todos os organismos,
possibilitando a contagem do numero total de organismos por poc¢o. Os resultados obtidos

foram expressos em % de morte dos organismos, atraves da seguinte equagao:

N2 de organismos mortos o
% Morte = - x 100 Equacao IlI.7
N¢ total de organismos

[11.5.5. Marcacgéo Celular por Fluorescéncia

A aquisicao das fotografias por microscopia de fluorescéncia (OLYMPUS, BX51) foi realizada
apos incubacao das linhas celulares (VERO, S180, NIH-3T3) com a disperséo aquosa de PsC
a concentragdo de 2 mg mL?. Numa microplaca de 24 pocos estéril (Orange Scientific)

depositaram-se lamelas redondas previamente esterilizadas no fundo dos pocos,
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adicionando-se de seguida 500 yL de uma solugéo 0.15 % (m/v) de gelatina em PBS. Apds
um periodo de incubacédo de ca. 10 minutos, removeu-se o0 volume em excesso e lavaram-se
todos os pocos com DMEM suplementado com 10 % (v/v) FBS. Posteriormente, adicionou-se
1 mL de células em suspensdo, de forma a cobrir o fundo do poco, seguindo-se nova

incubacéo de ca. 24 horas, a 37 °C, sob atmosfera humidificada de 5 % CO..

ApOs este periodo, descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 900 yL de DMEM fresco
suplementado com 10 % (v/v) FBS e 100 ulL/pogo de PsC (20 mg mL?), obtendo-se a
concentracdo final de 2 mg mL™. Seguiu-se um novo periodo de incubacgdo de ca. 18 horas
sob as mesmas condi¢fes descritas anteriormente. De forma a proceder a aquisicao das
imagens de microscopia de fluorescéncia, procedeu-se a lavagem de todos 0s po¢os com
DMEM fresco e depositou-se a lamela invertida sobre uma lamina hidratada com 1-2 gotas do

sobrenadante.

Por sua vez, a aquisicdo das fotografias por microscopia de fluorescéncia dos organismos
modelo foi realizada apds incubacao dos mesmos com a dispersdo aquosa de PsC a
concentracdo de 2 mg mL?, numa microplaca 96 pocos estéril (Orange Scientific), a
semelhanca do procedimento descrito para a preparacdo dos ensaios de citotoxicidade in
vivo. Decorrido o tempo de incubacgéo (ca. 24 h), depositou-se 1 gota de solucdo salina
contendo 0s microcrustaceos e a dispersdo aquosa de PsC sobre uma lamina, sobre a qual
foi posteriormente colocada uma lamela. Antes de se proceder a aquisi¢ao das fotografias, a

lamina preparada repousou durante ca. 15 minutos no escuro.
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IV. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O presente trabalho aborda a sintese de pontos de carbono (PsC) fluorescentes e bioativos a
partir da biomassa da microalga C. vulgaris crescida em meio de cultura suplementado com

residuos alimentares provenientes do comércio retalhista.

Da etapa de sintese resultaram PsC luminescentes com rendimentos massicos moderados
através de vias sustentaveis de sintese hidrotérmica recorrendo a aguecimento convencional
e irradiacdo micro-ondas, promovendo simultaneamente a valorizacdo dos residuos
alimentares e da biomassa da microalga produzida em condi¢c6es ndo convencionais e cujas
aplicagbes se encontram mais limitadas e menos exploradas, devido a origem da fonte de

nutrientes.

Foram obtidos PsC com carateristicas diferenciadas, através da utilizacdo de diferentes
aditivos, racios massicos de aditivo/BM-Cv e temperaturas de reacdo. Entre os varios
nanomateriais, destacaram-se os PsC funcionalizados com etilenodiamina (ED), que exibiram

rendimentos quanticos de fluorescéncia promissores (ca. & = 21 %).

Foi ainda avaliada a atividade biolégica destas nanoparticulas, quer ao nivel da sua atividade
antibacteriana quer ao nivel da sua capacidade antioxidante. Os efeitos citotdéxicos dos PsC
foram analisados através de testes in vitro e in vivo, tendo também sido explorada a sua

internalizacdo celular através da aquisicdo de imagens de microscopia de fluorescéncia.

Embora estes PsC nao tenham tido um desempenho destacavel em termos das suas
atividades antibacteriana e antioxidante, foi possivel verificar que 0s nanomateriais nao
apresentam citotoxicidade para as linhas celulares animais testadas, bem como para o
microcrustdceo A. salina, salientando-se a sua potencial aplicacdo na marcacdo e

visualizacdo de células na area da imagiologia.

N&o obstante, refira-se que os PsC funcionalizados com p-fenilenodiamina revelaram, ao
contrario dos restantes ensaios, uma boa atividade antibacteriana contra E. coli e S. aureus,

destacando-se o seu potencial como agentes antimicrobianos.

Perspetivando-se a aplicacdo destes nanomateriais na &area da imagiologia, as suas
propriedades Oticas e morfolégicas deverdo ser sintonizadas de forma a garantir 0 menor
tamanho e melhor fluorescéncia possiveis, com o intuito de facilitar a incorpora¢éo dos PsC
no interior de células, tecidos ou 6rgdos e possibilitando a marcacdo dos mesmos. Sera,
igualmente, pertinente procurar purificar os nanomateriais sintetizados através de técnicas

alternativas, nomeadamente cromatografia de exclusdo molecular e/ou dialise, com vista a

103



obtencdo de melhores rendimentos quanticos de fluorescéncia e, possivelmente, melhores

propriedades biologicas.

Por outro lado, atendendo ao facto de os PsC obtidos terem somente sido testados em células
animais ndo humanas, é de extrema importancia perceber qual a sua biocompatibilidade para
com um modelo celular humano, de células normais e tumorais. No mesmo contexto, o estudo
mais profundo no &mbito dos ensaios in vivo sera relevante, utilizando modelos animais mais

complexos, como 0s murganhos.

Por ultimo, é de salientar a importancia da implementacéo desta classe de nanomateriais a
Engenharia Biomédica, ndo s6 pela sua facil obtencdo e pelo baixo custo associados, mas
principalmente pela versatilidade das suas condi¢cdes de sintese, permitindo a sintonizagéo

das suas caracteristicas de acordo com a aplicagdo em vista.
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