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Resumo 

Os polímeros de origem marinha, como o fucoidan, carragenina e quitosano podem 

ser utilizados em aplicações muito diversas, seja, por exemplo, como produtos dietéticos 

ou na cicatrização de feridas. Também têm sido propostos para a produção de sistemas 

de veiculação de fármacos, como as nanopartículas, tirando vantagem do potencial 

elevado de biodegradação, biocompatibilidade, baixa toxicidade e das várias atividades 

biológicas que lhes estão associadas.  

As algas são uma das possíveis fontes de polímeros marinhos. Um dos objetivos deste 

trabalho consistiu em avaliar a capacidade dos extratos de Sargassum muticum (FSm) 

para a formação de nanopartículas poliméricas com quitosano (CS), caraterizando-as 

quanto ao tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta. Foram variados os rácios de 

massa (FSm/CS = 4/1, 1/1 e 1/4), tendo-se obtido tamanhos compreendidos entre 280 e 

1040 nm, índices de polidispersão desde 0,23 a 0,66 e valores de potencial zeta entre +33 

e +67 mV. Verificou-se uma tendência de aumento de todos estes parâmetros quando 

estava presente uma maior concentração de CS e, consequentemente, também uma maior 

concentração total de polímeros.  

Para estudar a influência da temperatura de reação nas características físico-químicas 

das nanopartículas foram produzidas nanopartículas com fucoidan obtido a partir de 

Fucus vesiculosus (FFv) e CS, e também com carragenina (CRG) e CS, fazendo-se uma 

comparação entre a produção à temperatura ambiente (25 ºC) e a uma temperatura 

controlada (15 ºC). As nanopartículas FFv/CS demonstraram que a concentração dos 

polímeros influenciou as suas propriedades físico-químicas, sendo que os parâmetros 

analisados (tamanho, índice de polidispersão, potencial zeta) aumentaram com a adição 

de CS. No entanto, verificou-se que nas nanopartículas CS/FFv o efeito no tamanho e 

potencial zeta foi o inverso quanto maior a proporção de CS. A comparação dos 

parâmetros de caraterização das nanopartículas após produção a ambas as temperaturas, 

indicou que a temperatura de reação não é um fator com muita influência nas 

caraterísticas das nanopartículas. 

 

Palavras-chave: carragenina; complexação polieletrolítica; fucoidan; nanopartículas; 

polímeros marinhos; quitosano  



vi 

 

Abstract 

Polymers from marine origin, such as fucoidan, carrageenan and chitosan can be used 

in very diverse applications, for example as dietary products or in wound healing. They 

have also been proposed for the production of drug delivery systems, such as 

nanoparticles, taking advantage of their high potential for biodegradation, 

biocompatibility, low toxicity, and their various associated biological activities.  

Algae are one of the possible sources of marine polymers. One of the objectives of 

this work was to evaluate the ability of Sargassum muticum (FSm) extracts to form 

polymeric nanoparticles with chitosan (CS), characterizing them in terms of size, 

polydispersity index and zeta potential. Mass ratios were varied (FSm/CS = 4/1, 1/1 and 

1/4), and sizes ranging from 280 to 1040 nm, polydispersity index from 0.23 to 0.66 and 

zeta potential values between +33 and +67 mV were obtained. There was a tendency for 

all these parameters to increase when a higher concentration of CS was present and, 

consequently, also a higher total polymer concentration.  

To study the influence of the reaction temperature on the physicochemical 

characteristics of the nanoparticles, nanoparticles were produced with fucoidan obtained 

from Fucus vesiculosus (FFv) and CS, and also with carrageenan (CRG) and CS, making 

a comparison between the production at room temperature (25 ºC) and at a controlled 

temperature (15 ºC). The FFv/CS nanoparticles showed that the concentration of the 

polymers influenced their physicochemical properties, with the analyzed parameters 

(size, polydispersity index, zeta potential) increasing with the addition of CS. However, 

it was found that in the CS/FFv nanoparticles the effect on size and zeta potential was the 

reverse the higher the proportion of CS. Comparison of the characterization parameters 

of the nanoparticles after production at both temperatures indicated that the reaction 

temperature is not a factor with much influence on the nanoparticle characteristics. 

 

Keywords: carrageenan; chitosan; fucoidan; marine polymers; nanoparticles; 

polyelectrolytic complexation 
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1. Introdução 

1.1 Macroalgas marinhas 

As macroalgas marinhas são organismos eucariotas macroscópicos, que podem ter 

dimensões superiores a 30 metros e que realizam fotossíntese ao recorrer aos cloroplastos, 

organelos que contêm clorofila. Fazem parte dos ecossistemas marinhos das regiões 

costeiras e têm atualmente diversas aplicações em vários setores. São utilizadas na 

agricultura e aquacultura, empregando partes da alga, ou até mesmo extratos de algas que 

têm o benefício de evitar o excesso de sal, metais pesados e areia que as algas em si 

passam para o solo. As macroalgas são usadas também na produção de fertilizantes, e 

estes substituem em parte os fertilizantes químicos, o que diminui consequentemente os 

problemas de saúde subjacentes ao uso dos últimos (1,2). Outra utilização comum das 

macroalgas é na suplementação das dietas dos animais, de modo a melhorar a qualidade 

da carne e peixe, e a quantidade de minerais destes, ou dos produtos desses mesmos 

animais, como por exemplo os ovos (3–5).  

As macroalgas diferem das microalgas principalmente pelo tamanho, uma vez que as 

microalgas apresentam tamanhos entre as décimas e as centenas de µm, mas também por 

as microalgas serem organismos geralmente unicelulares e com a possibilidade de serem 

procariotas ou eucariotas. Tal como as macroalgas realizam fotossíntese, também as 

microalgas o fazem, embora neste último caso seja um processo com rendimento superior, 

uma vez que são células mais simples e não apresentam tecidos não fotossintéticos. Para 

além disso, as microalgas movem-se por flagelos e podem ser encontradas em quase todo 

o mundo, desde em ambientes gélidos até a desertos, com a condição que exista luz e 

água. A Figura 1.1 é representativa de uma microalga. (6) 
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Figura 1.1 - Exemplo de microalga vista ao microscópio, da espécie Nannochloropsis oculata. Retirado de 

(6). 

 

Devido ao facto das macroalgas possuírem um baixo conteúdo de gorduras e alto teor 

de aminoácidos, proteínas, fibras, uma série de minerais, e várias vitaminas como A, C, 

E e também vitaminas do complexo B, que normalmente não estão presentes nos vegetais, 

apresentam interesse do ponto de vista da indústria alimentar para fins de suplementação 

(1,7). Na composição das macroalgas, encontram-se ainda polímeros que podem ser 

utilizados como agentes gelificantes, espessantes e estabilizadores por terem na sua 

composição fitocolóides, tal como os alginatos e a carragenina. Podem igualmente ser 

usados para a purificação de águas e solos, uma vez que apresentam uma excelente 

capacidade de sequestrar metais pesados destas (8,9).  

Os bioativos das macroalgas também apresentam interesse na indústria cosmética 

devido a propriedades como antioxidante, viscosificante e aglutinação de água (10). Na 

literatura encontram-se alguns trabalhos onde os investigadores verificaram um efeito na 

redução do aparecimento de olheiras e estimulação da produção de colagénio (11). Para 

além disto, há também a produção de produtos cosméticos como loções corporais, 

champôs e sabonetes com base em compostos extraídos destas algas (1,10). No caso da 

indústria farmacêutica, as macroalgas são geralmente utilizadas para a extração de alguns 

dos seus componentes bioativos que podem ser de interesse devido a apresentarem as 

mais diversas atividades, desde imunomodelação a atividade antitrombótica e 

anticoagulante (12–15). 

As macroalgas dividem-se em três grandes grupos consoante a sua pigmentação, as 

clorófitas (algas verdes), as feófitas (algas castanhas) e as rodófitas (algas vermelhas), 
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com exemplos representativos de cada grupo na Figura 1.2. O pigmento principal das 

algas verdes é a clorofila, das algas castanhas é a fucoxantina, e das algas vermelhas são 

a ficoeritrina e a ficocianina. Todas elas encontram aplicações várias, inclusive na área 

da biomedicina. O presente trabalho foi desenvolvido com base em extratos obtidos de 

algas castanhas e foi utilizado também um polímero, obtido comercialmente numa forma 

com algum grau de purificação, o qual é extraído de algas vermelhas. Por essa razão se 

detalham abaixo as caraterísticas das espécies de macroalgas castanhas Sargassum 

muticum e Fucus vesiculosus, bem como da carragenina, o polissacárido obtido de algas 

vermelhas, e de outro polímero utilizado, também de origem marinha, o quitosano. (16–

18) 

 

 

1.1.1 Sargassum muticum 

A macroalga Sargassum muticum, da ordem Fucales, representada na Figura 1.3, é 

uma alga invasora castanha de origem japonesa, que pode ser encontrada ao longo das 

costas oeste da Europa e América do Norte, e do Japão. Devido ao seu carácter invasivo, 

e uma vez que a sua erradicação recorrendo a métodos físicos e químicos não teve 

sucesso, pode ser promissor encontrar outras aplicações para este tipo de alga de modo a 

a) b) 

c) 

Figura 1.2 - Imagens representativas de algas verde, castanha e vermelha, respetivamente. a) Ulva 

lactuca b) Saccorhiza polyschides c) Plocamium cartilagineum. Retirado de (16-18). 
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dar-lhe uma finalidade, parar a sua disseminação, e melhorar o seu valor de mercado 

(19,20). Esta alga apresenta uma série de atividades biológicas, tais como antibacteriana, 

antioxidante, anticancerígena, citoprotetora e antiviral, entre outras (21–24). (25) 

 

Figura 1.3 - Alga castanha invasora Sargassum muticum. Retirado de (25). 

 

O Sargassum muticum contém polímeros como o fucoidan e o alginato, entre outros, 

e também compostos fenólicos que exibem uma excelente atividade antioxidante por 

terem a estrutura adequada para a eliminação de radicais livres, doação de eletrões e 

átomos de hidrogénio, e quelação de catiões metálicos, (26,27).  

 

1.1.2 Fucus vesiculosus 

Dentro da ordem Fucales, Fucus vesiculosus, representada na Figura 1.4, é uma 

macroalga castanha comestível localizada maioritariamente ao longo das costas do 

oceano Atlântico, e dos mares Báltico e Nórdico. Esta macroalga tem sido extensivamente 

estudada com o objetivo de ser utilizada em produtos cosméticos, biofertilizantes, na 

pecuária como ração animal e na indústria alimentar como aditivo, para além de ser 

utilizada na indústria farmacêutica (28–33). (34) 
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Figura 1.4 – Imagem da alga castanha Fucus vesiculosus. Retirado de (34). 

 

 Embora as quantidades alterem devido a alguns fatores como a época e o habitat, 

entre outros, a alga F. vesiculosus contém na sua constituição alginatos e fucoidan como 

principais polímeros, tal como a alga Sargassum muticum, e também fucoxantina e 

laminarina (35,36). F. vesiculosus é uma alga que apresenta atividade antioxidante, anti-

inflamatória, antifúngica, antibacteriana e anticancerígena, entre outras (33,37–41). Para 

além de ser a espécie que tem a maior quantidade de fucoidan, que pode chegar até 20% 

do seu peso seco, tem também presente iodo na sua composição, que lhe confere utilidade 

em casos de hipotiroidismo (13,42). O fucoidan presente em F. vesiculosus tem na sua 

estrutura uma predominância de fucose e um baixo grau de acetilação (28). 

 

1.2 Polímeros de origem marinha 

1.2.1 Fucoidan 

O principal polímero das algas castanhas é o fucoidan, e pode ser encontrado apenas 

nas paredes celulares destas algas, como Sargassum muticum e Fucus vesiculosus, onde 

tem função estrutural (22). É um polissacárido aniónico sulfatado principalmente 

formado por fucose. No entanto, existem vários tipos de fucoidan com composição que 

pode variar consoante, por exemplo, a espécie da alga da qual é extraído o fucoidan e até 

a localização geográfica da alga (13,43). Todos os tipos de fucoidan têm composição 

complexa e que pode diferir quanto ao tipo de ligação, substituintes presentes, 

ramificação e grau de sulfatação, conferindo-lhes diferentes caraterísticas físico-químicas 

e, consequentemente, diferentes propriedades biológicas (13). Outros fatores que 
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influenciam a estrutura do fucoidan extraído são o método de extração, e a época de 

colheita (44). Um possível esquema da estrutura do fucoidan encontra-se representado na 

Figura 1.5, e é constituída maioritariamente por ligações alternadas α-(1,3) e α-(1,4) de 

moléculas de L-fucose, e também por grupos sulfato que conferem o carácter aniónico ao 

fucoidan, sendo a restante composição à base de monossacarídeos como manose, 

galactose, glucose, xilose, entre outros, e ainda proteínas e grupos acetilo (13,45,46). 

Trata-se de um polissacárido bastante solúvel em água quando extraído e esta solubilidade 

está relacionada com o grau de sulfatação do mesmo (47,48). 

 

O fucoidan é um polissacárido com utilização bastante reportada em trabalhos de 

investigação, com o objetivo de desenvolver medicamentos ou nutracêuticos, devido ao 

facto de apresentar grande potencial terapêutico em virtude da sua atividade 

antitrombótica, anticoagulante, imunomodeladora, antiviral e antioxidante (13,14,45,49–

52). Como é um polímero de origem natural, tem maior probabilidade de apresentar 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e ausência de toxicidade para o organismo 

humano (48,53). Alguns estudos científicos demonstram a utilização do fucoidan em 

sistemas de veiculação de fármacos, incluindo nanopartículas, embora não exista no 

mercado nenhum medicamento que contenha fucoidan na sua composição (47,48,53,54).  

 

 

Figura 1.5 - Esquema da possível estrutura do fucoidan, extraído da ordem Fucales, com ligações 

alternadas α-(1,3) e α-(1,4). (R representa o local de potenciais substituintes, como sulfato, manose, 

galactose, entre outros). Adaptado de (48). 
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1.2.2 Alginato 

O alginato, presente nas duas espécies de algas em foco, S. muticum e F. vesiculosus, 

é um polissacárido aniónico encontrado na matriz celular de algas castanhas, tendo como 

função conferir-lhes robustez e flexibilidade estrutural, de maneira a que as algas 

consigam sobreviver no mar (55). O alginato é um polímero composto por duas unidades 

diferentes conhecidas como ácido β-D-manurónico (M) e ácido α-L-gulurónico (G), 

representadas na Figura 1.6. Estas unidades distribuem-se aleatoriamente ao longo de 

uma cadeia linear para formarem blocos homogéneos, MM e GG, e blocos heterogéneos, 

MG (56). Esta variabilidade de conformação leva a que haja vários tipos de alginatos, 

com diferentes propriedades físicas e reológicas. Portanto, as propriedades do alginato 

variam com a razão M/G e com a distribuição dos blocos ao longo de toda a cadeia linear 

(57). (58) 

 

Como exemplo das referidas diferenças para razões M/G diferentes é que aqueles 

alginatos que possuem maior quantidade de M apresentam uma maior viscosidade, 

enquanto aqueles que possuem mais unidades G exibem propriedades de gelificação mais 

fortes (55,56). O alginato, devido às caraterísticas descritas anteriormente, é utilizado 

como um agente gelificante e viscosificante, mas apresenta uma série de atividades para 

além desse propósito, entre as quais anti-inflamatórias e antitumorais (13). Além disso, 

como demonstrado num estudo onde ratos foram submetidos a uma dieta rica em gordura, 

os alginatos impedem o aumento de peso, diminuem o consumo energético, e mitigam a 

hiperglicemia e hiperlipidemia, o que resulta numa melhoria de situações de obesidade e 

síndromes relativas a esta condição (59,60). 

 

ácido β-D-manurónico (M) ácido α-L-gulurónico (G) 

Figura 1.6 - Representação das duas unidades estruturais que constituem os alginatos, ácido β-

D-manurónico (M) e ácido α-L-gulurónico (G). Retirado de (58). 
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1.2.3 Carragenina 

O polímero principal presente nas algas vermelhas, a carragenina, é um polímero 

sulfatado que pode ser encontrado em várias espécies destas algas (61). A estrutura base 

do polímero é constituída por cadeias lineares de unidades de D-galactose e 3,6-anidro-

galactose ligadas alternadamente por ligações α-(1-3) e β-(1-4) (48). Embora existam 15 

estruturas diferentes de carragenina, destacam-se os três principais tipos de carragenina 

comercial, que são kappa (κ), iota (ι) e lambda (λ), representados na Figura 1.7, onde o 

grau de sulfatação da carragenina varia de acordo com o tipo de polímero (62). O tipo κ 

tem um grupo sulfato por dissacárido, ι tem dois e λ tem três (13,63). Relativamente às 

suas propriedades, o poder gelificante diminui diretamente com o aumento do grau de 

sulfatação da carragenina, sendo a κ-carragenina a mais forte e a λ-carragenina a mais 

fraca, esta última sendo apenas usada como agente viscosificante (13,61). 

 

 

A carragenina apresenta uma estrutura helicoidal, que lhe permite formar diferentes 

tipos de géis a temperatura ambiente, podendo ser utilizada como agente gelificante ou 

espessante na indústria alimentar, tanto humana como animal, e na indústria farmacêutica 

(64). 

Há uma grande diversidade de alimentos onde a carragenina é aplicada, 

nomeadamente em alimentos enlatados, tanto para consumo humano como animal, em 

gelados e recheios de bolos, entre outros (13). No caso da indústria, utilizam-se extratos 

purificados da carragenina com o intuito de clarificar algumas bebidas alcoólicas e 

também mel (15). 

Na indústria farmacêutica as aplicações da carragenina são as mais variadas. Existem 

hidrogéis termorreversíveis à base de carragenina que permitem a deposição e formação 

de camadas de hidroxiapatite, um constituinte inorgânico dos ossos humanos, que quando 

expostos a fatores específicos, favorecem a regeneração óssea (65,66). A carragenina 

κ-carragenina λ-carragenina ι-carragenina 

Figura 1.7 – Estrutura dos três principais tipos de carragenina comercial: kappa, iota e lambda. Adaptado de (13). 
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demonstrou também ser um bom veículo de hidroxiapatite em formulações injetáveis, 

utilizadas em alternativa a excertos ósseos (67). No caso do tecido cartilaginoso a κ-

carragenina apresenta um excelente potencial na engenharia deste tecido, uma vez que 

mimetiza os glicosaminoglicanos sulfatados que estão presentes na matriz extracelular da 

cartilagem, propriedade que é atribuída à presença dos grupos sulfato na sua composição 

(68,69). Outra aplicação dos hidrogéis de carragenina é na cicatrização de feridas, uma 

vez que se verifica uma melhor cicatrização destas em ambientes húmidos, e verificou-se 

que hidrogéis de ι-carragenina promoviam o recrutamento de células para o local e a sua 

epitelização (70,71). Para além destas aplicações, está descrita atividade antiviral, 

antiagregante e anticoagulante para a carragenina (72–76). 

 

1.2.4 Quitosano 

O quitosano é um polissacárido derivado da quitina, obtido pela desacetilação deste 

polímero (77). A quitina por sua vez está presente no exoesqueleto de invertebrados bem 

como na parede celular de algumas plantas inferiores, onde tem função estrutural, embora 

seja geralmente obtida das carapaças dos crustáceos como o camarão, sendo portanto de 

origem marinha (77–79). O quitosano apresenta, assim, um baixo grau de acetilação, 

sendo composto por cadeias β-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina, atribuindo-lhe os grupos 

amina a possibilidade de dissolução em soluções aquosas ácidas (77). Este polissacárido 

está representado na Figura 1.8.  

Um dos passos da extração do quitosano, a desproteinização química, requer o uso de 

reagentes que despolimerizam a quitina, resultando em polímeros com pesos moleculares 

menores (13). Pesos moleculares diferentes resultam em graus de desacetilação também 

variados, o que, entre outras caraterísticas, confere propriedades bastante distintas aos 

quitosano (79,80). Alguns exemplos são o tio-quitosano que possui grupos tiol que 

intensificam a mucoadesão, e o O-carboximetil-quitosano que demonstra alta afinidade 

com o sangue (81,82). No segundo passo da extração, a desmineralização química, é 

também possível obter sais de quitosano, sendo estes mais puros e solúveis diretamente 

em água (13). A escolha do quitosano está então dependente da finalidade da sua 

utilização. Os quitosanos podem ser considerados de baixo peso molecular, tal como o 

utilizado neste trabalho, ao possuírem pesos moleculares entre os intervalos de 

aproximadamente 3 e 190 kDa (83). 



10 

 

 

Este polissacárido está bastante estudado e, portanto, é muito utilizado em várias 

vertentes. Na área dos nutracêuticos, sabe-se que o quitosano não é metabolizado no trato 

intestinal superior e é uma fibra dietética, promovendo a não absorção de glúcidos e 

lípidos, o que contribui para uma aceleração do trânsito intestinal (84). Embora não seja 

consensual na literatura, o quitosano é um composto com potencial para promover o 

emagrecimento, estando aprovado como suplemento alimentar no Japão, Itália e 

Finlândia (80,85,86). De acordo com alguns estudos, pode ainda aumentar a excreção de 

ácidos gordos aterogénicos (84). Outras aplicações do quitosano consistem no seu uso 

como agente conservante de alimentos devido à sua atividade antimicrobiana e 

antifúngica, na sua potencial utilização como agente prebiótico por o quitosano melhorar 

a microbiota intestinal (79,80,83,84,87). A biodegradação do quitosano é afetada por 

diversos fatores tais como peso molecular, grau de desacetilação, grau de pureza e teor 

de humidade (88). Por exemplo, os quitosanos com maior peso molecular têm que sofrer 

degradação suficiente para a excreção renal ser possível (88). O quitosano é degradado 

nas mucosas pela ação de uma enzima principal, a lisozima, que cliva as ligações deste 

(88,89). Quitosano e sais de quitosano demonstraram ser biocompatíveis e não tóxicos 

(90). Para além disso, é também um material relativamente barato (79). 

Figura 1.8 – Estrutura da quitina que apresenta grupos acetilo (formas azuis), e do 

quitosano que não os possui (formas vermelhas). Adaptado de (13). 

Quitosano 

Quitina 
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No que se refere a uma potencial aplicação farmacêutica, o quitosano apresenta uma 

série de atividades como antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, antifúngica, 

antitumoral, antivírica e cicatrizante, e apresenta ainda propriedades mucoadesivas, o que 

o transforma num candidato muito bem posicionado para o desenvolvimento de algumas 

terapêuticas (13,83,91–94). As atividades antimicrobiana, antifúngica e antitumoral têm 

sido associadas a interações proporcionadas pelos grupos amina, carregados 

positivamente, que permitem interação eletrostática com a superfície da célula carregada 

negativamente e assim acumulação, quelação de elementos vestigiais e metaloenzimas, 

rompimento de membranas celulares, e bloqueio da transcrição de ácido ribonucleico 

(ARN) a partir do ácido dexorribonucleico (ADN) quando as moléculas de quitosano 

estão dentro do núcleo da célula (80). 

 

 

Em suma, tendo em conta todas as aplicações descritas, os polissacáridos extraídos 

das diversas macroalgas e dos compostos marinhos em geral têm um grande potencial 

para o desenvolvimento de novos medicamentos e para a exploração do potencial das 

várias vias de administração. Em muitos casos estão envolvidos na produção de sistemas 

de veiculação de fármacos e de outras moléculas de interesse, como micro e 

nanopartículas (43,95–98). Nanopartículas à base de fucoidan e quitosano têm sido 

reportadas, demonstrando não só algumas das atividades dos próprios polímeros, como 

também a possibilidade de veicular fármacos (48,99–101). 

 

1.3 Métodos de extração para a obtenção de polímeros 

Existem vários métodos de extração de polissacáridos, sendo os mais conhecidos: 1) 

a extração com água quente, que é o método mais utilizado e segue o princípio de que os 

polissacáridos são mais solúveis em água quente do que em água à temperatura ambiente; 

2) a extração com uma solução alcalina diluída, utilizada para extração de polissacáridos 

com carácter acídico e/ou maior peso molecular; 3) a extração enzimática, onde há a 

adição de uma variedade de enzimas, embora seja normalmente utilizada com recurso 

também à extração com água quente uma vez que permite um melhor rendimento. 

Existem ainda outros métodos de extração que geralmente recorrem a solventes orgânicos 
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e, que para além de apresentarem alto custo e baixo rendimento, são prejudiciais para o 

ambiente (102).  

Tendo em consideração a existência e a dependência da indústria relativamente aos 

métodos de extração que empregam solventes orgânicos, é necessário criar métodos 

inovadores que sejam mais sustentáveis do ponto de vista ambiental, uma vez que é nesses 

princípios que a indústria se deve focar (103). Entre as tecnologias de extração 

sustentáveis existentes, onde se usa apenas água como solvente, descrevem-se métodos 

que usam microondas, ultrassons, água subcrítica ou autohidrólise, e a possibilidade de 

extração combinada, que utiliza dois desses métodos de extração com o objetivo de 

melhorar a extração em pelo menos um dos seguintes pontos: rendimento, tempo, custo, 

impacto ambiental e segurança (104–107). Para os extratos de S. muticum utilizados neste 

trabalho foi desenvolvido um método de extração sustentável (também denominado 

amigo do ambiente), representado na Figura 1.9.  

Combinam-se dois dos métodos mencionados anteriormente, água quente e aplicação 

de ultrassons, os quais tinham demonstrado, em trabalhos prévios do grupo de 

investigação onde foram otimizadas as condições de extração, rendimentos de extração 

superiores aos obtidos pelos métodos convencionais, como a destilação e a maceração 

(105,108). Sucintamente, e como mostrado na Figura 1.9, nesta metodologia que foi 

empregue, os extratos de S. muticum foram extraídos recorrendo à extração com água 

quente, onde foram utilizadas três temperaturas diferentes (40, 60 e 80 ºC), juntamente 

com a aplicação de ultrassons, também com três tempos de extração diferentes (20, 40, 

60 min). Seguiu-se uma primeira filtração, após a qual foi adicionado CaCl2 1% à fase 

líquida resultante, de modo a precipitar os alginatos. A segunda filtração retirou os 

precipitados de alginato, e a fase líquida livre de alginatos foi liofilizada para posterior 

formulação de nanopartículas. 
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1.4 Nanopartículas 

Um tópico que tem vindo a ser estudado e aprofundado ao longo dos anos na área da 

saúde, é a utilização de nanopartículas como uma forma de veiculação de vários 

componentes, desde fármacos de baixo peso molecular, a proteínas e ácidos nucleicos, 

incluindo ainda agentes de contraste (109–113). A administração das nanopartículas pelas 

mais variadas vias, como a pulmonar, nasal e ocular, pode constituir uma via alternativa 

à via de administração mais invasiva, a injetável (114). Existem diversas classes de 

nanopartículas (Figura 1.10), tais como nanopartículas lipossomais, nanopartículas à base 

de emulsões, nanopartículas cerâmicas, nanopartículas metálicas, nanopartículas à base 

de carbono, nanopartículas semicondutoras e, a classe de nanopartículas abordada neste 

trabalho, nanopartículas poliméricas. Todas estas classes apresentam caraterísticas e 

Sargassum 

muticum 

Fase líquida livre 

de alginatos 

Alginatos 

RSL 

1:20 

(m/m) 

Filtração 

1% CaCl2 

overnight 
Fase líquida 

Fase sólida Filtração 

t = 20, 40, 60 min 

T = 40, 60, 80 ºC 
Ultrassons 

Água 

Figura 1.9 - Esquema do método de extração utilizado nos extratos de Sargassum 

muticum. (RSL – rácio sólido líquido). 

Liofilização 
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propriedades diferentes (115). Dada a sua relevância para o trabalho, as nanopartículas 

poliméricas serão abordadas com maior detalhe na próxima subsecção. (116) 

 

 

1.4.1 Nanopartículas poliméricas 

As nanopartículas poliméricas são nanopartículas que apresentam uma matriz 

constituída por um polímero, sendo que este corresponde à repetição de unidades 

singulares, denominadas monómeros (117). Este polímero pode ser de origem natural ou 

de origem sintética. Os de origem natural podem extrair-se de animais, plantas e algas, 

apresentando vantagens relacionadas com potencial de biocompatibilidade, toxicidade 

reduzida ou inexistente, e preço relativamente baixo (95,118,119). Têm algumas 

desvantagens, relacionadas maioritariamente com o facto de serem de origem biológica e 

apresentarem alguma variabilidade na sua constituição, o que leva a caraterísticas físico-

químicas diferentes e, assim, a comportamentos também distintos aquando da sua 

utilização, por exemplo na formação de nanopartículas, em propriedades como o tamanho 

de partícula (117). Alguns exemplos de polímeros naturais e também dos mais utilizados 

em aplicações biomédicas são o quitosano, o ácido hialurónico, e a celulose (117). Já os 

polímeros sintéticos, tal como o nome indica, são moléculas obtidas através de síntese 

química, sendo as suas maiores vantagens o vasto conjunto de monómeros existentes 

possíveis de se conjugar, que resulta numa elevada variedade de polímeros sintetizados. 

Ao contrário dos polímeros naturais, estes apresentam uma baixa variabilidade nas suas 

Polímero Ciclodextrina 

anfifílica 

Lipossoma Dendrímero 

Nanopartícula de ouro Micela Nanotubo de carbono Ponto quântico 

Figura 1.10 - Representação de algumas das classes de nanopartículas existentes. Adaptado de (116). 
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propriedades físico-químicas, o que se traduz num comportamento relativamente 

constante e mais previsível, o que é mais favorável para uma aplicação farmacêutica 

(117). Os polímeros sintéticos podem ainda ser desenhados de modo a possuírem 

caraterísticas e comportamentos específicos, com o intuito de, por exemplo, modelar a 

libertação de fármacos, ou até apresentar semelhanças a tecidos biológicos e, assim, 

agirem como biomiméticos (120,121). Por outro lado, também ao contrário dos polímeros 

naturais, a grande desvantagem deste tipo de polímeros recai na maior dificuldade em 

garantir a biocompatibilidade e ausência de toxicidade, o que leva a uma utilização 

reduzida para a produção de nanopartículas, que na maioria dos casos corresponde a 

poliésteres (117).  

Existem diferentes morfologias de nanopartículas poliméricas, sendo que a literatura 

refere com mais frequência nanocápsulas, nanoesferas, poliplexos, polimersomas e 

dendrímeros, cujas estruturas se encontram representadas na Figura 1.11 (122–124). As 

nanocápsulas apresentam uma morfologia semelhante a vesículas e incorporam o fármaco 

no seu núcleo, que pode ser hidrofílico ou hidrofóbico, estando revestido pela cápsula 

polimérica. Ao contrário das nanocápsulas, as nanoesferas são constituídas por uma 

matriz polimérica contínua que incorpora o fármaco através de encapsulação, ligações 

covalentes, e/ou o fármaco pode ser adsorvido à superfícies das nanoesferas. Os 

polimersomas têm uma estrutura vesicular constituída por dois polímeros distintos 

ligados covalentemente, formando unidades anfifílicas. Por seu lado, os dendrímeros são 

polímeros formados pela repetição de estruturas de relativamente larga escala, que se 

ramificam de forma controlada em estruturas reprodutíveis (117). Finalmente, os 

poliplexos são constituídos por duas moléculas com cargas opostas, um policatião e um 

polianião, que pode ser um oligonucleótido ou plasmídeo (125,126). 

Nanocápsula Nanoesfera Poliplexo Polimersoma Dendrímero 

Figura 1.11 - Representação de alguns dos sistemas nanoparticulados mais citadas na literatura. 

Adaptado de (117). 
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As nanopartículas formuladas neste trabalho foram produzidas através do método 

complexação polieletrolítica, pelo que devido à sua importância, será mais detalhado na 

secção seguinte. 

 

1.4.2 Complexação polieletrolítica 

De entre os vários métodos descritos para formação de nanopartículas, o método de 

complexação polieletrolítica é um dos mais populares e foi o selecionado para o presente 

trabalho. A formação de nanopartículas por este método decorre da mistura de dois 

polímeros de cargas opostas, em meio aquoso, à temperatura ambiente e sob agitação 

ligeira, o que permite uma interação eletrostática (127). De notar que não é o mesmo que 

gelificação iónica, outro método utilizado para produção de nanopartículas, sendo a 

principal diferença entre estes o tamanho das moléculas de aniões utilizados (128). A 

complexação polieletrolítica requer moléculas de maiores dimensões, polieletrólitos, tais 

como polímeros, enquanto a gelificação iónica utiliza aniões de tamanhos mais reduzidos 

como, por exemplo, o fosfato (128,129). Complexos polieletrolíticos de quitosano como 

catião têm sido bastante estudados e as suas aplicações na área farmacêutica podem ir 

desde o transporte direcionado de anticorpos, à libertação prolongada de moléculas, 

incluindo antibióticos e anti-inflamatórios, podendo a sua aplicação estender-se a várias 

vias de administração (130,131). A literatura descreve que, na produção de nanopartículas 

utilizando o método de complexação polieletrolítica, o tamanho destas depende de alguns 

fatores, como a concentração dos polímeros presentes em solução, as caraterísticas dos 

polímeros e o volume final utilizado, entre outros (98,132–134). 

 

1.4.3 Caraterização das nanopartículas 

As nanopartículas são utilizadas na indústria farmacêutica devido às caraterísticas que 

exibem, as quais favorecem e muitas vezes potenciam a interação com os alvos 

terapêuticos. Algumas dessas caraterísticas consistem no seu pequeno tamanho, que 

maximiza a capacidade de interação com as células, o elevado rácio superfície-volume 

que apresentam e que proporciona a capacidade de veicular fármacos e outras 

macromoléculas, seja encapsuladas nas nanopartículas ou adsorvidas à sua superfície, e 

a possibilidade de libertação controlada (109,135–138). Para além destas caraterísticas, 

há ainda uma particularidade que os sistemas coloidais demonstram denominada de efeito 
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Tyndall, representado na Figura 1.12, que consiste na dispersão da luz quando esta incide 

sobre sistemas desta dimensão (139). Quanto maior a dispersão de luz, mais intenso o 

efeito Tyndall e maior a quantidade de partículas presentes no meio. (140) 

  

A caraterização das nanopartículas geralmente consiste na determinação do seu 

tamanho, índice de polidispersão (PdI), carga, forma, propriedades de inchamento, 

aglomeração, entre outros (141,142). Neste trabalho as nanopartículas serão classificadas 

quanto às três primeiras propriedades.  

A determinação do tamanho das nanopartículas é o critério mais básico e, embora a 

literatura não seja consensual, estas têm, por definição e de acordo com a Food and Drug 

Administration tamanhos compreendidos entre 1 e 1000 nm, sendo também dos critérios 

mais cruciais uma vez que é um parâmetro determinante da sua aplicação (135,143,144). 

Por exemplo, está demonstrado que o intervalo ideal para haver interação entre 

nanopartículas e membranas epiteliais se encontra entre 50-500 nm, e também se acredita 

que, no que toca ao cancro, o tamanho ideal para que haja a passagem das nanopartículas 

pelos espaços intercelulares das células tumorais, conhecidos como fenestrações e 

maiores do que aqueles das células saudáveis, e consequente internalização, deve 

encontrar-se entre 10-200 nm (145–147). O tamanho determina também outras 

propriedades como, por exemplo, o tempo de circulação das nanopartículas no organismo, 

a sua velocidade de excreção, e o perfil de libertação do fármaco, entre outros. Por 

exemplo, no que se refere à possibilidade de fagocitose das nanopartículas, esta é maior 

para partículas de maior tamanho, estando descrita uma maximização do efeito para cerca 

dos 1000 nm. Assim, se for pretendida uma terapêutica que exija uma acumulação do 

Fonte de luz 

Água Coloide 

Figura 1.12 - Esquema do efeito Tyndall. Adaptado de (140). 
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fármaco no fígado, onde existem as células de Kupffer que funcionam como células 

fagocitárias e principal mecanismo de clearance deste órgão, são necessárias 

nanopartículas de tamanho mais elevado (148–150). A mesma situação acontece no baço 

(149). Ao contrário dos dois órgãos previamente mencionados, para que haja qualquer 

excreção a nível renal é necessário que o tamanho das nanopartículas seja inferior a 6 nm 

(151,152). No que toca ao perfil de libertação do fármaco, é observado um aumento da 

libertação quando as nanopartículas têm um tamanho mais reduzido, provavelmente 

devido a apresentarem proporcionalmente uma maior superfície exposta e haver, por isso, 

maior exposição ao líquido que mediará a dissolução, o que se traduz numa maior 

libertação do fármaco (153). 

A determinação do diâmetro médio de partículas deve vir sempre acompanhada de 

uma medida da distribuição de tamanho para permitir uma adequada interpretação dos 

dados. Assim, no caso das nanopartículas é sempre reportado o PdI, que é utilizado como 

indicador da homogeneidade da população, com valores que variam entre 0 e 1, em que 

0 equivale a uma grande homogeneidade da população e o 1 a uma grande 

heterogeneidade (141). São desejáveis valores de PdI o menores possível para não 

comprometer a aplicação das nanopartículas.  

O potencial zeta é um parâmetro que determina a carga superficial das partículas na 

superfície de deslizamento (154,155). Alguns elementos podem influenciar o potencial 

zeta, tais como a concentração, a força iónica, e talvez o mais importante, o pH (155,156). 

Embora não seja o único fator que contribui, o potencial zeta é um parâmetro de grande 

relevo porque é um indicador da potencial estabilidade do sistema, que pode ser garantida 

pelarepulsão eletrostática assegurada pelas cargas superficiais, contrariando assim os 

comportamentos de floculação e agregação (157). A estabilidade da formulação tem uma 

relação proporcional ao valor do potencial zeta, independentemente de ser positivo ou 

negativo. Dispersões de nanopartículas com valores de potencial zeta de ± 0-5 mV, ± 10-

30 mV, ± 30-40 mV, ± 40-60 mV e maiores que ± 60 mV apresentam comportamentos 

de floculação ou agregação, estabilidade fraca, estabilidade moderada, boa estabilidade e 

estabilidade excelente, respetivamente (141). 

A estabilidade das nanopartículas traduz-se na capacidade de estas manterem as 

caraterísticas físico-químicas referidas anteriormente durante um determinado período de 

tempo. As condições que podem interferir com estas propriedades englobam a 

temperatura, a luz, a humidade, polaridade e pH, entre outros (141).  
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2. Objetivos 

Os objetivos principais deste trabalho foram os seguintes:  

• Estudo da capacidade de formular nanopartículas poliméricas a partir de 

diferentes extratos da alga castanha invasora Sargassum muticum, recorrendo ao 

método de complexação polieletrolítica e usando o quitosano como contra-ião. 

Para avaliar esta capacidade as nanopartículas produzidas foram caraterizadas 

quanto ao tamanho, PdI e potencial zeta. 

• Avaliação da influência da temperatura de reação durante a formação de 

nanopartículas compostas quer por fucoidan da alga castanha Fucus vesiculosus e 

quitosano, quer por carragenina e quitosano, por caraterização dos parâmetros 

físico-químicos (tamanho, PdI e potencial zeta).



20 

 

3. Materiais e métodos 

3.1 Reagentes 

Foram utilizados para a execução o trabalho nove extratos da alga Sargassum 

muticum, cujas condições de obtenção se encontram detalhadas na Tabela 3.1. Estes 

extratos foram gentilmente fornecidos pelo Grupo de Investigación Biomasa y Desarrollo 

Sostenible da Universidade de Vigo (Espanha). Foram extraídos os alginatos existentes 

nestes extratos por precipitação com CaCl2 1% (Sigma, Espanha), o que permitiu obter 

extratos de S. muticum livres de alginato. Por outro lado, o fucoidan proveniente de Fucus 

vesiculosus, com peso molecular de 22993 Da, foi adquirido aos laboratórios Sigma-

Aldrich® (Alemanha). A κ-carragenina foi adquirida aos laboratórios FMC Biopolymer 

(Noruega). O quitosano (CS) utilizado possui um grau de desacetilação 91,7% e peso 

molecular ~116 kDa foi adquirido aos laboratórios Sigma-Aldrich® (Alemanha) (98). Foi 

também utilizada água purificada (Milipore®, Portugal). 

Tabela 3.1 - Condições de temperatura e tempo de aplicação de ultrassons para o processo de obtenção dos 

nove extratos de Sargassum muticum. 

 Condições de extração 

Extrato 
Temperatura 

(°C) 
Tempo (min) 

1 

40 

20 

2 40 

3 60 

4 

60 

20 

5 40 

6 60 

7 

80 

20 

8 40 

9 60 

 

3.2 Produção das nanopartículas 

Para a preparação das nanopartículas (NP), foram adicionados 0,8 mL de uma solução 

de polímero a uma concentração pré-determinada, sobre 2 mL de uma solução do 

polímero (ou extrato do polímero) de carga oposta, à concentração de 1 mg/mL. A 

metodologia adotada para a descrição das nanopartículas neste trabalho, tendo como um 

exemplo as NP FSm/CS, significa que o primeiro polímero descrito, que se utiliza sempre 

na concentração de 1 mg/mL, neste caso o FSm, se encontra na base e é o segundo 
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polímero, com concentrações variáveis, o CS no exemplo mencionado, que é adicionado 

sobre o FSm. A mistura ocorreu sob agitação suave, que foi mantida durante 10 minutos, 

formando-se as nanopartículas espontaneamente por interação eletrostática. O método 

encontra-se esquematizado na Figura 3.1. 

 

3.2.1 Nanopartículas produzidas com extratos de Sargassum muticum 

Os extratos liofilizados de S. muticum contendo fucoidan (FSm) foram pulverizados, 

reconstituídos em água purificada a uma concentração de 1 mg/mL e filtrados, recorrendo 

a filtros de seringa com poros de 0,45 µm de diâmetro. Em paralelo, o CS foi dissolvido 

em ácido acético 1% (v/v) de modo a alcançar uma concentração de 10 mg/mL, tendo 

sido filtrado a vácuo de seguida. 

 A solução stock de CS foi posteriormente diluída para alcançar concentrações entre 

0,625 e 10 mg/mL, as quais permitiram obter três rácios (m/m) de FSm/CS: 4/1; 1/1 e 

1/4. Conforme indicado no início desta secção, as nanopartículas FSm/CS são produzidas 

com a adição de CS sobre FSm a 1 mg/mL. NP CS/FSm nos mesmos rácios não foram 

produzidas uma vez que estas formulações exigiam uma maior massa de extratos, o que 

não era possível de obter.  

 

Polímero de carga 

positiva ou negativa 

Polímero de carga 

oposta ao adicionado 

10 minutos sob 

agitação suave 
Nanopartículas 

Figura 3.1 - Esquema da produção de nanopartículas poliméricas utilizando o método de complexação 

polieletrolítica. 
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3.2.2 Nanopartículas produzidas com fucoidan de Fucus vesiculosus 

O fucoidan de F. vesiculosus (FFv), obtido comercialmente, foi dissolvido em água 

purificada de forma a obter concentrações de 10 mg/mL e 1 mg/mL, tendo sido 

posteriormente filtrado com recurso a filtros de seringa com poros de 0,45 µm de 

diâmetro. Em paralelo, o CS foi dissolvido em ácido acético 1% (v/v) de forma a obter 

também concentrações de 10 mg/mL e 1 mg/mL, tendo sido igualmente filtrado a vácuo. 

Em seguida, foram realizadas diluições das soluções stock de 10 mg/mL de CS e FFv para 

concentrações pré-determinadas até aos 0,625 mg/mL, de modo a permitir a produção de 

nanopartículas com rácios (m/m) 4/1, 1/1 e 1/4, tanto de FFv/CS, como CS/FFv. As 

nanopartículas FFv/CS são produzidas com adição de CS sobre FFv a 1 mg/mL, enquanto 

as CS/FFv são produzidas com a adição de FFv sobre CS a 1 mg/mL. A produção das 

nanopartículas foi testada geralmente a temperatura ambiente, mas também se realizaram 

alguns ensaios a temperatura controlada (15 ºC) para testar o efeito da temperatura do 

meio de reação nas caraterísticas das nanopartículas. Para esse estudo em particular foram 

selecionadas duas formulações, CS/FFv = 1/1 e FFv/CS = 4/1 e a temperatura de reação 

foi controlada por utilização de um banho, recorrendo à utilização de gelo para alcançar 

a temperatura. 

 

3.2.3 Nanopartículas produzidas com carragenina 

No caso da carragenina (CRG), esta foi dissolvida em água purificada à temperatura 

de 60 ºC e filtrada a vácuo, de modo a obter uma solução stock de concentração 1 mg/mL. 

Em seguida, com a diluição da solução stock para concentrações pré-determinadas entre 

0,5 e 0,833 mg/mL e ao utilizar uma solução de 1 mg/mL de CS, foram obtidos os rácios 

de massa de CS/CRG = 5/1, 4/1 e 3/1. As nanopartículas CS/CRG são produzidas com a 

adição de uma solução de CRG sobre uma solução de CS à concentração de 1 mg/mL. 

Para o estudo do efeito da temperatura do meio de reação foram selecionados os rácios 

de massa CS/CRG = 4/1 e 3/1. 

 

3.3 Caraterização das nanopartículas 

Após a produção das nanopartículas foi determinado o tamanho, índice de 

polidispersão (PdI) e potencial zeta destas através de espetroscopia de correlação fotónica 

e anemometria de laser Doppler, recorrendo-se a um equipamento específico para o efeito 
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(Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). As amostras para 

estas leituras consistiram em 40 µL da dispersão de nanopartículas produzida, diluídos 

em 1 mL de água purificada. As distintas formulações de nanopartículas produzidas foram 

testadas no mínimo em triplicado. 

 

3.4 Análise estatística 

A análise estatística dos resultados da caraterização das nanopartículas foi feita pela 

realização do teste t e de ANOVA de uma via, com utilização do teste Tukey no último 

caso, utilizando o programa GraphPad Prism 9. Foram consideradas diferenças 

significativas sempre que p < 0,05.
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4. Resultados e discussão 

4.1 Caraterização das nanopartículas produzidas com extratos de Sargassum 

muticum 

Os dados obtidos para o parâmetro do tamanho das nanopartículas poliméricas 

FSm/CS estão representados na Figura 4.1. Verificou-se, de um modo geral nestas 

partículas, a tendência de o efeito Tyndall diminuir consoante se diminuíram os rácios de 

massa, desde FSm/CS = 4/1 para 1/4, no último não se tendo observado efeito Tyndall 

nas nanopartículas de nenhum extrato. Também se verificou uma tendência de acordo 

com as condições de extração dos extratos, onde se constatou uma diminuição do efeito 

Tyndall desde o extrato 9 para o extrato 1. A presença de maior efeito Tyndall indicia um 

maior rendimento de produção. Com isto presente, considerou-se que os extratos 4 até 9 

demonstraram mais rendimento. 

Como se observa, há um comportamento similar entre os resultados obtidos para 

todos os rácios, em que o tamanho regista um aumento quase linear em cada um dos rácios 

de massa testados quando se variam os extratos utilizados. Neste contexto, genericamente 

o extrato 1 apresenta o menor tamanho e o extrato 9 o maior. Considerando as condições 

de extração dos extratos, verifica-se um aumento progressivo do tamanho desde as 

nanopartículas produzidas com os extratos obtidos a menor temperatura e tempo de 

extração para aqueles obtidos a maior temperatura e tempo de extração (p < 0,05). De 

modo a conseguir interpretar corretamente o que influencia este comportamento seria 

necessário ter dados da caraterização composicional dos extratos, o que infelizmente não 

foi ainda possível. No entanto, num estudo onde foram produzidas nanopartículas de 

fucoidan/quitosano com extratos de fucoidan da alga castanha Laminaria ochroleuca 

obtidos a várias temperaturas (70 a 100 ºC) e com um método de extração similar, ainda 

que não tenha envolvido a aplicação de ultrassons, registaram-se em alguns casos 

aumentos de tamanho de nanopartículas que foram atribuídos a uma maior quantidade de 

fucose disponível para interagir com o CS presente nos extratos obtidos às temperaturas 

mais altas (43). 

No trabalho presente, uma única exceção à tendência descrita acima foi observada 

para o extrato 7 nas NP FSm/CS = 4/1, em que o tamanho se reduz, ao contrário do 

esperável. Para além disso, verificou-se que as NP FSm/CS = 4/1 resultantes dos extratos 

5, 6, 8 e 9, os quais tinham sido sujeitos a condições de extração mais extremas, 



25 

 

precipitaram. Este comportamento pode ter resultado da maior disponibilidade das 

cadeias de fucose disponíveis para reagir com o CS mencionada anteriormente. Este fator 

combinado com a maior presença de fucoidan em solução resultante do rácio da 

formulação (FSm/CS = 4/1), poderá originar agregados de moléculas de fucoidan ligadas 

a um reduzido número de moléculas de CS, impedindo a formação adequada das 

nanopartículas e precipitando. Observa-se ainda que para as NP FSm/CS = 4/1 o tamanho 

varia entre 277 e 432 nm, valores não muito díspares entre si e, embora inferiores, não 

muito diferentes dos obtidos para FSm/CS = 1/1 (333-499 nm). Contrariamente, as NP 

FSm/CS = 1/4 apresentaram tamanhos muito superiores (p < 0,05), variando entre 602 

nm e 1042 nm, o que representa um aumento de cerca de 70% do tamanho. 

 

Figura 4.1 - Tamanho das nanopartículas formuladas a partir dos diferentes extratos de Sargassum 

muticum e quitosano, com diferentes rácios de massa FSm/CS: 4/1; 1/1; 1/4. Dados representam média 

± desvio padrão; n ≥ 3. 

 

De facto, quando para cada extrato se comparam os tamanhos entre os vários rácios 

de massa testados (4/1 para 1/1 para 1/4), verifica-se que genericamente não há diferenças 

de 4/1 para 1/1, mas estas tornam-se significativas para 1/4 (p < 0,05).A produção destas 

nanopartículas tem lugar mantendo constante a quantidade de FSm em solução, sobre a 

qual se adicionam soluções de diferente concentração de CS para cumprir os rácios 

estipulados. Assim, os resultados indicam a existência de um claro efeito de dependência 
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da concentração de polímeros catiónico e aniónico, e um maior impacto do CS em 

comparação com o FSm, sendo que a partir de uma determinada concentração de CS 

(FSm/CS = 1/4) dar-se-á um maior número de ligações das moléculas de CS ao FSm. 

Devido à diferença de massas existente em solução e, derivado do peso molecular do CS, 

o resultado corresponde a nanopartículas de maiores dimensões. O mesmo 

comportamento de aumento do tamanho das nanopartículas de fucoidan/quitosano ao 

aumentar a concentração de CS foi observado em estudos prévios (43). 

Tendo em conta as condições de extração dos extratos e as observações do tamanho 

das NP obtidas, pode deduzir-se que tanto a temperatura de extração como o tempo de 

extração têm influência no tamanho das NP resultantes da utilização destes extratos. A 

observação geral é que, quanto maior a temperatura de extração e o tempo de extração, 

maior o tamanho das NP.  

A par com a determinação do tamanho das nanopartículas, importa perceber como é 

a distribuição de tamanhos, que vem dada pelo parâmetro correspondente ao índice de 

polidispersão (PdI), representado na Figura 4.2. De um modo geral observam-se valores 

de PdI abaixo de 0.3 apenas nas NP FSm/CS = 4/1, ou seja, quando a quantidade de FSm 

prevalece sobre CS e as NP têm menor tamanho, como descrito acima. Este valor indica 

uma polidispersão relativamente baixa e é considerado satisfatório (158). O aumento da 

polidispersão é observado de forma mais evidente nas NP FSm/CS = 1/4 (p < 0,05), 

atingindo valores superiores a 0.5 em alguns casos, o que já é indicador de polidispersão 

considerável, que não é desejável para aplicações farmacêuticas ou biomédicas. Esta 

observação acompanha de certo modo o que foi verificado para o tamanho das NP e 

descrito acima, em que a inclusão na matriz de uma maior quantidade de CS conduz a 

partículas maiores e também mais polidispersas. Quando as comparações são 

estabelecidas dentro dos mesmos rácios, verificando o efeito da utilização dos diferentes 

extratos, observa-se que o aumento da temperatura de extração juntamente com o 

aumento do tempo de extração, resultam, de modo geral, num aumento do PdI das NP, 

traduzindo uma maior polidispersão (p < 0,05). No entanto não se verificou isto dentro 

do rácio 4/1, uma vez que as diferenças obtidas não são estatisticamente significativas. 
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Figura 4.2 - PdI das NP formuladas a partir dos diferentes extratos de Sargassum muticum e quitosano, 

com diferentes rácios de massa FSm/CS: 4/1; 1/1; 1/4. Dados representam média ± desvio padrão; n ≥ 

3. 

 

O potencial zeta é outro parâmetro tipicamente caraterizado no que se refere às 

propriedades físico-químicas dos sistemas nanoparticulados, uma vez que reflete a sua 

carga superficial, que será responsável por muitos dos comportamentos de interação dos 

sistemas, além de que tem um papel preponderante na sua estabilidade. A Figura 4.3 

mostra os resultados obtidos para as NP formuladas. A primeira observação que merece 

um comentário é o facto de que, independentemente da composição das NP, o potencial 

zeta é sempre positivo. De facto, mesmo quando o FSm predomina na composição 

(FSm/CS = 4/1), o potencial varia entre +30 e +40 mV, o que é consequência da elevada 

densidade de carga por unidade de massa do CS, comparativamente ao fucoidan. A 

superioridade de densidade de carga do CS já tinha sido documentada anteriormente (43). 

Nas NP FSm/CS = 1/1 sobe para +52 - +57 mV, chegando a valores de +67 mV nas NP 

FSm/CS = 1/4. Verifica-se assim um aumento do potencial zeta com o aumento da 

quantidade de CS presente nas NP (p < 0,05), o que era esperado dada a carga positiva 

que é atribuída pelo CS, em virtude da presença dos grupos amina. Como mencionado, o 

potencial zeta tem um papel importante na estabilidade dos sistemas coloidais, pelo que 

considerando a existência de valores acima de +30 mV, se estima que as nanopartículas 
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apresentem boa estabilidade em todos os casos, assegurada pela repulsão eletrostática 

(141). 

 

Figura 4.3 - Potencial zeta das NP formuladas a partir dos diferentes extratos de Sargassum muticum e 

quitosano, com diferentes rácios de massa FSm/CS: 4/1; 1/1; 1/4. Dados representam média ± desvio 

padrão; n ≥ 3. 

 

4.2 Caraterização das nanopartículas produzidas com fucoidan de Fucus 

vesiculosus 

A preparação de nanopartículas de quitosano/fucoidan foi inicialmente reportada 

utilizando o polímero obtido de Fucus vesiculosus, usando-se igualmente a metodologia 

de complexação polieletrolítica utilizada no presente trabalho (159). Uma vez que a 

temperatura é um fator que pode influenciar as caraterísticas das nanopartículas e que 

regularmente se verificam alterações destas caraterísticas nas NP reproduzidas na época 

do verão, não obstante a constante climatização ativa do laboratório, foram produzidas 

NP quitosano/fucoidan com o propósito de testar essa hipótese, utilizando fucoidan 

proveniente da alga F. vesiculosus. Para isso, as NP foram preparadas quer à temperatura 

ambiente (TA), que resulta ser de aproximadamente 25 ºC, quer a uma temperatura 

controlada (TC) (15 ºC), de modo a comparar os parâmetros de caraterização (tamanho, 

PdI e potencial zeta) e verificar o impacto da temperatura de reação. 
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Foi igualmente testado o efeito da ordem de adição dos polímeros, pelo que se 

produziram nanopartículas FFv/CS e CS/FFv. Os ensaios realizados a temperatura 

ambiente contaram com a produção de NP FFv/CS e CS/FFv nos rácios de massa 4/1, 1/1 

e 1/4. Os parâmetros tamanho e potencial zeta estão representados nas Figuras 4.4 e 4.5. 

As NP FFv/CS demonstraram um aumento do efeito Tyndall desde o rácio 4/1 para o 

1/4, tendo sido observado efeito Tyndall em todos os rácios. Ao analisar os parâmetros 

das NP FFv/CS (Figura 4.4) é possível observar um aumento gradual no tamanho das NP 

produzidas, que variou entre 213 e 1448 nm, do rácio 4/1 para o 1/4, demonstrando a 

influência que a concentração dos polímeros tem neste parâmetro (p < 0,05). Quanto 

maior a concentração de CS comparativamente ao FFv e quanto mais quantidade de massa 

total de polímeros em solução, maiores os tamanhos das NP, o que é explicado 

exatamente por haver mais massa de polímeros a reagir e também à medida que 

avançamos nos rácios, de 4/1 para 1/4, serem adicionadas quantidades crescentes de um 

polímero de peso molecular ~116 kDa, cerca de cinco vezes o peso molecular de FFv 

(98). Na realidade, as partículas FFv/CS = 1/4 exibem um tamanho que já não permite a 

sua consideração como nanopartículas. 

 

Figura 4.4 - Tamanho e potencial zeta das NP FFv/CS 4/1, 1/1 e 1/4 (m/m) preparadas a temperatura 

ambiente (n=3). 
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valores entre ~0,21 e 0,53, com tendência crescente entre os rácios FFv/CS = 4/1 e 1/4, 

demonstrando um aumento do PdI em função da presença de maior quantidade de CS, 

indicando uma polidispersão mais elevada. De entre todos os rácios, apenas as NP FFv/CS 

= 4/1 apresentaram valores de PdI em linha com o que é considerado satisfatório (< 0,3). 

No caso do potencial zeta também se observaram algumas particularidades, sendo a 

mais evidente o facto de nestas nanopartículas FFv/CS se registarem valores de potencial 

zeta negativos no rácio 4/1, com inversão do sinal no rácio 1/1. Isto indica-nos que o FFv 

apresenta maior densidade de carga do que o fucoidan utilizado nas nanopartículas 

anteriormente descritas, derivadas de S. muticum, mas também indicia que a densidade 

de carga do fucoidan continua a ser inferior à do CS, uma vez que quando as massas se 

igualam (NP FFv/CS = /1) o potencial zeta é marcadamente positivo (+51 mV). Verifica-

se assim que a concentração dos polímeros tem uma clara influência neste parâmetro (p 

< 0,05). A observação de valores tão elevados de potencial zeta, que atingem cerca de 

+50 mV, é ainda uma garantia da estabilidade das NP. O aumento do potencial zeta em 

NP de fucoidan/quitosano ao aumentar a presença do CS já tinha sido previamente 

observado (43)(160). 

Na produção de nanopartículas à base de FFv e CS, também se pretendeu verificar se 

a ordem de adição dos polímeros teria influência nas caraterísticas das nanopartículas. 

Assim, além da formulação FFv/CS, descrita acima, também foi estudada a formulação 

CS/FFv, estando os resultados obtidos representados na Figura 4.5. Nestas partículas 

observou-se, a par das NP FFv/CS, um aumento do efeito Tyndall com o variar dos rácios 

de massa desde o 1/4 para 4/1, no entanto, as NP CS/FFv = 1/4 resultaram sempre em 

precipitação. Este efeito deveu-se provavelmente ao facto de a molécula de CS possuir 

vários grupos amina disponíveis para reagir com os grupos sulfato provenientes do FFv 

adicionado, havendo possivelmente uma neutralização de cargas que levou à precipitação. 

Para as partículas viáveis para produção, CS/FFv = 4/1 e 1/1, a figura mostra que, embora 

pouco acentuado, houve um aumento do tamanho das NP do rácio 4/1 para 1/1 (p < 0,05), 

sendo que a formulação com maior proporção de CS é a que tem menor tamanho. Em 

todas as formulações mencionadas até este ponto, o tamanho das NP era sempre mais 

elevado quanto maior a quantidade de CS comparativamente ao fucoidan. No entanto, o 

facto de o tamanho aumentar de 4/1 para 1/1 pode ser explicado pensando não nos rácios 

entre os polímeros, mas sim na quantidade de massa total dos polímeros presente em 

solução. A produção das NP consiste na adição de volumes de soluções de diferentes 
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concentrações de um polímero, neste caso o FFv, à solução de um outro polímero, sendo 

o caso CS, este com uma massa fixa. Ou seja, para formar as nanopartículas com um rácio 

onde a massa de CS é predominante (CS/FFv = 4/1) é necessário adicionar uma 

quantidade mínima de FFv, em comparação à massa de FFv adicionada quando estes 

polímeros ficam em concentrações de massa idênticas (CS/FFv = 1/1). O aumento do 

tamanho das NP é então, possivelmente, resultante do facto de haver maior quantidade de 

massa total de polímeros em solução, podendo estes reagir e formar complexos de 

maiores dimensões. 

 

Figura 4.5 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/FFv 4/1 e 1/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente 

(n=3). 

 

Ao fazer uma comparação entre as NP CS/FFv e as FFv/CS descritas anteriormente, 

é possível verificar que há uma grande diferença de tamanhos entre as formulações 

FFv/CS 1/4 (1448 nm) e CS/FFv 4/1 (459 nm) onde os rácios de massa são os mesmos, 

o que sugere que a ordem de adição dos polímeros tem influência no tamanho das NP, 

uma particularidade que foi mencionada noutros trabalhos (43). No entanto, temos que 

considerar que as NP FFv/CS 1/4 têm uma concentração total de polímeros bastante maior 

que as NP CS/FFv 4/1, o que resultará em partículas tendencialmente maiores. 

Ambas as formulações de CS/FFv apresentaram um PdI de cerca de 0,30, tendo assim 

um valor de polidispersão considerado adequado. O potencial zeta foi positivo e bastante 

elevado em ambos os casos, acima de +64 mV, o que é positivo para a estabilidade das 

nanopartículas. Maior carga de superfície foi observada quando o CS é o polímero com 
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maior massa em solução (CS/FFv = 4/1), diminuindo um pouco quando se adiciona mais 

FFv (de +71 mV para +64 mV) (p < 0,05). Isto reflete a superioridade da densidade de 

carga do CS.  

Para avaliar a influência da temperatura nos parâmetros destas formulações, foram 

selecionadas as NP FFv/CS 4/1 e CS/FFv 1/1 para produção a temperatura controlada, 

por apresentarem ambas bom efeito Tyndall comparativamente com as restantes 

formulações. O tamanho e potencial zeta das NP estudadas estão representados nas 

Figuras 4.6 e 4.7, respetivamente, apresentando-se os parâmetros a temperatura ambiente 

e temperatura controlada para facilitar a comparação.  

Foi possível observar em ambos os casos uma diminuição, ainda que pouco acentuada 

(5 – 10%), do tamanho das NP quando comparando os resultados obtidos a temperatura 

controlada com os previamente obtidos a temperatura ambiente. No entanto, apenas nas 

NP CS/FFv 1/1 a diferença foi significativa (p < 0,05), permitindo estabelecer uma 

relação entre a temperatura do meio de reação durante a produção das NP e o seu tamanho. 

Relativamente ao potencial zeta, não houve alterações que se esperem poder induzir 

alguma diferença de comportamento, com variações nominais muito reduzidas, embora 

nas NP FFv/CS 4/1 a alteração tenha sido estatisticamente significativa (p < 0,05), com 

uma diminuição (em valor absoluto) de cerca de 10% quando a preparação decorre a 

temperatura controlada.  

 

Figura 4.6 - Tamanho e potencial zeta das NP FFv/CS 4/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente (TA) 

e temperatura controlada (TC; n=3). 
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Figura 4.7 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/FFv 1/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente (TA) 

e temperatura controlada (TC; n=3). 

 

4.3 Caraterização das nanopartículas produzidas a partir de carragenina 

Com o mesmo objetivo de estudo das NP à base de FFv, foram produzidas NP a partir 

de carragenina e quitosano, denominadas NP CS/CRG, de forma a alargar os polímeros 

utilizados ao estudar a variável temperatura do meio de reação. As NP de CS/CRG foram 

produzidas com rácios de massa 5/1, 4/1 e 3/1 a temperatura ambiente, estando o seu 

tamanho e potencial zeta representados na Figura 4.8.  

A figura mostra um aumento do tamanho das NP em função do aumento da 

concentração de CRG, comparativamente à concentração de CS (p < 0,05). Isto deve-se 

ao facto de a carragenina também ser um polímero de relativamente grandes dimensões 

e, à medida que se avança nos rácios de 5/1 para 3/1, é adicionada mais quantidade deste 

polímero o qual vai interagir mais com o quitosano e formar NP de maiores dimensões. 

Este comportamento já tinha sido previamente documentado (98,161). Todas as 

formulações apresentaram um PdI de aproximadamente 0,44, o que mostra um nível de 

polidispersão relativamente elevado. No que se refere ao potencial zeta, todas as 

nanopartículas apresentaram um potencial muito elevado, acima de +65 mV, o que 

contribui positivamente para a sua estabilidade. Surpreendentemente, no entanto, foi 

observado um aumento nominal do potencial zeta associado ao aumento da concentração 

de carragenina de CS/CRG 5/1 para 4/1 para 3/1, embora apenas estatisticamente 
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significativo de 5/1 para 4/1 (p < 0,05). Na verdade, o que seria de esperar e o que foi 

observado em vários outros estudos, seria uma diminuição do potencial zeta à medida que 

era adicionada uma maior quantidade de carragenina devido à neutralização da carga do 

quitosano pelos grupos sulfato da carragenina (98,161). Não obstante a diferença 

significativa observada, a realidade é que a alteração pouco afetará o comportamento das 

nanopartículas, uma vez que em qualquer das situações a carga superficial é bastante 

elevada. 

 

Figura 4.8 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/CRG 5/1, 4/1 e 3/1 (m/m) preparadas a temperatura 

ambiente (n=3). 
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< 0,05). Ambos PdI e potencial zeta demonstraram não ser influenciados pela alteração 

da temperatura do meio de reação em nenhuma das formulações estudadas. 

 

Figura 4.9 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/CRG 4/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente 

(TA) e temperatura controlada (TC; n=3). 

 

 

Figura 4.10 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/CRG 3/1 a temperatura ambiente (TA) e temperatura 

controlada (TC; n=3). 
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5. Conclusão 

Este trabalho tinha como um dos objetivos avaliar a capacidade dos extratos de 

Sargassum muticum (FSm) para a formulação de NP poliméricas utilizando outro 

polímero de origem marinha, o CS, e caraterizar as NP produzidas em termos de tamanho, 

PdI e potencial zeta para poder estudar como os parâmetros de extração afetam os 

parâmetros das NP. 

As NP de FSm/CS produzidas apresentaram tamanhos compreendidos entre cerca de 

280 e 1040 nm. As NP de menor tamanho foram produzidas para FSm/CS = 4/1 (m/m) e 

as de maior tamanho para FSm/CS = 1/4 (m/m). Estes resultados demonstraram que as 

concentrações dos polímeros têm influência no tamanho das NP. Neste caso, quando a 

quantidade de FSm é superior à de CS obtém-se um tamanho menor de NP do que quando 

está presente uma maior massa de CS. Para além disso, observou-se também uma relação 

entre o aumento do tamanho das NP FSm/CS e a temperatura e tempo de extração mais 

elevados a que os extratos de S. muticum tinham sido sujeitos. A polidispersão destas NP, 

tal como o tamanho, tende a aumentar de acordo com a massa de CS que está presente 

em solução e também consoante a maior temperatura e tempo de extração dos extratos, 

significando que quanto mais extremas são as condições de extração dos extratos mais 

polidispersas são as NP. No entanto, ao contrário dos dois parâmetros anteriores, o 

potencial zeta demonstrou variar apenas entre rácios devido à quantidade de CS presente, 

mas estabilizar dentro destes enquanto se variam a condições de obtenção dos extratos. 

Para além disso, o potencial zeta destas partículas mostrou ser sempre positivo, 

demonstrando que o CS possuía sempre maior densidade de carga que o FSm. 

O outro objetivo deste trabalho consistia em avaliar qual a influência da temperatura 

de reação durante a produção de NP, nos parâmetros físico-químicos das mesmas. Para 

isso foram produzidas NP com base em FFv e CS e também CRG e CS. 

As NP FFv/CS demonstraram que a concentração dos polímeros tem influência tanto 

no tamanho das NP, como no PdI e potencial zeta, onde a maior presença de CS leva a 

um aumento dos parâmetros descritos (p < 0,05), o que é concordante com o observado 

para as NP FSm/CS. Para além disso, a formulação FFv/CS = 4/1 foi a única que 

demonstrou potencial zeta negativo, indicando que o FFv tem maior densidade de carga 

negativa que o FSm, uma vez que as NP FSm/CS = 4/1 apresentaram potencial zeta 

positivo. As NP CS/FFv demonstraram que a influência que a concentração dos polímeros 
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tem no tamanho das NP produzidas é o contrário do observado nas NP FFv/CS, ou seja, 

quanto maior a massa de CS menor o tamanho das NP formadas. No entanto estes 

resultados podem ser explicados por haver cada vez mais quantidade total de polímeros 

em solução à medida que se adiciona mais FFv, resultando em maiores tamanhos de NP.  

Os dados obtidos das NP CS/CRG suportam os correspondentes das NP CS/FFv na 

medida em que se observou uma diminuição do tamanho das NP quando o polímero 

negativo, neste caso CRG, foi adicionado ao CS, mesmo estando presente CS numa 

proporção superior. Isto foi contrário ao que aconteceu com as NP FSm/CS e FFv/CS, em 

que se observou um aumento do tamanho das NP quando havia maior quantidade de CS 

e este foi adicionado ao polímero negativo. Em todos os casos o tamanho das NP 

aumentou à medida que a massa total de polímeros em solução aumentou. Demonstrou-

se que a concentração dos polímeros influencia também o potencial zeta das NP CS/CRG. 

Relativamente à comparação dos dados a temperatura ambiente e temperatura 

controlada das formulações selecionadas de FFv, FFv/CS = 4/1 e CS/FFv = 1/1, 

determinou-se apenas influência da temperatura de reação na diminuição de tamanho das 

NP CS/FFv = 1/1 e na diminuição do valor absoluto do potencial zeta das NP FFv/CS = 

4/1, embora sempre com pouca expressão. As duas formulações de CS/CRG selecionadas 

para produção de NP a temperatura controlada, CS/CRG = 4/1 e 3/1, demonstraram que 

o tamanho varia com o rácio dos polímeros a temperatura controlada, tal como acontece 

a temperatura ambiente. No entanto, verificou-se que a variação de temperatura de reação 

apenas influenciou o tamanho da formulação CS/CRG = 4/1 e, novamente, com 

diferenças dos valores nominais reduzidas, sendo que o esperado da ação destas partículas 

não é alterado. 

Em suma, ao comparar todas as NP produzidas a temperatura ambiente e a 

temperatura controlada e tendo em conta todas as observações acima descritas, conclui-

se que, de um modo geral, a variável temperatura de reação não aparenta ter impacto nas 

caraterísticas de tamanho, PdI e potencial zeta das NP, tanto à base de FFv e CS como de 

CRG e CS. 
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