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Hard Love – Needtobreathe 

  

‘’Hold on tight a little longer 

What don't kill ya, makes ya stronger 

Get back up, 'cause it's a hard love 

You can't change without a fallout 

It's gon' hurt, but don't you slow down 

Get back up, 'cause it's a hard love’’ 

‘’Segure firme um pouco mais 

O que não te mata, te faz mais forte 

Volte para cima, porque é um amor difícil 

Você não pode mudar sem uma queda 

Vai doer, mas não diminua a velocidade 

Volte para cima, porque é um amor difícil’’ 



RESUMO 

No presente trabalho foram investigados os potenciais antioxidante, catalítico e ecotóxico de 

nanopartículas de prata sintetizadas usando borohidreto de sódio como agente redutor na 

presença de frações ricas em polissacarídeos extraídos de algas marinhas pertencentes aos 

gêneros Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp. Algas marinhas foram submetidas a extração 

aquosa de biomoléculas e isolamento de polissacarídeos. Em sequência, os extratos aquosos e 

os polissacarídeos isolados foram submetidos a análise de rendimento e caracterização físico-

química pelas técnicas de espectroscopia UV-Vis, cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), cromatografia de permeação em gel (CPG), análise elementar, espectroscopia no 

infravermelho e análise de composição fitoquímica para avaliar o grau de pureza dos polímeros 

isolados. As nanopartículas de prata suportadas em matriz polimérica a base dos polissacarídeos 

isolados (AgNPs) foram caracterizadas por espectroscopia de absorção UV-Vis, Espalhamento 

de Luz dinâmico (ELD), Potencial zeta (Pz) e Microscopia de Força Atômica (MFA). Os 

diâmetros médios estimado das AgNPs apresentaram tamanhos na faixa de 70 a 140 nm com 

Índice de Polidispersão (IP) entre 0,188 a 1,000 e carga superficial entre -18,7 a -79,6 mV. Em 

temperatura laboratorial, o desempenho antioxidante e catalítico das AgNPs foi investigado 

frente aos métodos de DPPH e redução química dos corantes Verde de Bromocresol (VB), e 

Azul de Metileno (AM). Verificou-se que as AgNPs apresentam bom potencial antioxidante 

promovendo um eficiente efeito catalítico por processo de redução química dos corantes com 

baixo grau de toxicidade frente ao modelo in vivo em Artemia salina com 100% de taxa de 

sobrevivência em todas as concentrações testadas. 

Palavras-chave: nanopartículas de prata, polissacarídeos, ressonância plasmônica de 

superfície, catálise, ecotoxicidade. 

  



ABSTRACT 

In the present work, the antioxidant, catalytic and ecotoxic potentials of silver nanoparticles 

synthesized using sodium borohydride as a reducing agent in the presence of fractions rich in 

polysaccharides extracted from seaweed belonging to the genera Gracilaria sp., Padina sp. and 

Ulva sp. Marine algae were subjected to aqueous extraction of biomolecules and isolation of 

polysaccharides. In sequence, the aqueous extracts and isolated polysaccharides were subjected 

to yield analysis and physico-chemical characterization by UV-Vis, CLAE, GPC spectroscopy 

techniques, elemental analysis, infrared spectroscopy and analysis of phytochemical 

composition to assess the degree of purity of the isolated polymers. The silver nanoparticles 

supported in a polymeric matrix based on the isolated polysaccharides, were characterized by 

UV-Vis absorption spectroscopy, Dynamic Light Scattering (DLS), zeta potential (Pz) and 

Atomic force microscopy (MFA). The estimated average diameters of the AgNPs showed sizes 

in the range of 70 to 140 nm with PdI between 0.188 to 1,000 and surface load between -18.7 

to - 79.6 mV. At laboratory temperature, the antioxidant and catalytic performance of AgNPs 

was investigated against the methods of DPPH and chemical reduction of Bromocresol Green 

(BG) and Methylene Blue (MB) dyes. It was found that AgNPs have good antioxidant potential, 

promoting an efficient catalytic effect by the process of chemical reduction of dyes with a low 

degree of toxicity compared to the in vivo model in Artemia salina with a 100% survival rate 

in all tested concentrations. 

Keywords: silver nanoparticles, polysaccharides, surface plasmon resonance, catalysis, 

ecotoxicity. 
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AgNP A Nanopartículas de prata sintetizadas na ausência de derivados de macroalgas 

marinhas 
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da macroalgas marinhas Ulva sp. na concentração de 0,20 molar de borohidreto 

de sódio 

  

AFM Atomic force microscopy 

Ag Prata 

Ag+1 Prata com número de oxidação igual a mais um (prata catiônica) 
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AgNO3 Nitrato de prata 
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DLS Dynamic light scattering 

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

EAB Extrato aquoso bruto 

EAB-G Extrato aquoso bruto obtida da macroalga marinha Gracilaria sp 

EAB-P  Extrato aquoso bruto obtida da macroalga marinha Padina sp. 

EAB-U Extrato aquoso bruto obtida da macroalga marinha Ulva sp. 

ELD Espalhamento de luz dinâmico 

FeCl3 Cloreto de ferro-três 

FHS Fração hidrossolúvel 

FHS-G Fração hidrossolúvel isolado da macroalga marinha Gracilaria sp. 

FHS-P Fração hidrossolúvel isolado da macroalga marinha Padina sp. 

FHS-U Fração hidrossolúvel isolado da macroalga marinha Ulva sp. 

FTIR-ATR Espectroscopia de absorção vibracional na região do infravermelho com 

transformada de Fourier por refletância total atenuada 

FWHM Full width at half maximum – Largura à mea altura 

g Gramatura 

GPC Gel permeation chromatography 

HCl Ácido clorídrico 

H2O Água 

H2O2/UV Peroxido de hidrogênio combinado com radiação ultravioleta 

H2SO4 Ácido sulfúrico 

IC50 Half maximal inhibitory concentration 

IhAgNPs¹ Nanopartículas de prata sintetizadas com extrato etanólico 

IHLE¹ Extrato etanólico 

IP Índice de polidispersão 

k Constante de velocidade de reação química  

k1 Constante de velocidade de reações de primeira ordem química 

k2 Constante de velocidade de reações de segunda ordem química 

KI Iodeto de potássio 

KMnO4 Permanganato de potássio  

KNaC4H4O6 Tartarato de sódio e potássio  

KOH Hidróxido de potássio  

L Litro 



logM Logaritmo da massa molar 

M Molar 

MB Methylene Blue 

MFA Microscopia de força atômica  

MNPs Nanopartículas metálicas 

mol Número de Avogadro (quantidade de substância) 

NaBH4 Borohidreto de sódio 

Na2CO3 Carbonato de sódio 

NaCl Cloreto de sódio 

NaNO3 Nitrato de sódio 

nm Nanômetro 

NPs Nanopartículas 

O3/UV Ozônio combinado com radiação ultravioleta  

OS Polissacarídeos sulfatados 

POA Processo de oxidação avançada 

POE Poluente orgânico emergente 

POP Poluente orgânico permanente 

Pz Potencial zeta 

R² Coeficiente de determinação linear 

RPS Ressonância Plasmônica de Superfície  

TiO2/UV Dióxido de titânio combinado com radiação ultravioleta 
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u.a. Unidade Arbitrária 
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VB Verde de bromocresol 

Ve Volume de eluente 

ΔT Variação de tempo 

Δθ Variação de temperatura 

λ Comprimento de onda 

 

(1) Dados utilizados no trabalho publicado por Dipankar e Murugan (2012)  
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1 INTRODUÇÃO 

A poluição ambiental é resultado de diversas atividades antropogênicas, tornando-se 

uma das principais consequências do desenvolvimento industrial. O aumento da contaminação 

dos recursos hídricos por efluentes oriundos da liberação de grandes quantidades de poluentes 

orgânicos preocupa tanto a comunidade científica como a população em geral (SOLTANI et 

al., 2012a; SINGH e BORTHAKUR, 2018). Os corantes orgânicos chamam atenção por serem 

um dos principais contaminantes de águas residuais, sendo largamente utilizados em diversos 

setores industriais (têxtil, curtume, cosmética, alimentício, produtos domésticos, clínicas 

humana e veterinária) por alterarem a dinâmica dos diferentes ecossistemas aquáticos, além de 

apresentarem resistência a biodegradação, serem tóxicos para humanos e animais mesmo em 

baixas concentrações (SOLTANI et al., 2012b; BHAT, APPATURI e ANWAR, 2019; 

TKACZYK, MITROWSKA e POSYNIAK, 2020). 

O tratamento de águas residuais é parte essencial da geração de recurso hídrico 

reutilizável e extremamente importante à proteção à saúde pública e ao meio ambiente. Os 

processos de remediação de efluentes utilizados pela maioria das indústrias estão baseados em 

um pré-tratamento por sistemas físico-químicos (adsorção, coagulação e/ou precipitação) e 

tratamento biológico (principalmente pelo sistema de lodos ativados) (AZIZUL RAHMAN, 

MOHD SUHAIMI e OTHMAN, 2014; CHAO, CHANG e NIEVA, 2014; SINGH e 

BORTHAKUR, 2018). Para os efluentes de corantes, os tratamentos tradicionais acima citados 

apresentam algumas limitações como complexidade, alto custo e muitas vezes ineficazes em 

decorrência da grande variedade e estrutura molecular dos corantes (CRINI e BADOT, 2008; 

SRINIVASAN e VIRARAGHAVAN, 2010; AMETA et al., 2012). No entanto, os processos 

avançados de oxidação (Advanced Oxidation Process - AOP), uma tecnologia emergente 

conhecida, constituem uma classe especial de técnicas de oxidação que envolve o uso de 

agentes oxidantes potentes e sua aplicação na remoção de alguns poluentes, incluindo corantes, 

e que tem sido relatada com sucesso (NAHAR et al., 2019). 

Os metais como platina, paládio, ródio, cobalto, ferro, cobre são catalisadores 

comumente usados para degradação de poluentes (BHAT, APPATURI e ANWAR, 2019). Na 

vertente em que a catálise é uma das abordagens ideais para a remoção de poluentes, os sistemas 

metálicos nanoestruturados apresentam vantagens pela grande capacidade em adsorver, 

interagir e reagir com átomos, moléculas ou sistemas complexos, permitindo que a eliminação 

dos contaminantes possa ocorrer por mecanismos diversos como por processos redutivos, 
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processos oxidativos, adsorção e precipitação/co-precipitação (CHEN et al., 2012; CRANE e 

SCOTT, 2012).  

As nanopartículas metálicas podem ser obtidas por diversas metodologias e dependendo 

dos materiais a serem sintetizadas podem possuir tamanho, propriedades químicas, eletrônicas, 

magnéticas, mecânicas, ópticas e catalíticas distintas (JORTNER e RAO, 2002; CRANE e 

SCOTT, 2012; LI et al., 2014). Essas características desempenham papeis fundamentais quanto 

ao grau de toxicidade dos nanomateriais, sendo todos influenciados diretamente pelos fatores 

físico-químicos do meio onde estão submetidos (MILLER et al., 2012; BENNETT et al., 2013; 

VELEZ, 2017). O uso de polissacarídeos como estabilizantes na síntese de nanopartículas 

metálicas favorece a produção menos tóxica, pois são moléculas de baixa toxicidade e ótima 

biocompatibilidade (LEMARCHAND, GREF e COUVREUR, 2004; LI et al., 2008). Desse 

modo, os polímeros naturais são os materiais mais versáteis que existem, tendo inúmeras 

aplicações, sendo uma dessas aplicações a síntese de nanopartículas metálicas com caráter 

catalisador de corantes orgânicos. Com o avanço da Ciência Biotecnológica, tem-se tornado 

possível potencializar processos de tratamento e remediação de poluição, prevenção de 

poluição e de danos indiretos ao meio ambiente, como também detecção e monitoramento de 

poluição, utilizando-se do conhecimento nanotecnológico (QUINA, 2004). Assim, o objetivo 

da presente pesquisa foi desenvolver sistemas metálicos nanoestruturados na presença de 

polissacarídeos sulfatados extraídos de algas marinhas para utilização como agentes 

antioxidantes e catalisadores no processo de remoção de poluentes aquáticos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Poluentes orgânicos 

O nível de compostos xenobióticos nocivos a variados ecossistemas, seja eles aquáticos 

ou terrestres, se deve a atividade antropogênica sobre o meio ambiente. Produtos químicos são 

amplamente utilizados na sociedade moderna, sendo produzidos mundialmente em larga escala 

para as mais variadas aplicações industriais, no entanto, intrinsicamente a sua utilização estão 

os resíduos gerados, sejam aqueles derivados diretamente das atividades industriais ou 

produzidos após seu consumo pela sociedade. Ao longo dos últimos anos, agências ambientais 

regulatórias dos países desenvolvidos vêm tentando estabelecer procedimentos de 

caracterização e controle de substâncias prejudiciais ao meio ambiente e mais especificamente 

à saúde humana são os chamados poluentes orgânicos (SILVA e COLLINS, 2011; 

RATANKAR et al., 2016). 

Dentre esses poluentes orgânicos destacam-se os poluentes orgânicos emergentes 

(POEs) ou contaminantes emergentes. O termo “poluente emergente” pode ser utilizado para 

definir um grupo especial de substâncias com características peculiares devido ao seu crescente 

nível de utilização pela sociedade e pelo seu real potencial de contaminação, pois 

diferentemente dos poluentes orgânicos permanentes (POPs) não precisam persistir no meio 

ambiente para causar efeitos negativos (NASCIMENTO et al., 2015). 

Por definição, POE refere-se a qualquer composto químico presente numa variedade de 

produtos comerciais como medicamentos, produtos de uso veterinário, embalagens de 

alimentos, produtos de higiene, agrotóxicos, ou ainda qualquer micro-organismo, que podem 

ser encontrados em matrizes ambientais e biológicas, que não são usualmente monitorados ou 

que ainda não possuem legislação regulatória correspondente, mas que apresentam risco 

potencial à saúde humana e ao meio ambiente (SANTANA, 2013). 

A investigação sobre contaminantes emergentes é recente, dessa forma, as legislações 

ambientais vigentes ainda não os contemplam, ademais, há uma carência de estudos 

toxicológicos e ecotoxicológicos que possam subsidiar sua regulação. Dessa forma, os 

candidatos a uma futura regulamentação dependerão dos resultados obtidos em estudos de 

ecotoxicidade, efeitos à saúde humana, potencial de bioacumulação, transporte e destino nos 

diferentes compartimentos ambientais, além da quantidade em que são lançados e, portanto, da 

concentração no ambiente (SANTANA, 2013; MONTAGNER, VIDAL e ACAYABA, 2017). 
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Houtman (2010) estabeleceu três categorias de POE: uma primeira faz referência a 

compostos introduzidos recentemente no ambiente, como novos produtos industriais; uma 

segunda categoria se refere a compostos que, mesmo presentes no ambiente durante longos 

períodos, só agora podem ser detectados graças ao desenvolvimento de técnicas analíticas e/ou 

biológicas avançadas; e, finalmente, a terceira categoria, compostos conhecidos por muito 

tempo, mas cujo potencial tóxico para ecossistemas e humanos possui determinação recente. 

Uma das grandes preocupações, em nível mundial, relacionadas aos POEs são as graves 

consequências nocivas ao meio ambiente, uma vez que estes materiais podem persistir por 

vários anos causando danos irreparáveis aos ecossistemas. Um dos grandes problemas 

observados com relação aos POEs é a contaminação das águas por efluentes urbanos e 

industriais. Dentre os contaminantes emergentes, como fármacos, produtos de higiene pessoal 

e pesticidas, os corantes orgânicos e sintéticos são detectados em diversos tipos de águas, como 

residuais, superficiais e até mesmo na água potável e a presença desses contaminantes na água 

representa um grave risco para os sistemas aquáticos e consequentemente para a saúde humana 

(ANDRADE, 2015). 

2.2 Corantes 

Corantes são geralmente compostos aromáticos e heterocicliclos que absorvem ou 

emitem radiação no espectro de luz visível de maneira seletiva (EJHIEH e MOAZZENI, 2013, 

FERREIRA, 2018). Os corantes utilizados até o século XIX eram todos de origem natural, 

obtidos de moluscos, insetos, vegetais e outros tipos de matéria orgânica, mas em 1856 o 

primeiro corante sintético (malveína) foi descoberto pelo químico inglês William H. Perkin, 

revolucionando a formulação e fabricação de corantes, permitindo sintetizar uma grande 

quantidade de corantes, com diferentes tonalidades e fórmulas em escala industrial 

(ZOLLINGER, 1987). É possível perceber a aplicação dos corantes em inúmeras indústrias tais 

como: têxtil, impressão em papel, alimentos, farmacêutica, couro, cosméticos, pesquisa 

agrícola, células fotoeletroquímicas, portanto, essas indústrias são responsáveis pela produção 

de grandes volumes de efluentes poluídos com alta concentração de corantes e outros 

componentes (MARTÍNEZ-HUITLE e BRILLAS, 2009). 

De acordo com Associação Brasileira da Indústria Química (2011), os corantes podem 

ser classificados segundo diversos aspectos, como classes químicas ou de acordo com uso a que 

se destinam. A categorização vinculada a composição química e segundo o campo de aplicação 

encontram-se nas tabelas 1 e 2, respectivamente. 
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Tabela 1. Classificação de corantes segundo as classes químicas. 

CATEGORIZAÇÃO DOS CORANTES – SEGUNDO AS CLASSES QUÍMICAS 

Compostos Categoria 

Acridina Básicos, pigmentos orgânicos 

Aminocetona À tina, mordentes 

Antraquinona Ácidos, mordentes, à tina, dispersos, azoicos, básicos, reativos, pigmentos orgânicos 

Ao enxofre Enxofre, à cuba 

Azina Ácidos, básicos, solventes, pigmentos orgânicos 

Azo Ácidos, diretos, dispersos, básicos, mordentes, reativos 

Azoico Básicos, naftois 

Bases de oxidação Corantes especiais para tingimento de pelo, pelegos, cabelos 

Difenilmetano Ácidos, básicos, mordentes 

Estilbeno Diretos, reativos, branqueadores ópticos 

Ftalocianina Pigmentos orgânicos, ácidos, diretos, azoicos, à cuba, reativos, solventes 
Indamina Básicos, solventes 

Indofenol Básicos, solventes 

Indigoide À tina, pigmentos orgânicos 

Metina Básicos, dispersos 

Polimetina Básicos, dispersos 

Nitro Ácidos, dispersos, mordentes 

Nitroso Ácidos, dispersos, mordentes 

Oxazina Básicos, mordentes, pigmentos orgânicos 

Quinolina Ácidos, básicos 

Tiazina Básicos, mordentes 

Tiazol Branqueadores ópticos, básicos, diretos 
Triarilmetano Ácidos, básicos, mordentes 

Fonte: ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DA INDÚSTRIA QUÍMICA (2011). 

Tabela 2. Classificação de corantes e pigmentos segundo a utilização por substrato. 

CATEGORIZAÇÃO DOS CORANTES - SEGUNDO A UTILIZAÇÃO POR SUBSTRATO 

Classe  Substrato 

À Cuba Sulfurados  Fibras naturais e fibras artificiais 

À Tina  Fibras naturais 
Ácidos  Alimentos, couro, fibras naturais, fibras sintéticas, lã e papel 

Ao Enxofre  Fibras naturais 

Azoicos  Fibras naturais, fibras sintéticas 

Básicos  Couro, fibras sintéticas, lã, madeira e papel 

Diretos  Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel 

Dispersos  Fibras artificiais e fibras sintéticas 

Mordentes  Alumínio anodizado, lã, fibras naturais e fibras sintéticas 

Reativos  Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel 

Solventes  Ceras, cosméticos, gasolina, madeira, plásticos, solventes orgânicos, tintas de 

escrever e vernizes 

Pigmentos Orgânicos  Tintas gráficas, tintas e vernizes, estamparia têxtil, plásticos 
Pigmentos Inorgânicos  Tintas gráficas, tintas e vernizes, estamparia têxtil, plásticos  

Classe  Principais campos de aplicação 

Branqueadores ópticos  Detergentes, fibras naturais, fibras artificiais, fibras sintéticas, óleos, plásticos, 

sabões, tintas e papel 
Fonte: ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DA INDÚSTRIA QUÍMICA, (2011). 

Os corantes sintéticos se enquadram na categoria de poluentes emergentes, que são 

definidos como qualquer substância química que não foi incluída em programas de 

monitoramento, nem em legislação pertinente a qualidade ambiental, mas que estão 

constantemente sendo introduzidas no ambiente devido às atividades antrópicas (KUNZ et al., 

2002). 
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A poluição da água por corantes sintéticos é uma grande preocupação, devido à grande 

produção mundial de corantes. Considera-se que existem mais de 100.000 corantes 

comercialmente disponíveis com uma produção anual estimada em mais de 7x105 toneladas de 

corantes (ROBINSON et al., 2001). Devido à produção em grande escala e aplicação extensiva, 

os corantes sintéticos podem causar considerável poluição ambiental como o aumento da 

demanda bioquímica de oxigênio da água, toxicidade, redução da penetração da luz dificultando 

a fotossíntese, além de sérios riscos à saúde humana por serem mutagênicos e cancerígenos, 

podendo causar dermatites, irritação na pele, disfunção renal, reprodutiva e do sistema nervoso 

central dentre outros problemas (LIU et al., 2012; SAHA e MISHRA, 2012; KHAN et al., 

2011). 

Devido à grande toxicidade ambiental, se faz necessário a remoção desses corantes de 

efluentes. No entanto, há uma grande dificuldade na degradação desses compostos que 

apresentam origens sintéticas e estruturas aromáticas que são biologicamente não degradáveis 

(MOHAMMED, SHITU e IBRAHIM, 2014). 

Os mecanismos para remoção de cor envolvem a separação física de corantes, quebra 

dos corantes ou descoloração por adsorção e ou biodegradação (ROBINSON et al., 2001; 

KHANDEGAR e SAROHA, 2013; FORGACS, CSERHATI e OROS, 2004). As principais 

tecnologias são classificadas como processos físico-químicos, químicos, oxidação avançada 

(AOs), biológicos e eletroquímicos como mostra o Quadro 1. 

 

Método físico-químico Adsorção 

Suporte inorgânico  

Material de carbono 

Suporte orgânico 

Coagulação 

Filtração  

Nanofiltração 

Troca iônica 

Métodos químicos Ozonação  

Hipoclorito iônico  

Processo de oxidação avançada Reação feton (Fe2+/H2O2) 

Fotocatálise  

TiO2 / UV 

H2O2 / UV 

O3/UV 

Tratamento microbiano Processo de iodo ativado 

Cultura mista 

Decomposição aeróbica 

Decomposição anaeróbica  

Culturas puras 
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Fungo de podridão branca 

Bactérias 

Decomposição enzimática Utilização de enzimas 

Método eletroquímico Eletrocoagulação  

Redução eletroquímica  

Oxidação eletroquímica 

Óxidos metálicos, ânodos de platina e grafite 

Ânodos de diamante dopado com boro  

Eletro-oxidação indireta com oxidantes fortes 

Eletro-oxidação com cloro ativado 

Eletro-fenton 

Métodos eletroquímicos fotoassistidos 

Fotoeletro-Fenton 

Fotoeletrocatálise 

Método combinado  
Quadro 1. Tecnologias usadas para remoção de corantes em efluentes. 

2.3 Nanotecnologia como alternativa para tratamento de efluentes  

Segundo Melo e Pimenta (2004), os termos Nanociência e Nanotecnologia se referem, 

respectivamente, ao estudo e às aplicações tecnológicas de objetos e dispositivos que tenham 

ao menos uma de suas dimensões físicas menores que, ou da ordem de algumas dezenas de 

nanômetros. Assim, partindo para um contexto histórico, o conceito de Nanotecnologia foi 

primeiramente introduzido pelo engenheiro japonês Norio Taniguchi, que designou o conceito 

como uma nova tecnologia que vai além do controle de materiais e da engenharia em 

microescala. Tal definição é mais bem explicada quando se complementa com a definição 

formulada por Eric Drexler, que abordou o conceito de Nanotecnologia como, correspondente 

à metodologias de processamento envolvendo a manipulação átomo a átomo (USKOKOVIC, 

2007; FERREIRA e RANGEL, 2009). Para Toledo e Soares (2016), a Nanotecnologia possui 

aspectos que podem contribuir com significativos avanços em diversos setores, como a 

indústria química, têxtil e automobilística. A matéria em escala nanométrica tem suas 

propriedades físicas e químicas modificadas (BATISTA et al., 2010; FERREIRA et al., 2016; 

SANTOS et al., 2016). 

O interesse pelo uso de nanopartículas como solventes para remoção de poluentes 

orgânicos ou inorgânicos vem crescendo devido ás significativas vantagens que apresentam, 

tais como: facilidade de síntese e baixo custo, pequena quantidade de nanopartículas necessárias 

para a remoção dos poluentes de soluções aquosas e grande capacidade de adsorção por causa 

da alta área superficial específica, além de um grande número de átomos insaturados em suas 

superfícies (MA, ZHENG e CHEN, 2011). 
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2.3.1 Nanopartículas metálicas - MNPs 

As nanopartículas inorgânicas são nanoestruturas constituídas de metais de transição, 

que possuem tamanho e forma controlados (MOURÃO et al., 2009), podendo serem utilizadas 

em estudos nas áreas de catálise, antioxidante, antimicrobiano entre outros (MILLER et al., 

2012; BENNETT et al., 2013). As nanopartículas podem ser divididas em dois tipos: os 

agregados de metais de transição, que são estruturas com tamanho variando de 1 a 10 nm e 

tendo distribuição monomodal menor que 15%, já a outra classe consiste em coloides que são 

estruturas que possuem tamanho maior que 10 nm e distribuição variada (EUROPEAN 

COMISSION, 2011). 

2.3.2 Nanopartículas de prata - AgNPs 

As nanopartículas de prata são formadas pela redução dos íons de prata-mais (Ag+1) 

para prata-zero (Ag0), a partir da presença de complexos redutores, podendo ser de caráter 

orgânico ou inorgânico (WEI et al., 2015). Segundo Husseim et al. (2008), as nanopartículas 

de prata apresentam boa condutividade elétrica, estabilidade química, e podem atuar como 

agentes catalisadores, além de expressar propriedades ópticas e elétricas, como o efeito de 

ressonância plasmônica (RAI et al., 2009; LUE, 2001). Dependendo do tamanho da 

nanoestrutura suas características podem mudar a exemplo de sua cor, seu potencial redutor, a 

temperatura de fusão e o comportamento magnético (GURUNATHAN et al., 2009). As 

nanopartículas de prata possuem uma área superficial específica alta em escala nanométrica, 

portanto, considera-se que elas podem ser usadas como um adsorvente único para remoção de 

poluentes (PATAKFALVI, OSZKO e DEKANY, 2003; TUAN et al., 2011; FLORES et al., 

2010). 

No presente trabalho, o método químico para a síntese de nanopartículas de prata foi 

auxiliado com o uso de polissacarídeos de algas marinhas, os quais foram empregados como 

agente estabilizante para síntese de nanopartículas de prata ambientalmente corretas. 

Compostos como os polissacarídeos atendem a estas expectativas, pois são moléculas de baixa 

toxicidade e ótima biocompatibilidade (LEMARCHARD et al., 2014; LI et al., 2008). Ademais, 

a síntese de nanopartículas estabilizadas com polissacarídeos tende a agregar-se menos do que 

nanopartículas produzidas com outros materiais (ELSABAHY e WOOLEY, 2012). 
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2.3.3 Polímeros naturais 

Entre os polímeros naturais, os polissacarídeos vêm recebendo grande destaque como 

matrizes na preparação de nanocarreadores em decorrência de inúmeras vantagens: são seguros, 

baixa toxicidade, grande disponibilidade, além de baixo custo de processamento, características 

intrínsecas para aplicações biomédicas (LEMARCHARD et al., 2014; LI et al., 2008). 

Polissacarídeos são polímeros naturais formados por subunidades de monossacarídeos. 

Quando presente um único tipo de monossacarídeo, os polissacarídeos são chamados de 

homopolissacarídeos, quando há a presença de dois ou mais monossacarídeos são chamados de 

heteropolissacarídeos (CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009). 

Os polissacarídeos podem apresentar-se na forma linear ou ramificada, sendo as 

estruturas altamente ramificadas características de polissacarídeos de exsudatos. Dessa forma, 

os polissacarídeos apresentam uma ampla gama de peso molecular e composição química 

variável, que contribuem para a sua diversidade estrutural e propriedades (MOURA, 2009; 

NAMAZI, FATHI e HEYDARI, 2012). Os polissacarídeos são extraídos de vegetais (plantas 

superiores e algas) animais, fungos e também obtidos via fermentação microbiana 

(VASCONCELOS, 2015). 

2.3.4 Macroalgas 

As algas possuem uma distribuição muito ampla podendo ser encontradas em ambientes 

marinhos, lacustres, em regiões congeladas ou até mesmo no deserto (TAIZ e ZEIGER, 2010). 

Elas são organismos fotossintetizantes que possuem variedade de formas e se reproduzem pelo 

método assexuado e sexuado (DE OLIVEIRA, 1996). 

As macroalgas podem ser classificadas em quatro filos de acordo com o pigmento 

fotossintético presente (ALI et a., 2001; BOCANEGRA et al., 2009): Cyanophyta (algas azuis) 

possuem clorofila a e as ficobiliproteínas  (ficocianinas e ficoeritrinas), como pigmentos 

acessórios; Chlorophyta (algas verdes) possuem clorofilas a e b como principais pigmentos e 

carotenos e xantofilas; Rhodophyta (algas vermelhas) possuem os carotenos e ficobilinas como 

pigmentos; Ochrophyta (algas pardas ou marrons) possuem como pigmento acessório a 

clorofila C (RAVEN et al., 2001; DOS SANTOS, 2016). 

Os polissacarídeos sulfatados (PS) são polímeros de açúcares repetitivos dotados de 

carga negativa devido à presença de radicais sulfato (DOS SANTOS, 2016). Os polissacarídeos 

sulfatados isolados de algas marinhas exibem uma variedade de atividades biológicas, portanto, 

atraem atenção como aditivos funcionais no campo farmacêutico, como também nas indústrias 
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alimentícias e cosméticas. Os principais polissacarídeos sulfatados encontrados em algas 

marinhas incluem agaranas e carragenanas de algas vermelhas (Rhodophyta), ulvana isolada de 

algas verdes (Chlorophyta) e fucanas de algas pardas (Ochrophyta) (PIRES, 2013). Em termos 

de aplicabilidade industrial, dos três polissacarídeos, a carragenana é a mais utilizada com 

ampla aplicação como emulsificante, estabilizante ou espessante. No entanto, as fucanas têm 

sido investigadas para desenvolver novos medicamentos e alimentos funcionais para 

aplicabilidade essencialmente na área farmacêutica, nutracêutica e cosmética e com a vantagem 

de disponibilidade comercial a partir de várias fontes baratas (CUNHA e GRENHA, 2016).  
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3 OBJETIVO 

3.1 Objetivo geral 

Desenvolver nanoestruturas metálicas de prata suportadas em matriz polimérica a base 

de polissacarídeos extraídos de algas marinhas de modo a investigar os potenciais antioxidante, 

catalítico e ecotóxico. 

3.2 Objetivos específicos 

▪ Proceder a extração e caracterização de biomoléculas de algas marinhas; 

▪ Avaliar a capacidade antioxidante das biomoléculas; 

▪ Sintetizar e caracterizar nanopartículas de prata na presença de polímeros isolados de 

extratos brutos de algas marinhas; 

▪ Monitorar a estabilidade coloidal temporal das nanopartículas de prata na presença e na 

ausência de polímeros naturais; 

▪ Investigar o potencial antioxidante das nanopartículas de prata; 

▪ Verificar o potencial catalítico das nanopartículas de prata no processo de redução 

química dos corantes orgânicos azul de metileno e verde de bromocresol; 

▪ Avaliar o grau de toxicidade aguda das nanopartículas de prata em ambiente aquático 

para a espécie Artemia salina. 
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

4.1 Material 

Os seguintes reagentes químicos foram adquiridos de várias empresas e utilizados sem 

purificação adicional. Borohidreto de sódio (NaBH4, pureza 98%), nitrato de prata (AgNO3, 

pureza 99,8%), D-glucose (C6H12O6, pureza 98%), quercetina (C15H10O7, pureza 95%), ácido 

ascórbico (C6H8O6, pureza 99%) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (C18H12N5O6, Pureza 99,8%) 

foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Acetona P.A. (CH3(CO)CH3, pureza 99,8%), 

álcool etílico ABS. P.A. - ACS (CH3CH2OH, pureza 99,5%) e álcool metílico (CH3OH, pureza 

99,8%) foram adquiridos da empresa Neon Comercial Reagentes Analíticos Ltda. Azul de 

metileno P.A. (C16H18ClN3S), verde de bromocresol (C21H14Br4O5S) e azul de bromofenol 

(C19H10Br4O5S) foram adquiridos da empresa Vetec Química Fina Sigma-Aldrich. Ácido 

sulfúrico P. A. (H2SO4, pureza 95-98%), hidróxido de potássio (KOH, pureza 98%), hidróxido 

de sódio (NaOH, pureza 98%), carbonato de sódio (Na2CO3, Pureza 98%), sulfato de cobre 

(CuSO4, pureza 99%), tartarato de sódio e potássio (KNaC4H4O6.4H2O, pureza de 98%) cloreto 

de alumínio anidro (AlCl3, pureza 99,7%) e ácido acético glacial P.A. (C2H4O2, pureza 99,8%)  

foram adquiridos da empresa Dinâmica® Química Contemporânea Ltda. Iodeto de potássio (KI, 

pureza de 98%), subnitrato de bismuto (Bi5O22H4.N4, pureza 98%), iodo ressublimado (I2, 

pureza 97%) e cloreto de ferro três (FeCl3, pureza 98%) foram adquiridos da empresa Synth®. 

4.2 Planejamento experimental da pesquisa 

A pesquisa foi projetada e executada em etapas de acordo com os desenhos 

esquemáticos ilustrados nas figuras 1 e 2. A primeira fase da pesquisa englobou o conjunto de 

etapas que visaram a obtenção e caracterização das biomoléculas oriundas das macroalgas. A 

figura 1 é constituída de cinco etapas, delineadas pelas fases de coleta dos exemplares de algas 

marinhas (1), triagem/separação por filos (2), produção de extratos aquosos (3), 

isolamento/fracionamento de macromoléculas (4) e caracterização físico-química dos extratos 

e frações obtidas (5). A segunda fase, evidenciada na figura 2, apresenta o conjunto de três 

etapas que visaram a produção (6), caracterização (7) e avaliação das potencialidades das 

nanoestruturas de prata (8), com o propósito de investigar a eficiência das nanopartículas de 

prata no processo de remoção de efluentes aquáticos. 

Assim, com o propósito de avaliar os efeitos de parâmetros de processos de síntese na 

estabilidade e consequentes potencialidades de sistemas metálicos nanoestruturados, um 
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planejamento matricial de dois fatores (fator 1: concentração do sal redutor, fator 2: tipo de 

estabilizante) foi desenvolvido para a produção de nanopartículas de prata coloidal. 

 

 

Figura 1. Fluxograma de etapas da pesquisa, parte 01: Obtenção e caracterização das biomoléculas oriundas das macroalgas. 

 

 

Figura 2. Fluxograma de etapas da pesquisa, parte 02: Desenho experimental da produção de nanopartículas de prata, 
caracterização estrutural e mensuração das potencialidades. 
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4.3 Coleta, triagem e limpeza das algas marinhas 

Os exemplares de algas marinhas foram coletados no período de setembro a outubro de 

2018 no litoral norte do estado do Piauí (Praia do Coqueiro, Luiz Correia, Piauí, sob as 

coordenadas geográficas de latitude 2° 53' 03,4" S e longitude 041° 38' 06,3" W). As algas 

coletadas foram triadas/selecionadas por gênero, separadas de epífitas, lavadas com água 

destilada e acondicionados em congelador a temperatura de -20 °C. 

4.4 Extração e fracionamento de biomoléculas de algas marinhas 

A extração aquosa de biomoléculas foi realizada seguindo a metodologia descrita por 

Rodrigues et al. (2010), com algumas modificações conforme ilustra a figura 3. Inicialmente as 

algas marinhas pertencentes aos gêneros Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp. foram, 

individualmente secas em estufa a 50 ºC, por um período de 24 horas. Em seguida, o tecido de 

alga marinha foi pesado e hidratado em água destilada (5,0 % - m/v), e a mistura foi submetida 

a agitação constante de 600 rpm sob aquecimento de 80 °C por 4 horas. Após esse período, o 

material foi filtrado, e o extrato aquoso obtido foi caracterizado. 

 

Dq: 50ºC

DT: 24 horas
massa: 23 g

Dq: 80ºC

DT: 04 horas

Pesagem Extração aquosaSecagemAlgas marinhas Filtragem Extrato aquoso

Descarte

Residuo algal

 

Figura 3. Produção do extrato aquoso de algas marinhas. 

 

Posteriormente ao processo de obtenção dos extratos aquosos, procedeu-se a etapa de 

fracionamento por diferença de solubilidade com o propósito de isolar macromoléculas 

hidrossolúveis (polímeros/polissacarídeos) conforme ilustrado na figura 4. 
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v: 100 mL 

Precipitação

3600 rpm

stop start ok

Etanol P.A. 

v: 100 mL 
Acetona P.A. 

v: 100 mL 
Dq: 75 ºC

DT: 03 horas

Mistura: 

Etanol + água solvente recuperado

Sobrenadante: EtOH + H
2
O Mistura: EtOH + H

2
O

Recuperação de solventes 

orgânicos

Etanol

v: 200 mL

Centrifugação Lavagem I Filtragem Lavagem II Secagem

FHS - [Polímero]

Destilação  

Figura 4. Etapas do processo de fracionamento/isolamento e purificação de polímeros. 

 

Os polímeros totais presentes nos extratos aquosos foram precipitados com etanol 

comercial na proporção volumétrica 1:2 (v/v), em seguida a mistura foi submetida a 

centrifugação (2.500 × g; 25 °C; 10 min), o precipitado foi lavado com etanol P.A. (99,5% - 

m/v), filtrado e lavado com propanona P.A. (98% - m/v) e o material sólido obtido foi levado a 

estufa para secagem sob temperatura de 75 °C por 3 horas, após a secagem os polissacarídeos 

obtidos foram pesados, caracterizados e armazenados. O rendimento de extração dos polímeros 

isolados foi calculado e analisado por meio do teste de ANOVA unifatorial, considerando p < 

0.05. Durante as etapas de separação o etanol residual gerado foi recuperado por destilação. 

4.5 Caracterização dos extratos aquosos brutos e das frações hidrossolúveis  

As amostras de extratos aquosos brutos (EABs) e as frações hidrossolúveis (FHSs) ricas 

em polímeros produzidas foram submetidas as análises de prospecção fitoquímica qualitativa e 

quantitativa, espectroscopia de absorção vibracional na região do infravermelho, espectroscopia 

de absorção molecular na região do ultravioleta ao visível, cromatografia líquida de alta 

eficiência, cromatografia de permeação em gel e análise elementar com o intuito de investigar 

a composição, o grau de isolamento e pureza dos polímeros extraídos. 

4.5.1 Investigação fitoquímica qualitativa 

As análises fitoquímicas qualitativas preliminares das amostras de EABs e FHSs foram 

realizadas para a detecção de ácidos orgânicos, açúcares (com caráteres redutores, não redutores 

e heterosídios), alcaloides, catequinas, depsídios, depsidonas, esteroides, triterpenoides, fenois, 

taninos, flavanoides (antocianinas, antocianidinas, chalconas, auronas, flavanonois, flavonas, 
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flavanois, xantonas e flavanonas), leucoantocianidinas, polissacarídeos e saponinas 

espumídicas, seguindo os métodos relatados por Barbosa et al. (2004) e Kantamreddi, Lakshmi, 

e Kasapu (2010). 

4.5.1.1 Prospecção qualitativa de ácidos orgânicos 

Para a análise qualitativa de ácidos orgânicos, foram dissolvidos 10 mg de amostra seca 

(extratos e frações isoladas de macroalgas marinhas) em 5 mL de água destilada. Em seguida, 

2 mL da solução foi transferida para um tubo de ensaio e adicionadas 3 gotas do reativo de 

Pascová (ver no apêndice o preparo). Posteriormente, foi verificado o desaparecimento da 

coloração do reativo, indicando a presença de ácidos orgânicos na amostra. 

Tal procedimento foi repetido substituindo o volume de amostra por água destilada 

tomada como controle negativo do método, a reação com agua não provoca mudança na 

coloração do reativo de Pascová. 

4.5.1.2 Prospecção qualitativa de açúcares redutores 

Para a investigação qualitativa de açúcares redutores, procedeu-se com a dissolução de 

5 mg de amostra seca (extratos e frações isoladas de macroalgas marinhas) em 2,5 mL de água 

destilada. Logo após, foram adicionados 1 mL do reativo de Fehling A (ver no apêndice o 

protocolo de preparo) e 1 mL do reativo de Fehling B (ver no apêndice o protocolo de preparo). 

Em seguida a mistura foi aquecida em banho maria sob estado de ebulição durante 5 minutos. 

Prontamente, realizou-se a verificação da formação de precipitado com coloração vermelho 

tijolo indicativo da presença de açúcares redutores na amostra. 

O procedimento foi repetido substituindo o volume de amostra por água destilada, 

tomado com controle negativo do método, a ausência de açúcares redutores não induz a 

formação de precipitado com coloração vermelho-tijolo. 

4.5.1.3 Prospecção qualitativa de açúcares não redutores e heterosídios. 

Para a análise qualitativa de açucares não redutores e heterosídeos, foram dissolvidos 2 

mg de amostra (extratos e frações isoladas de macroalgas marinhas) em 2,5 mL de água 

destilada. Posteriormente, adicionou-se 0,5 mL de ácido clorídrico concentrado (HCl à 37%) e 

ferveu em banho maria durante 5 minutos. Em seguida, a solução foi esfriada e neutralizada 

com adição de hidróxido de sódio (NaOH) a 20%. Logo após, foram adicionados 1 mL do 

reativo de Fehling A (ver no apêndice o preparo) e 1 mL de Fehling B (ver no apêndice o 

preparo), submetendo a mistura a um aquecimento em banho maria por 5 minutos e verificando, 
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em seguida o aparecimento de um precipitado vermelho, indicando a presença de açúcares não 

redutores. 

O procedimento foi repetido substituindo o volume de amostra por água destilada, 

tomado com controle negativo do método, a ausência de açúcar não induz a formação de 

precipitado com coloração vermelho-tijolo. 

4.5.1.4 Prospecção qualitativa de alcaloides 

Para a verificação da presença de metabolitos pertencentes a classe de alcaloides, 

procedeu-se com a execução dos métodos de Broucherdat e Dragendorff, Desse modo, foram 

dissolvidos 8 mg da amostra (extratos e frações isoladas das macroalgas marinhas) em 2 mL de 

ácido clorídrico (HCl) a 5%, após mistura e filtragem foram retiradas alíquotas de 1 mL e 

transferidas para três tubos de ensaios e rotulados de A e B. Em seguida, foram adicionados 3 

gotas do reagentes Dragendorff (ver preparo no apêndice) no tubo A, e 3 gotas dos reagente 

Bouchardat (ver preparo no apêndice) no tubo B. A presença de um precipitado vermelho tijolo 

(Dragendorff) no tubo A e de um precipitado laranja avermelhado (Bouchardat) indicou a 

presença do metabólito alcaloide. 

4.5.1.5 Prospecção qualitativa de catequinas (taninos catequinos) 

Para a detecção de taninos pertencentes a classe de catequinas, foi necessário a utilização 

de palito de fósforo imersão em uma mistura contendo a amostra (extratos e frações isoladas de 

macroalgas marinhas) e metanol a 98%. Posterior a imersão o solvente foi evaporado e o fósforo 

foi umedecido em ácido clorídrico concentrado (HCl à 37%) e submetido a secagem sob ação 

de uma chama forte, evitando sua carbonização. Em seguida, o fósforo foi analisado e o 

aparecimento da coloração vermelha indica a presença de catequinas. O mesmo procedimento 

foi repetido com cloreto de sódio (NaCl), tomando como branco para o teste, de modo a não 

resultar no aparecimento da coloração vermelha após o procedimento. 

4.5.1.6 Prospecção qualitativa de depsídios e depsidonas 

Para a análise qualitativa de detecção dos metabólitos depsídios e depsidonas nas 

amostras (extratos e frações isoladas de macroalgas marinhas), 5 mg de amostra seca foram 

dissolvidos em 5 mL de Éter Etílico. Posteriormente, a mistura foi filtrada e o solvente éter 

etílico foi evaporado em banho maria. Logo após, o resíduo é disperso em um volume de 3 mL 

de metanol, agitado e adicionar 3 gotas de solução de cloreto de ferro-três (FeCl3) a 1%. O 

aparecimento de coloração verde, azul ou cinza, foi tomado como indicativo de reação positiva 

para o teste. 



 

40 

 

4.5.1.7 Prospecção qualitativa de esteroides e triterpenoides 

Para a identificação de composto pertencentes a classe de esteroides e triterpenoides nas 

amostras (extratos e frações isoladas de macroalgas marinhas), procedeu-se com a dissolução 

de 5 mg de amostra em 10 mL de Clorofórmio (CHCl3). Em seguida, a mistura filtrada sobre 

carvão ativado e o filtrado foi transferido para um tubo de ensaio completamente seco. Logo 

após, foi adicionado 1 mL de Anidrido Acético e agitado suavemente, após a agitação, 

adicionou-se cuidadosamente, 3 gotas de ácido sulfúrico concentrado (H2SO4 à 95-97%) e 

agitado suavemente. Posteriormente, observações de mudança de coloração foram registrada. 

O desenvolvimento de cores, que vão do azul evanescente, ao verde persistente, indicam 

resultado positivo para o teste. 

4.5.1.8 Prospecção qualitativa de fenóis e taninos 

Para a análise qualitativa de ácidos orgânicos nas amostras (extratos e frações isoladas 

de macroalgas marinhas), foram dissolvidos 5 mg de amostra seca em 5 mL de água destilada 

e adicionados 2 gotas de solução alcoólica de cloreto de ferro-três (FeCl3) a 1%. Logo após a 

adição da solução, alterações como, mudanças na coloração entre o azul e o vermelho ou 

formação de precipitado escuro de tonalidade azul, são indicativo de reação positiva para fenóis 

e taninos respectivamente, quando comparado com o teste em branco (água mais solução 

alcoólica de cloreto de ferro-três). 

4.5.1.9 Prospecção qualitativa das principais classes de flavonoides 

Para investigar a presença de metabolitos pertencentes a classe de flavonoides nas 

amostras (extratos e frações isoladas de macroalgas marinhas), foram dissolvidos alguns 

miligramas de amostra seca em 10 mL de água destilada. Em seguida, volumes iguais de 3 mL 

da solução foram transferidos para três tubos de ensaio, Logo após, procedeu-se com acidulação 

para o valor de pH 3 em um dos tubos e alcalinização dos dois restantes para os valores de pH 

8,5 e 11 cada, os tubos foram mantidos em repouso por 5 minutos e analisados quando a 

mudança de coloração de acordo com o quadro abaixo. 

 
Constituintes investigados Coloração em meio constituintes 

Ácido pH 3 Alcalino pH 8.5 Alcalino pH 11 

Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilás Azul púrpura 

Flavonas, flavonóis e xantonas - - Amarela 

Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho - púrpura 

Flavanonóis - - Vermelho - laranja 
Quadro 2. Dados utilizados na interpretação das reações de mudanças de coloração das soluções em diferentes pH, resultantes 
da presença das principais classes de flavonoides. 
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4.5.1.10 Prospecção qualitativa de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas 

Para investigar a presença de constituintes pertencentes a classe de leucoantocianidinas 

e flavononas nas amostras estudadas, procedeu-se com o protocolo a seguir, em dois tubos de 

ensaio adicionou-se 3 mL da amostra em solução (1 mg/mL), em seguida, um dos tubos foi 

acidificado com  ácido clorídrico (HCl à 10%) para o valor de pH entre 1 e 3 e o outro 

alcalinizado para o valor de pH 11 com solução de  hidróxido de sódio (NaOH à 10%). 

Posteriormente os tubos foram cuidadosamente aquecidos durante 3 minutos, logo após, os 

tubos foram analisados quando a mudança de coloração de acordo com o quadro abaixo. 

 

Constituintes investigados Coloração em meio constituintes 

Meio ácido Meio alcalino 

Leucoantocianidinas  Vermelha - 

Catequinas Pardo - amarelo - 

Flavononas   - Vermelho- alaranjado 
Quadro 3. Dados utilizados na interpretação das reações de acidulação e alcalinização das amostra para determinação de 
leucoantocianidinas e flavononas. 

 

4.5.1.11 Prospecção qualitativa de polissacarídeos 

Para a análise de detecção de polissacarídeos nas amostra de extrato e frações 

hidrossolúveis isoladas de macroalgas marinhas, foram dissolvidos 5 mg de amostra seca em 

2,5 mL de água destilada e adicionadas duas gotas de lugol. Após esse procedimento, a mudança 

de tonalidade clara para tonalidade escura da mistura foi avaliada de modo a indicar a presença 

de polissacarídeos na amostra. 

4.5.1.12 Prospecção qualitativa de saponinas espumídicas 

Para a investigação da presença de saponinas espumídicas na amostra (extratos aquosos 

e frações hidrossolúveis isoladas de macroalgas marinhas), procedeu-se com a dissolução de 3 

mg de amostra seca em 5 mL de água destilada. Em seguida, a solução foi diluída com agua 

destilada para o volume final de 15 mL e agitada vigorosamente durante 2 minutos em tubo 

fechado. Após esse procedimento, os tubos foram mantidos em repouso por 30 minutos e a 

persistência de uma camada de espuma é resultante da presença de saponinas na amostra. 
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4.5.2 Análise fitoquímica quantitativa  

As análise de composição fitoquímica quantitativa foram realizadas para determinar os 

teores de açúcares redutores e flavonoides presentes nos extratos aquosos brutos e nas frações 

hidrossolúveis isoladas de algas marinhas com o propósito de mensurar e identificar as 

possíveis moléculas existentes após o processo de isolamento de macromoléculas. 

4.5.2.1 Determinação do teor de açúcares redutores totais 

A análise foi realizada pelo método proposto por Masuko et al. (2005), com adaptações. 

Para a curva de calibração foi utilizado o padrão D-Glucose em diferentes concentrações 

variando de 5 a 100 μg/mL em água destilada (Figura 28.a - Apêndice). Para esse método 500 

µL (0,1 mg/mL) da amostra foram adicionados a 1.500 µL de ácido sulfúrico concentrado. Em 

seguida, foram adicionados rapidamente 300 µL de fenol (5%), e posteriormente levados ao 

banho-maria a 90 ºC por 5 minutos, seguido de banho de gelo por 5 minutos. A leitura foi 

realizada em espectrofotômetro sob comprimento de onda (λ) de 490 nm no UV-Vis. 

4.5.2.2 Determinação do teor de flavonoides totais 

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando método descrito por Kumaran 

(2007), onde em 100 µL de cada extrato (1 mg/mL) foram adicionado 100 µL de AlCl3 (200 

mg/mL) e 1 gota de ácido acético concentrado. A solução foi diluída com etanol para o volume 

final de 2.500 µL e a absorbância registrada em espectrofotômetro sob comprimento de onda 

(λ) de 450 nm após 40 min de reação ao abrigo da luz. O branco para o método foi realizado 

substituindo o extrato por água Milli-Q. O teor de flavonoides totais foi determinado usando 

uma curva de calibração (Figura 28.b - Apêndice) produzida com o padrão de quercetina nas 

concentrações variando de 10 a 100 μg/mL e expresso como mg de equivalente de quercetina 

por 100 mg de amostra. 

4.5.3 Espectroscopia de infravermelho 

Os espectros de absorção na região do infravermelho das amostras de EABs e FHSs 

foram obtidos em equipamento Shimadzu IRAffinity-1S com transformada de Fourier (FTIR) 

na faixa espectral de 4.000 a 700 cm-1 de resolução, com módulo ATR (Atenuated Total 

Reflectance). Todas as análises foram feitas a 45 scans em cristal de seleneto de zinco (ZnSe). 
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4.5.4 Análise de absorção molecular da luz na região do ultravioleta ao visível 

As análises de absorção molecular foram realizadas em espectrofotômetro modelo Uv-

1800 UV Spectrofotometro (Shimadzu, Tokio - Japão), na região de 190 a 1.100 nm, em 

cubetas/células de quartzo com caminho óptico de 10 mm. 

4.5.5 Cromatografia líquida de alta eficiência 

Para análise do perfil cromatográfico dos extratos, foi utilizado um cromatógrafo líquido 

de alta eficiência (CLAE, Shimadzu, Tokio - Japão) híbrido composto por sistema binário de 

bombas LC-6AD, um desgazeificador DGU-20A5, forno CTO-20A, um detector UV-Vis SPD-

20A, injetor automático SIL-10AF e um controlador CBM-20A. As condições usadas para a 

obtenção dos cromatogramas foram: coluna analítica C18 Phenomenex-Luna (250 x 2 mm e 4 

µm), comprimento de onda (λ) de 264 e 280 nm, fluxo de 0,3 mL/min e injeção automática de 

5 µL. As amostras foram diluídas em água ultrapura (1 mg/mL). Fase móvel: água ultrapura 

(Mili-Q) (A) e acetonitrila (B), segundo o gradiente de 95%A e 5%B até 70%A e 30%B por 10 

minutos, 70%A e 30%B até 50%A e 50%B no tempo de 15 minutos permanecendo até tempo 

25 minutos, no tempo 25 a 30 minutos sobiu para 5%A e 95%B permanecendo até 40 minutos 

e depois no tempo de 40 a 45 minutos desceu para 95%A e 5% B. O software utilizado foi o 

LC solution Release 1.24 SP1. 

4.5.6 Distribuição de massa molar 

A distribuição de massa molar foi determinada por cromatografia de permeação em gel 

(cromatrografia de exclusão de massa) em equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado a um 

detector de índice de refração (RID-10A). Para a análise utilizou-se coluna Polysep linear, 300 

x 7,8 mm, utilizando nitrato de sódio (NaNO3) a 0,1 mol/L como eluente. A medida foi feita a 

30 °C, com fluxo de 1 mL/min e o volume injetado da amostra foi de 50 µL na concentração 

de 1 mg/mL. A curva de calibração foi construída utilizando padrões de pululana com massas 

molares no intervalo de 10³ a 10⁶ g/mol, como mostrada na equação 1. 

 

Equação 1. Curva de calibração do padrão pululana. 

 

𝒍𝒐𝒈𝑴 = 𝟏𝟒, 𝟑𝟑𝟔 −  𝟏, 𝟏𝟐𝟑 × 𝑽𝒆 
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4.5.7 Análise elementar 

A análise elementar de carbono, hidrogênio, nitrogênio e enxofre das FHSs foi 

executada utilizando um Analisador Elementar - Perkin Elmer 2400 series II no modo CHNS. 

4.6 Síntese e caracterização de nanopartículas de prata 

4.6.1 Produção das nanopartículas de prata  

Nanopartículas de prata (AgNPs) foram preparadas em soluções aquosas utilizando o 

método de redução química por via úmida na presença de diferentes frações isoladas de algas 

marinhas (FHS-G, P e U), esquematicamente representado na Figura 5. 
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Figura 5. Síntese de nanopartículas de prata na presença e ausência de frações hidrossolúveis (FHS), isoladas das macroalgas 
marinhas Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp. 

 

As nanopartículas de prata foram preparadas de acordo com o procedimento descrito 

por Dong et al. (2012), com algumas adaptações. Primeiramente três volumes de 9 mL da 

solução de nitrato de prata a 1 mM preparada previamente, foram transferidos para três frascos 

enumerados de 1 a 3 e levados a agitação, em seguida, a estas soluções, foram adicionada 9 mL 

de solução de FHS a 0,01% (m/v) (ou H2O). Logo em seguida, a cada um dos frascos 

adicionaram-se rapidamente 3 mL de solução aquosa refrigerada de borohidreto de sódio 

(NaBH4) recém-preparada nas respectivas concentrações de 50, 100 e 200 mM. 

4.6.2 Caracterização das nanopartículas de prata 

As amostras de AgNPs sintetizadas foram caracterizadas quanto a distribuição de 

tamanho, carga superficial, morfologia e monitoradas quanto a cinética de formação e 

estabilidade coloidal temporal de modo a investigar suas propriedades estruturais. 
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4.6.2.1 Monitoramento da formação das nanopartículas de prata 

Para acompanhar a formação das AgNPs, um protocolo de monitoramento temporal foi 

realizado. Desse modo, alíquotas de 100 μL das suspensões coloidais de AgNPs foram 

coletadas nos intervalos de tempo de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de reação (sistema sob 

agitação mecânica) e analisadas por espectroscopia de absorção UV-Vis. Em seguida, os 

valores de absorção máxima e largura a meia altura (full width at half maximum - FWHM) das 

bandas de ressonância plasmônicas foram calculados estimando os valores das curvas 

gaussianas através da utilização do software OriginPro versão 8.1. 

 

4.6.2.2 Monitoramento da estabilidade coloidal temporal 

Posterior a síntese, os coloides de prata foram submetidos a análise de estabilidade 

coloidal. Para tal análise, as suspensões foram mantidas em temperatura ambiente de 26 ºC ao 

abrigo da luz e analisadas por espectroscopia de absorção UV-Vis nos dias de 1, 30 e 60. 

 

4.6.2.3 Análise de distribuição de tamanho e carga superficial 

Os valores do diâmetro hidrodinâmico médio e das cargas superficiais das suspensões 

coloidais de AgNPs foram determinados por espectroscopia de correlação fotônica e 

anemometria laser Doppler, respectivamente através das técnicas de espalhamento de luz 

dinâmico e potencial zeta, utilizando um Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). As 

medidas foram realizadas a 25 ºC, com amostras concentradas (22,6 μg[Ag]/mL). Cada análise 

de tamanho perdurou 120 s e foi obtida com um ângulo de detecção a 90°. 

 

4.6.2.4 Análise de microscopia de força atômica 

As imagens de microscopia força atômica (MFA) foram obtidas em um equipamento 

TT-AFM (AFM Workshop - EUA) no modo de contato intermitente, com pontas TED PELLA 

(TAP300-G10) em uma frequência de amplitude de aproximadamente 241 kHz. As amostras 

foram preparadas dispersando 10 µL das nanopartículas de prata (AgNPs) em uma superfícies 

de mica e deixadas por 15 minutos em temperatura ambiente para a secagem, seguida de duas 

lavagens com água Milli-Q e posterior secagem para realização da análise de acordo com a 

metodologia descrita por Eaton (2017). 
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4.7 Determinação do potencial antioxidante 

As amostras de extratos aquosos brutos (EABs), frações hidrossolúveis (FHSs) e 

nanopartículas de prata (AgNPs) sintetizadas foram testadas quanto às suas propriedades 

antioxidantes através da utilização do método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), descrito 

inicialmente por Kato et al. (1988) e adaptado por Parveen et al. (2016). Neste procedimento, 

as amostras foram diluídas para diferentes concentrações (EAB com concentrações variando de 

0,039 a 5,0 mg/mL; FHS: com concentrações variando de: 0,039 a 5,0 mg/mL e AgNPs: 0,240 

a 30,804 µg de [Ag]/mL) em água Milli-Q. Em seguida foi adicionado 1,0 mL de solução 

metanólica de DPPH a 0,3 mM em 3,0 mL das amostras em diferentes concentrações. As 

amostras foram mantidas ao abrigo da luz pelo período de 30 minutos sob temperatura ambiente 

de 26±2 ºC. Após esse período as absorbâncias das misturas foram registradas sob o 

comprimento de onda de 517 nm em espectrofotômetro UV-Vis. A atividade de inibição do 

radical DPPH (ou atividade de inibição radicalar) foi calculada pela equação 2: 

 

Equação 2. Conversão percentual. 

𝑨𝒕𝒊𝒗𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆 𝒂𝒏𝒕𝒊𝒐𝒙𝒊𝒅𝒂𝒏𝒕𝒆 (%)  = [
(𝑨𝑫𝑷𝑷𝑯 − 𝑨𝒂𝒎𝒐𝒔𝒕𝒓𝒂)

𝑨𝑫𝑷𝑷𝑯

] × 𝟏𝟎𝟎% 

 

Onde ADPPH é a absorbância do radical livre DPPH em metanol (4,0 mL a 0,075 mM) e 

Aamostra é a absorbância das amostras com diferentes concentrações após o contato com o DPPH. 

Os valores de concentração inibitória (IC50) representaram a concentração necessária 

para inibir 50% das espécies reativas de radical livre e foram obtidas pela análise de curva dose-

resposta, plotada entre os valores de porcentagem de inibição radicalar e concentração avaliadas 

no experimento. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. 

4.8 Ensaios de redução química de corantes orgânicos 

Para avaliar o potencial catalítico das AgNPs  sintetizadas por via de oxirredução, foram 

executados ensaios de redução química tomando como sistema modelo os compostos orgânicos 

azul de metileno (AM) e verde de bromocresol (VB). Os experimentos foram realizados 

seguindo a metodologia descrita por Yu et al. (2019), onde inicialmente 0,50 mL de solução de 

AgNPs (22,6 μg[Ag]/mL) e 1,50 mL de NaBH4 (0,01 M) foram adicionados em 1,50 mL de 

solução aquosa do corante AM (ou VB) a 50 mg/L. Em seguida, o desempenho catalítico das 

AgNPs foi monitorado registrando os espectros de absorção UV-Vis para o tempo total de 45 

minutos, com intervalos de leitura de 45 segundos. 
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Os valores da taxa de redução química (TRR) dos corantes foram calculados através da 

equação 3 (JIAO et al., 2015): 

 

Equação 3. Taxa de redução química relativa. 

𝑻𝑹𝑹(%)  =  
(𝑨𝟎 −  𝑨𝒕)

𝑨𝟎
 ×  𝟏𝟎𝟎% 

 

Onde A0 é o valor da absorbância da mistura no tempo zero, At é o valor da absorbância 

no tempo t. Os valores de absorbância utilizados nas equações foram coletados sob os 

comprimentos de onda de 665 e 616 nm para os compostos AM e VB, respectivamente. 

4.9 Ensaios de ecotoxicidade em organismo modelo Artemia salina 

Os ensaios de ecotoxicidade foram executados segundo a metodologia reportada por 

Becaro et al. (2015) com algumas adequações. Desse modo, indivíduos jovens do camarão de 

salmoura Artemia salina foram usados como organismos teste. Aproximadamente 24 horas 

antes do teste, 1.200 mL de água do mar foram colocados em um recipiente de 2 L. Essa água 

foi previamente filtrada, e seus parâmetros de qualidade foram mensurados (pH: 8.2; 

condutividade: 40,22 µS cm -1). Nesse recipiente foram adicionados aproximadamente 2 g de 

cistos de Artemia. A suspensão dos cistos foi mantida sob intensa aeração a uma temperatura 

de aproximadamente 27 °C. Os náuplios obtidos foram expostos às concentrações nominais de 

AgNPs variando de 0,919 a 46,621 μg de [Ag]/mL durante o período de 24 horas a 21 °C. 

Através do uso de micropipeta, 10 organismos foram transferidos para cada poço das placas de 

96 poços e esses preenchidos com 300 µL de cada concentração da solução teste, em triplicata, 

a água do mar (salinidade de 44,0 g.L -1, contendo 5,38 mg.L -1 de oxigênio dissolvido e pH em 

torno de 8.37 a 23 °C) foi tomada como controle negativo. Após os períodos de 24 horas, o 

número de organismos testados e a concentração que afeta a mobilidade em 50 % da população 

para os tempos de exposição de 24 horas (EC50), juntamente com seu intervalo de confiança de 

95 %, foram determinados. A sobrevivência percentual foi calculada seguindo a equação 4. 

 

Equação 4. Taxa de sobrevivência. 

TS (%) = [
𝑵ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒅𝒆 𝒏á𝒖𝒑𝒍𝒊𝒐𝒔 𝒅𝒆 𝒂𝒓𝒕ê𝒎𝒊𝒂𝒔 𝒗𝒊𝒗𝒐𝒔

𝑵ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒏á𝒖𝒑𝒍𝒊𝒐𝒔 𝒅𝒆 𝒂𝒓𝒕ê𝒎𝒊𝒂𝒔 𝒗𝒊𝒗𝒐
] ×100% 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

5.1 Avaliação do rendimento de extração 

O emprego do método de extração aquosa para obtenção de extratos ricos em 

polissacarídeos promoveu diferenças significativas quanto ao rendimento de extração dos 

materiais em relação aos três gêneros estudados com [F (2, 8) = 514,217; p < 0,001]. A maior 

quantidade em massa de extrato foi obtida com o uso da macroalga marinha vermelha 

Gracilaria sp. (54,69 ± 2,08 %), seguida do isolamento a partir da macroalga marinha verde 

Ulva sp. (22,01 ± 1,00 %) ambas com valores de rendimento superior aos da macroalga marinha 

parda Padina sp. (15,69 ± 1,52 %) como mostra a figura 6. 

Figura 6. Representação gráfica das médias de rendimento de extração das macroalgas vermelha Gracilaria sp., parda Padina 
sp. e verde Ulva sp.. 

 

Os valores maiores de rendimentos encontrados para o gênero Gracilaria estão de 

acordo com o obtido por Ogretmen e Duyar (2018), ao isolar polissacarídeos da espécie 

Gracilaria caudata (obtiveram um rendimento do 45,79 ± 0,85), com emprego de extração 

aquosa. Mohsen et al. (2007) obtiveram rendimentos de extração semelhantes aos aqui obtidos 

para a Padina utilizando a espécie Sargassum latifolium (20,75 ± 0,36 %) resultante do mesmo 

método de extração aquosa. Neto et al. (2018) relataram em seus estudos com as macroalgas 

marinhas verde Ulva rígida, vermelha Gracilaria sp. e pardas Fucus vesiculosus e Saccharina 

latíssima, os teores de 58,1 ± 0,7; 46,9 ± 0,4; 56,4 ± 0.4 e 68,9 ± 0,3% de polissacarídeo 

constituinte, respectivamente. Esses resultados de rendimentos de polissacarídeos em 

macroalgas marinhas podem ser explicados pelo fato de eles serem influenciados por diversos 

fatores, tais como: período de coleta (variações sazonais), morfologia da espécie, habitat, 

estágio de vida e metodologia de extração (MARINHO-SORIANO e BOURRET, 2003; 

ROMERO et al., 2008; ALENCAR et al., 2019). 
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5.2 Caracterização e controle de qualidade dos polissacarídeos 

Com o intuito de investigar a composição e o grau de pureza das FHSs ricas em 

polissacarídeos após a etapa de isolamento, procedeu-se com a série de análises para 

caracterização, incluindo investigação de composição fitoquímica qualitativa e quantitativa, 

ensaios de espectroscopia de absorção molecular na região do ultravioleta ao visível, análises 

de cromatografia líquida de alta eficiência e de permeação em gel, análise elementar, 

espectroscopia de absorção vibracional na região do infravermelho com os compostos 

estudados (EABs e FHSs de polissacarídeos isolados das macroalgas marinhas). 

5.2.1 Avaliação da composição fitoquímica qualitativa  

A análise fitoquímica qualitativa dos extratos aquosos brutos (EABs) e das frações 

hidrossolúveis (FHSs) revelou a presença de compostos pertencentes a classes de ácidos 

orgânicos, alcaloides, flavonoides, saponinas e carboidratos (entre eles, polissacarídeos, 

açúcares redutores, não redutores e heterosídios) como mostrado o quadro 4.  

Classes de compostos 

Amostras 

E
A

B
 –

 G
 

F
H

S
 –

 G
 

E
A

B
 –

 P
 

F
H

S
 –

 P
 

E
A

B
 –

 U
 

F
H

S
 –

 U
 

Ácidos orgânicos ■ ■ ■ ■ ■ ■ 

Açúcares não redutores e heterosídios ■ ■ ■ ■ ■ ■ 

Açúcares redutores ■ ■ ■ ■ ■ ■ 

Alcaloides ■ ■ □ □ ■ ■ 

Catequinas (taninos catequinos) □ □ □ □ □ □ 

Depsídios e depsidonas □ □ □ □ □ □ 

Esteroides e triterpenoides □ □ □ □ □ □ 

Fenóis e taninos □ □ □ □ □ □ 

Flavanoides (antocianinas e antocianidinas) ■ □ □ □ □ □ 

Flavanoides (chalconas e auronas) □ □ □ □ □ □ 

Flavanoides (flavanonois) □ □ □ □ □ □ 

Flavanoides (flavonas, flavanois e xantonas) □ □ □ □ □ □ 

Flavanonas □ □ □ □ □ □ 

Leucoantocianidinas □ □ □ □ □ □ 

Polissacarídeos ■ ■ ■ ■ ■ ■ 

Saponinas totais □ □ ■ □ □ □ 

 

Quadro 4. Composição fitoquímica qualitativa das amostras de extratos aquosos brutos (EABs) e frações hidrossolúveis 
(FHSs) das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp., parda Padina sp. e verde Ulva sp. (■) presença da classe de 
compostos (□) ausência da classe de compostos. 
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Pode-se observar que alguns componentes presentes nos EABs foram efetivamente 

removidos após o processo de isolamento. Dentre eles nota-se a remoção de flavonoides 

pertencentes a classe de antocianinas e antocianidinas identificados nos extratos aquosos da 

espécie Gracilaria sp. após o processo de isolamento. Do mesmo modo, pode-se constatar a 

retirada efetiva de compostos pertencentes a classe de saponinas presentes no extrato aquoso 

da espécie Padina sp.; os demais componentes identificados nos extratos aquosos das três 

espécies, tais como, ácidos orgânicos, açúcares redutores e não redutores permaneceram após 

o processo de isolamento, pois tratam-se de compostos com caráter de solubilidade semelhante 

aos polissacarídeos. 

5.2.2 Avaliação da composição fitoquímica quantitativa 

Os teores de açúcares redutores e flavonoides investigados através da análise de 

prospecção fitoquímica quantitativa dos extratos aquosos brutos (EABs) e frações 

hidrossolúveis (FHSs) estão representados na tabela 3. 

Tabela 3. Conteúdo de açúcares redutores e flavonoides investigados nas amostras de extratos aquosos brutos (EABs) e frações 
hidrossolúveis (FHSs) das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp., parda Padina sp. e verde Ulva sp. 

 

 Amostras Componentes fitoquímicos 

 Açúcares redutores (mg/100 mg)¹ Flavonoides (mg/100 mg)² 

EAB – G 18,37 ± 3,35a 1,33 ± 0,07 

EAB – P   8,19 ± 1,33b - 

EAB – U 26,56 ± 2,74c - 

FHS – G 28,18 ± 3,16c - 

FHS – P   6,12 ± 0,59b - 

FHS – U 32,62 ± 2,14c - 
¹ mg equivalente de D-glucose; ² mg equivalente de quercetina; letras sobrescritas diferentes indicam  diferenças 
significativas entre as médias (p < 0,05, ANOVA, teste de Tukey). 

 

Foi possível observar para todas as amostras a presença de açúcares redutores entretanto. 

Para a espécie Gracilaria foi observado o maior aumento nos valores de açúcares redutores, 

comparando-se o extrato bruto e a fração hidrossolúvel. As amostras provenientes da macroalga 

Padina sp. (EAB e FHS) e Ulva sp. (EAB e FHS) não apresentaram diferença significativa 

quanto aos teores de açúcares redutores. Flavonoides foram quantificados nos extratos EAB-G 

(1.33 ± 0.07 mg/100 mg), resultado este compatível com os da análise qualitativa. 
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5.2.3 Espectroscopia de absorção molecular da radiação eletromagnética na região do 

ultravioleta ao visível 

As figuras 7, 8 e 9 mostram os espectros de absorção de luz UV-Vis dos extratos 

aquosos, dos sobrenadantes após o isolamento dos polissacarídeos (mistura de etanol e água) e 

das frações hidrossolúveis ricas em polissacarídeos isolados das macroalgas marinhas 

Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp., respectivamente. Embora a espectroscopia de absorção 

UV-Vis não seja uma ferramenta comumente utilizada para elucidação estrutural, os espectros 

trouxeram informação relacionada à estrutura de possíveis componentes presentes durante o 

processo de obtenção dos polissacarídeos (MOREIRA et al., 2014). 

 

Figura 7. Espectros de absorção de luz na região do UV-Vis para as amostras oriundas do gênero Gracilaria. (a) Extrato 

aquoso bruto. (b) Sobrenadante após isolamento. (c) Fração hidrossolúvel. 

  
Figura 8. Espectros de absorção de luz na região do UV-Vis para as amostras oriundas do gênero Padina. (a) Extrato aquoso 
bruto. (b) Sobrenadante após isolamento. (c) Fração hidrossolúvel. 

 
Figura 9. Espectros de absorção de luz na região do UV-Vis para as amostras oriundas do gênero Ulva. (a) Extrato aquoso 
bruto. (b) Sobrenadante após isolamento. (c) Fração hidrossolúvel. 

 

Os extratos aquosos brutos e as soluções sobrenadantes residuais do 

fracionamento/isolamento dos polissacarídeos absorveram radiação UV e visível sob os 
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comprimentos de onda na faixa de 260 a 411 nm, essas absorções podem ser associadas a 

presença de compostos fenólicos (TARGETT et al., 1995), florotaninos (SUGAWARA et al., 

2002) ou aminoácidos do tipo micosporina (KORBEE et al., 2006), componentes esses comuns 

em todas as macroalgas marinhas (SCHMITZ, BARUFI e MARASCHIN, 2017; TORRES et 

al., 2019). As frações isoladas das macroalgas Gracilaria e Padina apresentaram absorção sob 

os comprimentos de onda de 266 nm e Ulva em 264 nm, evidenciando a permanência de 

possíveis componentes contaminantes após o processo de isolamento e lavagem dos extratos. 

Além disso, nota-se no espectro de absorção da fração isolada da macroalga marinha Padina 

sp. (figura 8.c) uma absorção molecular mais intensa, evidenciando uma maior concentração 

de contaminantes, que segundo Schmitz, Barufi e Maraschin (2017) pode estar correlacionada 

com a presença de diferentes classes de aminoácidos do tipo micosporina e a compostos 

fenólicos (KARENTZ, 1994; NAUMANN et al., 2005) característica comum as macroalgas 

marinha da çasse Phaeophyceae (CARROL e SHILK, 1996). 

5.2.4 Perfil cromatográfico dos extratos aquosos brutos e frações hidrossolúveis isoladas 

de algas marinhas 

Os perfis cromatográficos das amostras de EABs e FHSs, antes e depois do processo de 

fracionamento, estão representados nas figuras 10, 11 e 12.  

 

Figura 10. Perfis cromatográficos (CLAE/UV para os comprimentos de onda de 264 e 280 nm) dos extratos aquosos brutos 
(a, b) e das frações hidrossolúveis (c, d) isoladas da macroalga marinha pertencente ao gênero Gracilaria . 
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Figura 11. Perfis cromatográficos (CLAE/UV para os comprimentos de onda de 264 e 280 nm) dos extratos aquosos brutos 
(a, b) e das frações hidrossolúveis (c, d) isoladas da alga marinha pertencente ao gênero Padina. 

 

 

Figura 12. Perfis cromatográficos (CLAE/UV para os comprimentos de onda de 264 e 280 nm) dos extratos aquosos brutos 
(a, b) e das frações hidrossolúveis (c, d) isoladas da alga marinha pertencente ao gênero Ulva. 

 

Para as amostras da Gracilaria não foi observada a presença de metabólitos secundários 

com a programação cromatográfica empregada. Para as demais macroalgas, o processo de 

isolamento promoveu considerável redução da presença de metabólitos secundários, resultado 

compatível com os obtidos pela análise fitoquímica quantitativa e qualitativa. 

5.2.5 Estimativa de massa molar 

A figura 13 e a tabela 4 mostram os perfis de distribuição e os valores dos picos de 

massa molar dos EABs e FHSs obtidos por cromatografia de permeação em gel (CPG). 
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Figura 13. Cromatogramas de exclusão de tamanho, obtidos por cromatografia de permeação em gel (CPG), dos extratos 

aquosos brutos (EABs) e das frações hidrossolúveis (FHSs) isoladas das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp. (a), 
parda Padina sp. (b) e verde Ulva sp. (c). 

 

Tabela 4. Valores de distribuição de massa dos extratos aquosos brutos (EABs) e das frações hidrossolúveis (FHSs) ) isoladas 
das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp., parda Padina sp. e verde Ulva sp. 
 

Amostra MpK (g/mol) Mn (g/mol) Mw (g/mol) PD 

EAB-G 3,26 x 105 4,94 x 104 5,43 x 105 1,1 x 101 

EAB-P 6,45 x 105 1,74 x 103 6,68 x 104 3,8 x 101 

 1,86 x 103    
EAB-U 9,49 x 105 3,58 x 103 4,15 x 105 1,1 x 102 

 1,86 x 103    
FHS-G 2,01 x 106 4,69 x 103 1,21 x 106 2,5 x 102 

 1,17 x 103    
FHS-P 7,35 x 105 1,76 x 106 5,20 x 104 2,95 x 101 

 1,96 x 103    
FHS-U 1,77 x 104 4,85 x 103 2,53 x 104 5,21 

Mpk (massa molar de pico), Mn (massa molar numérica média), Mw (massa molecular médio ponderada), PD (Polidispersão). 

 

EAB-G e FHS-U apresentaram distribuição de massa unimodal com baixa polidispersão 

e massas molares de pico (MpK) de 3,26 x 105 e 1,77 x 104
 g/mol, respectivamente. As demais 

amostras de EABs e FHSs apresentaram padrão bimodal de distribuição de massa molar e com 
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maior polidispersão (PD). FHS-G chamou atenção por ter apresentado os maiores valores de 

MpK1 (2,01 x 106 g/mol), MpK2 (1,17 x 103 g/mol) e PD (2,5 x 102). 

5.2.6 Análise elementar 

Os dados de análise elementar das frações hidrossolúveis (FHSs) estão apresentados na 

tabela 5. Todas as frações analisadas apresentaram baixos teores de nitrogênio, que podem estar 

associados com a presença de resíduos de proteína. Com base no baixo teor de carbono da 

amostra FHS-P, pode-se inferir que esta fração possui valores significativos de metabólitos 

secundários sendo menos rica em polissacarídeo quando comparada ás demais macroalgas, 

resultados compatível com os dados de cromatografia e estimativa de distribuição de massa 

molar. 

 

Tabela 5. Dados de análise elementar para as frações hidrossolúveis (FHSs) isoladas das macroalgas marinhas vermelha 
Gracilaria sp., parda Padina sp. e verde Ulva sp. 

Amostra Nitrogênio (%) Carbono (%) Enxofre (%) Hidrogênio (%) 

FHS-G 0,89 24,88 5,86 4,57 

FHS-P 0,04 7,61 12,79 3,17 

FHS-U 1,03 33,09 4,11 5,15 

 

Em contrapartida, as frações FHS-G e FHS-U exibiram percentuais de carbono de 24.88 

e 33.09, respectivamente, com valores de enxofre de 5,86% e 4,11%, tais características podem 

ser associadas a presença de grupos sulfatos comuns a polissacarídeos encontrados em 

macroalgas marinhas (VAZQUEZ-DELFIN, ROBLEDO e FREILE-PELEGRIN, 2014; 

RHEIN-KNUDSEN, ALE e MEYER, 2015; BERATTO-RAMOS et al., 2020). 

5.2.7 Espectroscopia de absorção vibracional da radiação eletromagnética na região do 

infravermelho 

Uma das técnicas mais úteis para a identificação de estruturas polissacarídicas é a 

espectroscopia de infravermelho (IV), que se baseia na análise de picos de absorção em 

determinados números de onda (expressos em cm-1). Para a análise estrutural de carboidratos, 

cinco regiões de frequência podem ser distinguidas no espectro normal (4.000-650 cm-1): região 

I - denotada por alongamento vibracional de OH e CH em 3.600-2.800 cm-1; região II - região 

de simetria local a 1.500-1.200 cm-1; região III - apresenta assinaturas de vibração de 

estiramento de CO em 1.200-950 cm-1; região IV - conhecida como impressão digital ou região 

anomérica a 950-700 cm-1; e região IV - caracterizada como região esquelética abaixo de 700 

cm-1 (GÓMEZ-ORDÓÑEZ e RUPÉREZ, 2011). 
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A figura 14 apresenta os espectros de absorção vibracional das amostras de EABs e 

FHSs obtidas pela análise de espectroscopia no infravermelho.  

 

  

 

Figura 14. Espectros de transmissão FTIR – ATR das amostras de extratos aquosos brutos (EABs) e frações hidrossolúveis 
(FHS) das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp. (a), parda Padina sp. (b) e verde Ulva sp. (c). 

 

No espectro de FTIR do EAB-G (Figura 14.a), na região de identidade entre 700 e 950 

cm-1, ficaram evidenciadas as presenças de bandas de absorção em 875 cm-1, atribuídas a 

possível presença de CO-S de D-galactose-4-sulfato (PEREIRA et al., 2003), e de bandas em 

910 cm-1, associadas à ocorrência de 3,6-anidro-D-galactose (PEREIRA et al., 2003; 

PEREIRA, GHEDA e RIBEIRO-CLARO, 2013). Ainda analisando o espectro do EAB-G, as 

bandas de absorção observadas nas frequências 1.035 e 1.080 cm-1 foram relacionadas ao 

estiramento C-O-C das unidades glicosídicas (LEAL et al., 2008). Nas regiões 1.151, 1.193 e 

1.222 cm-1, as bandas foram associadas ao estiramento de C-O ou C-C, o qual pôde ser 

vinculado à possível presença de flavonoides, corroborando com o resultado obtido na análise 

fotoquímica. Outra evidência que permitiu a inferência sobre a ocorrência de flavonoides nessas 
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regiões, consistiu na perda de intensidade do sinal nas regiões supracitadas ao se analisar o 

espectro obtido para o polissacarídeo isolado (FHS-G). As bandas em 1.145 cm-1 foram 

atribuídas à vibração C-O-C, enquanto àquelas entre 1.220 e 1.260 cm-1, à presença grupos 

ésteres de sulfato (S=O). Continuando a análise do espectro do EAB-G, observaram-se bandas 

nas regiões 1.300, 1.377, 1.421, 1.463, 1.633 e 1.670 cm-1, as quais foram atribuídas, 

respectivamente, a éster de sulfato, estiramento simétrico de C=O, estiramento simétrico de 

COO, estiramento simétrico de C-H, estiramento assimétrico de COO em ácido carboxílico e 

estiramento assimétrico de C=C. No espectro do polissacarídeo isolado (FHS-G), as bandas nas 

regiões 1.377, 1.421,1.463 e 1.668 cm-1 perderam a intensidade e houve o surgimento de uma 

banda larga em 1.394 e 1.606 cm-1, sugerindo, respectivamente, um deslocamento da banda de 

absorção das regiões de éster de sulfato e vibração de alongamento antissimétrico do COO do 

ácido glucurônico (CHAVES, 2008; MACIEL, 2008; PEREIRA et al., 2013, LAIA, 2015). 

No espectro de FTIR do EAB-P (Figura 14.b), observou-se um único pico de absorção 

largo em 1.099 cm-1 atribuído ao estiramento de C-O-C das unidades glicosídicas, 

provavelmente em decorrência da presença de saponinas, revelada na análise fotoquímica. 

Quanto ao espectro do polissacarídeo isolado (FHS-P), o aparecimento de bandas em 763 e 711 

cm-1 foi associado a C-O-C de ligação glicosídica, e em 819 cm-1, referente a grupo sulfato em 

galactose (PEREIRA et al., 2009). Os sinais detectados em 1.087 cm-1 foram devidos ao 

estiramento de C-O-C, relativo às unidades glicosídicas, e em 1.228 e 1.201 cm-1 foram 

associados à vibração S=O dos ésteres de sulfato. A banda na região de 1.649 cm-1 talvez esteja 

relacionada à presença de resíduos de amida de traços proteicos (DANTAS-SANTOS et al., 

2012; FERNANDES-NEGREIROS et al., 2018; VASANTHARAJA et al., 2019). 

No espectro de FTIR do EAB-U (Figura 14.c), observaram-se bandas de absorção 

em 758 cm-1 referentes a C–O–C de ligação glicosídica; bandas de absorção entre as regiões 

820 e 869 cm-1 usadas para inferir a posição dos grupos sulfato em galactose; bandas em 931 

cm-1 atribuídas à vibração S=O dos grupos sulfato e C–O–C de 3,6-anidro-α-L-galactopiranose; 

bandas nas regiões 1.089 e 1.039 cm-1 imputadas ao estiramento de C-O-C das unidades 

glicosídicas; bandas em 1.246 e 1.348 cm-1 referentes à ocorrência de éster de sulfato; bandas 

em 1.421 e 1.490 cm-1 atribuídas ao estiramento de COO-; e bandas em 1.583 e 1.681 cm-1 

associadas a aminas. Comparando-se os espectros de FTIR do EAB-U e da FHS-U 

(polissacarídeo isolado de Ulva sp.), houve uma redução de bandas na região entre 700 e 950 

cm-1. Nesse caso, foram constatadas bandas nas regiões de 715 cm-1 correspondente a ligação 

glicosídica e de 846 cm-1 referente ao estiramento simétrico de C-O-S. Apenas uma banda bem 



 

58 

 

definida a 1.039 cm-1 foi detectada, sendo sua presença referente a esqueleto de galactanas 

(vibração de estiramento C- O-H). Outras bandas foram encontradas em 1.220 cm-1 

correspondendo a éster de sulfato, e em 1.643 cm-1 atribuída a presença de amidas (FAN, 2012; 

BARROS, 2013; REIS, 2016). As regiões relacionadas com amidas dos espectros do EAB-U e 

do polissacarídeo isolado (FHS-U) foram associadas à ocorrência, mesmo que discreta, de 

alcaloides, cuja presença foi revelada pela análise fotoquímica. 

5.2.8 Atividade antioxidante dos extratos aquosos brutos e frações hidrossolúveis 

isolados das macroalgas marinhas 

Moléculas com potencial antioxidante são capazes de promover a redução do radical 

livre paramagnético estável 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), que apresenta em solução uma 

coloração violeta profunda, para o composto diamagnético estável 1,1-difenil-2-picril-hidrazil 

de coloração amarelo claro, após aceitar um radical de elétron ou hidrogênio (DE LEO et al., 

2002; BOUAZIZ et al., 2016). 

A figura 15 apresenta os resultados das atividades antioxidantes dos extratos e das 

frações isoladas das macroalgas marinhas pertencentes aos gêneros Gracilaria, Padina e Ulva. 

Pôde-se observar um padrão de inibição do radical DPPH para as amostras EAB-G e FHS-G 

(figura 15.a) e EAB-U e FHS-U (figura 15.c), que apresentaram um comportamento de 

regressão linear com coeficientes de determinação iguais a 0,968, 0,976, 0,976 e 0,997, 

respectivamente. Entretanto, o comportamento antioxidante das amostras EAB-P e FHS-P foi 

descrito pelo modelo de regressão exponencial com coeficientes de determinação iguais a 0,998 

e 0,989, respectivamente (figura 15.b). 
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Figura 15. Atividade antioxidante das amostras provenientes de macroalgas marinhas. (a) perfil antioxidante dos extratos 
aquosos brutos (EAB) e das frações hidrossolúveis (FHS) oriundas do gênero Gracilaria. (b) perfil antioxidante dos EAB e 
das FHS oriundas do gênero Padina. (c) perfil antioxidante dos EAB e das FHS oriundas do gênero Ulva. (d) Diagrama de 
distribuição dos valores de IC50 para a atividade antioxidante dos EAB e FHS obtidos após análise do teste de Tukey para 
comparação de médias (p < 0,05). 

 

Todas as amostras (FHSs) apresentaram redução do potencial antioxidante após o 

processo de isolamento, correlacionada com a remoção dos metabólitos secundários existentes 

antes do isolamento dos extratos. Este fato foi evidenciado nos resultados das análises de 

espectroscopia de absorção UV-Vis e nas cromatografias que sugeriram a diminuição ou 

redução dos compostos pertencentes a classe de fenois e aminoácidos. Somados a esse fato, nos 

ensaios de prospecção fitoquímica, observaram-se teores significativos de saponina e 

flavonoides, respectivamente, nas amostras obtidas dos gêneros Padina e Gracilaria. O 

potencial antioxidante de compostos como fenólicos, flavonoides e saponinas está 

adequadamente relatado na literatura (ROCKENBACH et al., 2008), bem como os possíveis 

mecanismos de ação antioxidante relacionados à classe de polissacarídeos, ainda que esses 

compostos apresentem, de um modo geral, potencial antioxidante limitado se comparado ao 

encontrado para metabólitos secundários (SUGAWARA et al., 2002; KORBEE et al., 2006; 
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BOUAZIZ et al., 2016; SCHMITZ, BARUFI e MARASCHIN, 2017; LAULLOO et al., 2018; 

RAJIVGANDHI et al. 2020). 

A análise estatística demonstrou que os valores de IC50 (concentração efetiva da amostra 

necessária para eliminar o radical DPPH em 50%) das amostras variaram significativamente 

em função do gênero algal (Gracilaria, Padina e Ulva) e do processamento empregado 

(fracionamento), visto que valores de Fcalculado foram maiores que Ftabelado (p < 0,05) (Tabela 11, 

Apêndice). Após a aplicação do teste de Tukey, diferenças significativas foram encontradas 

entre todos os valores de IC50, com exceção das comparações entre FHS-P e EAB-G e entre 

FHS-P e EAB-U, que não apresentaram diferenças estatísticas significativas. 
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5.3 Síntese e caracterização das nanopartículas de prata 

A formação das AgNPs ficou evidenciada pela redução do sal AgNO3 pelo composto 

NaBH4 na presença e na ausência de frações hidrossolúveis ricas em polissacarídeos 

provenientes de algas marinhas (Figuras 16, 17, 18 e 19). Essa redução pôde ser verificada pela 

alternância de coloração das misturas de incolor para amarelo claro com espectro de absorção 

máxima de luz sob o comprimento de onda entre 390 e 410 nm. Esse efeito foi descrito por 

Ferreira et al. (2016) e por  Xia e Halas (2005) como o resultado da interação da luz com elétrons 

livres em uma nanoestrutura, que pode dar origem a excitações coletivas comumente 

conhecidas como plasmons de superfície,  sendo este fenômeno diretamente dependente da 

concentração e tamanho das partículas presentes no meio.  

5.3.1 Monitoramento da cinética de produção das nanopartículas de prata 

A formação das AgNPs foi monitorada (figuras 16.a, 16.c e 16.e) com o intuito de se 

investigar o papel das frações hidrossolúveis de polissacarídeos como agentes da nucleação e 

estabilização de nanopartículas durante sua síntese de AgNPs. Os parâmetros comprimento de 

onda para absorção máxima (λ max ) e largura da banda a meia altura (FWHM ou Δʎ(H/2)) 

(figuras 16.b, 16.d e 16.f), produziram uma impressão espectral exclusiva para nanopartículas 

metálicas plasmônicas com um tamanho e forma específicos (PARK et al., 2008), tendo assim 

sido escolhidos para a avaliação. 

Em todos os espectros das nanopartículas foram observadas alterações na intensidade 

da banda plasmônica com o curso da reação independente da presença ou não de agente 

estabilizante. A formação de AgNPs na ausência de derivados de macroalgas marinhas (figuras 

16.b e 16.d), monitoradas até 30minutos, ocorreu com o aumento de FWHM e diminuição do 

valor de absorção máxima. Considerando que o tamanho dos núcleos pode ser associado a 

FWHM, foi observado um aumento do diâmetro estimado pela largura a meia altura da banda 

de ressonância plasmônica de superfície (RPS) da partícula. Nas amostras de AgNP A03 

(Figura 16.f),por sua vez, ocorreu a diminuição gradual do diâmetro estimado com a 

intensificação da absorção da banda RPS, evidenciando o aumento da quantidade de partículas 

com redução do diâmetro estimado. Este comportamento pode estar correlacionado com o 

prolongamento da etapa de redução promovido pelo excesso do sal redutor, borohidreto de 

sódio, presente no sistema (KHATOON et al., 2011). 

O comportamento da AgNP A02, apresentado na figura 16.d, apontou um retardo de 5 

minutos para o início do processo de alargamento da RPS e uma redução da intensidade de 
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absorção com relação ao gráfico da Figura 16.b. Esse fenômeno evidenciou os processos de 

nucleação e crescimento das nanopartículas, nos casos em que a taxa de colisão entre as 

partículas foi menor devido à baixa energia de nucleação (AL-THABAITI, et al., 2008; 

LOKANATHA et al., 2013). 

 

Figura 16. Monitoramento da cinética de formação de nanopartículas de prata sintetizadas na ausência de derivados de 
macroalgas marinhas. (a), (c) e (e) acompanhamento temporal do perfil de absorção espectral da luz na região do UV-Vis para 
as amostras de AgNP A01, A02 e A03, respectivamente. (b), (d) e (f) representação gráfica dos valores de absorção máxima e 
diâmetro estimado pela largura a meia altura em função do tempo para as AgNP A01, A02 e A03, respectivamente. 

. 

As AgNPs produzidas com as frações isoladas da macroalga vermelha Gracilaria, sob 

diferentes concentrações de NaBH4 (AgNP G01, AgNP G02 e AgNP G03), apresentaram um 
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comportamento de síntese similar entre si. Uma reação de inversão para os valores de 

intensidade de absorção e largura da banda RPS foi observada nas figuras 17.b, 17.d e 17.f. 

Com o decorrer do tempo de reação, observou-se um aumento da intensidade de 

absorção com uma diminuição da largura da banda de RPS para as AgNP G01 (figura 17.b) e 

AgNP G02, resultante do aumento da produção das AgNPs no sistema com redução do tamanho 

de partícula, indicando as fases de redução e coalescência, caracterizadas segundo Šileikaitė et 

al. (2009) pelo aumento da concentração de nanopartículas com diminuição do tamanho das 

partículas no meio. 

 

Figura 17. Monitoramento da cinética de formação de nanopartículas de prata na presença de frações hidrossolúveis obtidas 
de algas marinhas pertencentes ao gênero Gracilaria. (a), (c) e (e) acompanhamento temporal do perfil de absorção espectral 
da luz na região do UV-Vis para as amostras de AgNP G01, G02 e G03, respectivamente. (b), (d) e (f) representação gráfica 
dos valores de absorção máxima e diâmetro estimado pela largura a meia altura em função do tempo para as AgNP G01, G02 
e G03, respectivamente. 
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O padrão comportamental apresentado pelas amostras AgNP G01 e G02 não foi 

observado para a amostra AgNP G03 (figura 17.f), que exibiu um comportamento anômalo.  

Esse fenômeno pode indicar um prolongamento da etapa de coalescência, que é comumente 

caracterizada pela constante mudança do estado de agregação das partículas, podendo estar 

relacionado com o efeito do excesso de sal NaBH4, responsável por um deslocamento da força 

iônica do meio reacional, minimizando as forças eletrostáticas repulsivas criadas pelas camadas 

de íons distribuídos pela superfície e, consequentemente, possibilitando a agregação das 

nanopartículas (LIU et al., 2007; MELO JR et al., 2012). 

As AgNPs produzidas com as frações isoladas da macroalga Padina, sob diferentes 

concentrações de NaBH4 (AgNP P01, AgNP P02 e AgNP P03), demonstraram que o aumento 

da concentração do sal redutor provocou alterações no comportamento de síntese do sistema 

(figura 18). Os espectros de absorção UV-Vis da amostra AgNP P01 expressaram uma 

diminuição da intensidade de absorção sob o comprimento máximo e paralelamente um 

alargamento progressivo das banda de RPS, diferindo do comportamento apresentado para as 

amostras AgNP P02 e AgNP P03, que expressaram, no decorrer do tempo, um aumento gradual 

na intensidade de absorção com uma redução pequena da largura a meia altura da banda RPS. 

Tal comportamento pode ser atrelado ao fato de que o aumento da concentração inicial do sal 

(NaBH4) utilizada na síntese, promoveu um aumento da dispersão no sistema coloidal resultante 

da repulsão eletrostática gerada pelas cargas de borato que foram geradas após a hidrólise de 

borohidreto na superfície das AgNPs (LIU et al., 2007; SONG et al., 2009; SONG e KIM, 

2009). 
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Figura 18. Monitoramento da cinética de formação de nanopartículas de prata na presença de frações hidrossolúveis obtidas 

de algas marinhas pertencentes ao gênero Padina. (a), (c) e (e) acompanhamento temporal do perfil de absorção espectral da 
luz na região do UV-Vis para as amostras de AgNP P01, P02 e P03, respectivamente. (b), (d) e (f) representação gráfica dos 
valores de absorção máxima e diâmetro estimado pela largura a meia altura em função do tempo para as AgNP P01, P02 e P03, 
respectivamente  

 

Todas as amostras de AgNPs estabilizadas com frações extraídas de Ulva sp. 

apresentaram um aumento na intensidade de absorção com redução da largura a meia altura da 

banda de RPS (figura 19), indicando o aumento da produção nas AgNPs no meio reacional. Foi 

possível observar ainda que o aumento da concentração inicial do sal borohidreto no processo 

de síntese promoveu pequenas alterações quanto a velocidade de formação da banda de RPS, 

apresentando para a amostra de AgNP U03 um retardo de 5 minutos para o início do processo 

de intensificação da banda de RPS (figura 19.f). 
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Figura 19. Monitoramento da cinética de formação de nanopartículas de prata na presença de frações hidrossolúveis obtidas 
de algas marinhas pertencentes ao gênero Ulva. (a), (c) e (e) acompanhamento temporal do perfil de absorção espectral da luz 
na região do UV-Vis para as amostras de AgNP U01, U02 e U03, respectivamente. (b), (d) e (f) representação gráfica dos 

valores de absorção máxima e diâmetro estimado pela largura a meia altura em função do tempo para as AgNP U01, U02 e 
U03, respectivamente. 

 

O fenômeno acima mencionado pode estar correlacionado com o prolongamento da 

etapa de redução promovido pelo excesso do sal redutor, borohidreto de sódio, e a presença de 

polissacarídeos adsorvidos na superfície das nanopartículas. Os polissacarídeos apresentam 

átomos de oxigênio em sua estrutura favorecendo a interação ácido-base entre os polímeros e 

as nanopartículas, criando um impedimento estérico entre estas, minimizando ou até mesmo 

evitando a agregação das nanopartículas (MELO JR et al., 2012). Contudo, foi possível 

observar que houve, em todas as amostras, uma diminuição gradual da largura a meia altura, 
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evidenciando as etapas de nucleação e crescimento das nanopartículas, em que a taxa de colisão 

entre as partículas foi menor devido à baixa energia de nucleação (AL-THABAITI et al., 2008; 

LOKANATHA et al., 2013). 

5.3.2 Avaliação da estabilidade coloidal temporal  

O monitoramento da estabilidade coloidal das nanopartículas é mostrado na figura 20. 

Neste estudo, foi possível observar, após um período de 30 dias, a redução da intensidade de 

absorção das bandas de RPS entre as amostras de AgNPs sintetizadas na ausência de derivados 

de macroalgas marinhas (AgNP A01, AgNP A02 e AgNP A03) e na presença de frações 

hidrossolúveis isoladas da macroalga Padina (AgNP P01, AgNP P02 e AgNP P03). Ainda foi 

possível observar o desaparecimento total da banda de RPS na amostras AgNP A03 após 60 

dias de monitoramento (Figura 20.C). Este comportamento pode ser associado ao aumento no 

tamanho das nanopartículas (NPs), resultando em um deslocamento da banda plasmônica para 

regiões de maior comprimento de onda (SONG e KIM, 2009), o que significa que estas 

nanopartículas apresentaram, dentro do intervalo monitorado, reduzida estabilidade coloidal em 

solução. As amostras AgNP G01 (figura 20.D) e AgNP U01 (figura 20.J) não apresentaram 

alterações significativas na banda de RPS durante o período de 60 dias, resultando na 

manutenção da estabilidade coloidal neste período. De acordo com a teoria de Mie, apenas uma 

única banda plasmônica é esperada no espectro de absorção de NPs esféricas, enquanto NPs 

anisotrópicas podem dar origem a duas ou mais bandas, dependendo do formato das mesmas 

(KLABUNDE, 2001; KLABUNDE et al., 2010). A presença de um agente estabilizador que 

envolve a nanoestrutura pode evitar esses processos tanto por mecanismos eletrostáticos quanto 

estéricos (MASSIRONI et al., 2019). 



 

68 

 

 

Figura 20. Espectros de absorção UV-Vis das nanopartículas de prata (AgNPs) resultantes do monitoramento temporal da 
estabilidade coloidal. 

 

5.3.3 Caracterização das nanopartículas de prata 

A distribuição de tamanho das nanopartículas é mostrada na figura 21. Em geral as 

amostras apresentaram uma distribuição de tamanho bimodal com diâmetro hidrodinâmico 

variando de 54 a 76 nm, excetuando-se a amostra AgNP P02 que apresentou uma distribuição 

unimodal com tamanho de partícula de 86,72 ± 29,12 (figura 21.H). 
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Figura 21. Histogramas resultantes da análise de espalhamento de luz dinâmico obtidos para as amostras de nanopartículas de 
prata. (A), (B) e (C) distribuição de tamanho de partículas para as amostras de AgNP A01, A02 e A03, respectivamente. (D), 

(E) e (F) distribuição de tamanho de partículas para as amostras de AgNP G01, G02 e G03, respectivamente. (G), (H) e (I) 
distribuição de tamanho de partículas para as amostras de AgNP P01, P02 e P03, respectivamente.  (J), (K) e (L) distribuição 
de tamanho de partículas para as amostras de AgNP U01, U02 e U03, respectivamente. 

 

Os valores de diâmetros hidrodinâmicos médios, índice de polidispersão e carga 

superficial das AgNPs são apresentados na tabela 6. Como pode ser observado, todas as 

amostras apresentaram carga superficial negativa abaixo de -18,7 mV. Esse resultado pode estar 

associado ás cargas geradas pelo sal borohidreto de sódio depositadas na superfície das AgNPs 

(SOLOMON et al., 2007), e a presença de grupos ácidos e sulfatos presentes nos 

polissacarídeos extraídos de macroalgas marinhas (CUSHING, KOLESNICHENKO e 

O'CONNOR, 2004; EVANOFF JR e CHUMANOV, 2005; BURDA et al., 2005). 

 

 

 

 

 



 

70 

 

Tabela 6. Valores de diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersão (IP) e carga superficial das nanopartículas de prata. 

Amostras Espalhamento de luz dinâmico 

 Diâmetro hidrodinâmico (nm) IP¹ Carga superficial (mV) 

AgNP A01 56,80 ± 12,92  0,328 ± 0,030  -37,30 ± 7,97 

AgNP A02 54,70 ± 23,88 0,896 ± 0,006  -40,60 ± 9,23 

AgNP A03 60,43 ± 20,80 0,274 ± 0,026  -24,20 ± 7,83 

AgNP G01 67,35 ± 24,31 0,188 ± 0,013  -30,40 ± 9,23 

AgNP G02 49,37 ± 10,60 0,281 ± 0,016  -27,30 ± 7,16 

AgNP G03 59,04 ± 18,04 0,239 ± 0,022  -23,40 ± 6,14 

AgNP P01 54,09 ± 22,06 1,000 ± 0,000  -30,30 ± 9,99 

AgNP P02 86,72 ± 29,12 0,337 ± 0,027  -18,70 ± 9,26 

AgNP P03 72,51 ± 29,43 0,536 ± 0,046  -32,10 ± 9,55 

AgNP U01 55,60 ± 12,52 0,291 ± 0,033  -22,30 ± 2,75 

AgNP U02 53,87 ± 11,39 0,281 ± 0,047  -33,20 ± 7,18 

AgNP U03 76,35 ± 27,21 0,225 ± 0,007  -22,00 ± 6,67 
 ¹: Índice de polidispersão (IP) 

Valores de IP iguais ou inferiores a 0,5 indicam a existência de sistemas hidrodinâmicos 

estáveis, com populações de distribuição de tamanho homogêneas. Os resultados demostraram 

que as AgNPs sintetizadas na presença das frações ricas em polissacarídeos isoladas das 

macroalgas Gracilaria e Ulva apresentaram tamanhos bem definidos em torno de 49 a 76 nm 

com populações homogêneas (IP: 0,188 a 0,311), demonstrando a formação de sistemas mais 

estáveis em comparação com as AgNPs sintetizadas na presença de frações isoladas da 

macroalga ocrófita Padina e na ausência de derivados de macroalgas marinhas, que 

apresentaram valores de diâmetros estimado por espalhamento de luz dinâmico (ELD) em torno 

de 54 a 86 nm, com distribuição de populações heterogêneas (IP: 0,274 a 1,000). 

A morfologia das AgNPs sintetizadas sobre a concentração de 50 mM de NaBH4 foram 

observada pela técnica de microscopia de força atômica. Todas as amostras apresentaram 

morfologia esférica (figura 22). 
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Figura 22. Micrografias de força atômica das amostras de nanopartículas de prata: (A) imagem 3D da amostras de AgNP A01. 
(B) imagem tridimensional da amostra de AgNP P01. (C) imagem tridimensional da amostra de AgNP G01. (D) imagem 
tridimensional da amostra de AgNP U01. Imagens com resolução de 512 pixels. 

 

5.4 Avaliação do potencial antioxidante das nanopartículas de prata 

A atividade de inibição de radicais livres DPPH das amostras de AgNPs pode ser vista 

na Figura 23. Pode-se notar um comportamento dependente da concentração existente para a 

atividade de inibição percentual. O desempenho antioxidante das amostras representadas nas 

figura 23.a, 23.b e 23.c, obedeceu a um comportamento linear (tabela 7), enquanto, as AgNPs 

representadas na figura 23.d expressaram um comportamento exponencial. A atividade do 

antirradical expressa pelo parâmetro IC50 foi definida pela concentração necessária do 

antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH, logo quanto menor o IC50, maior a atividade 

antioxidante do material. 

Os resultados da análise de variância bifatorial, usada para comparar e avaliar o efeito 

dos fatores (concentrações iniciais do sal redutor e tipo de agente estabilizante) sobre os valores 

de IC50, demonstraram que os potenciais antioxidantes das AgNPs variaram significativamente 

em função do tipo de agente estabilizante (NaBH4, FHS-G, FHS-P e FHS-U) e da quantidade 

inicial de sal redutor utilizados. Após a aplicação do teste de Tukey (tabela 14 e 15, apêndice), 

verificou-se que a concentração inicial do sal redutor (50, 100 e 200 mM NaBH4) empregada 

na síntese promoveu diferenças significativas nas propriedades antioxidantes das 

nanopartículas formadas; o aumento da concentração inicial do sal redutor no processo de 
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síntese resultou na diminuição do potencial antioxidante em todas as amostras. Diferenças 

também foram encontradas entre os valores de IC50 quando comparados os tipos de agentes 

estabilizantes, de modo que, a atividade antioxidante decresceu na seguinte ordem: AgNP U01 

< AgNP G01 < (AgNP U02 e AgNP G02) < AgNP P01 < (AgNP U03 e AgNP G03) < AgNP 

P02 < AgNP A01 < AgNP A02 < AgNP P03 < AgNP A03. 

 

 
Figura 23. Atividade antioxidante das nanopartículas de prata (AgNPs). (a) Perfil de inibição radicalar das AgNPs sintetizadas 
na ausência de derivados de algas marinhas. (b) Perfil de inibição radicalar das AgNPs G01, G02 e G03. (c) Perfil de inibição 
radicalar das AgNPs P01, P02 e P03. (d) Perfil de inibição radicalar das AgNPs U01, U02 e U03.  

 
Tabela 7.  Resultados da atividade antioxidante das nanopartículas de prata (AgNPs). 

  Equações R² IC50 (μg de Ag/mL) 

AgNP A01 y = 1,031x + 3,831 0,9966 44,845 ± 1,054 a 

AgNP A02 y = 0,478x + 0,965 0,9850 99,687 ± 11,259 b 

AgNP A03 y = 0,261x + 1,214 0,9813 190,552 ± 8,050 c 

AgNP G01 y = 2,473x + 16,218 0,9699 14,222 ± 0,009 d 

AgNP G02 y = 2,062x + 10,903 0,9953 17,386 ± 0,190 e 

AgNP G03 y = 1,666x + 13,767 0,9954 19,430 ± 0,958 f 

AgNP P01 y = 2,246x + 8,517 0,9970 18,350 ± 0,732 g 

AgNP P02 y = 1,686x + 0,089 0,9964 29,586 ± 2,266 h 

AgNP P03 y = 0,400x + 4,480 0,9919 113,861 ± 16,119 i 

AgNP U01 y = 34,992x0,326 - 15,996 0,9932 7,826 ± 0,218 j 

AgNP U02 y = 12,310x0,500 + 0,301 0,9972 16,474 ± 0,201 e 

AgNP U03 y = 16,559x0,407 - 7,050 0,9940 19,794 ± 1,198 f 

Letras diferentes indicam diferença significativa ente os resultados, a comparação foi realizada entre as amostras AgNP A 
(A01, A02 e A03); Entre AgNP G (G01, G02 e G03); entre AgNP P (P01, P02 e P03); entre AgNP U (U01, U02 e U03).  
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Com base nos resultados, foi possível concluir que, para todas as nanopartículas, a 

síntese realizada na concentração de 50 mM de NaBH4 (sal redutor) foi a condição que 

apresentou os melhores potenciais antioxidantes, com destaque para AgNP U01 e AgNP G01. 

Características como tamanho e natureza do estabilizante interferem na capacidade antioxidante 

de nanopartículas. Rajan, Vilas e Philip (2015) verificaram relação inversa entre o potencial 

antioxidante e o tamanho das partículas, ou seja, houve aumento do potencial antioxidante com 

a diminuição de tamanho para nanopartículas de prata, observação compatível com o resultado 

encontrado para AgNP U01 e AgNP G01. Desse modo, a utilização dos polissacarídeos 

extraídos das macroalgas marinhas verde Ulva sp. e vermelha Gracilairia sp. promoveram 

melhorias quanto ao potencial antioxidante. Contudo, notou-se que os valores de IC50 das 

amostras AgNP G02:AgNP U02 (17,386 ± 0,190 e 16,474 ± 0,201) e AgNP G03:AgNP U03 

(19,430 ± 0,958 e 19,794 ± 1,198) não diferiram significativamente entre si. 

A atividade antioxidante das AgNPs também foi comparada com a do padrão ácido 

ascórbico. Como resultado dessa atividade de inibição do radical DPPH, obteve-se um valor 

inferior ao do padrão ácido ascórbico (IC50 = 6,109 μg/mL). Resultado semelhante foi 

observado por Dipankar e Murugan (2012), ao compararem os valores de percentuais de 

inibição (radical DPPH) entre as amostras de AgNPs sintetizadas com extrato etanólico 

(IhAgNPs), extratos etanólicos (IHLE) e o padrão ácido ascórbico (As. Acid), tendo encontrado 

uma atividade antioxidante com valor inferior ao padrão ácido ascórbico, na seguinte sequência: 

As. Acid ˃ IhAgNPs ˃ IHLE. Dipankar e Murugan (2012) ainda relataram que a atividade 

antioxidante das AgNPs está associada à presença da prata elementar e não aos compostos 

fitoquímicos utilizados em seu revestimento. Assim, embora o mecanismo de ação das 

nanopartículas de prata ainda não esteja bem elucidado, o potencial antioxidante dessas 

estruturas pode ser associado à prata elementar, cuja atividade antioxidante ocorre através dos 

mecanismos de transferência de elétrons simples (KUMAR et al., 2012; ELEMIKE et al., 2017) 

5.5 Avaliação do potencial catalítico das nanopartículas de prata 

A atividade catalítica das AgNPs sintetizadas foi investigada utilizando-as na redução 

de dois corante: o azul de metileno (AM) e verde de bromocresol (VB). A redução dos corantes 

AM e VB pôde ser acompanhada pelo desaparecimento das bandas de absorção em 665 e 616 

nm, respectivamente. 

As taxas de redução relativa (TRR) dos corantes AM e VB com NaBH4 foram 

examinadas na presença e na ausência de AgNPs por espectrofotometria UV-Vis. Na ausência 

de AgNPs (amostras controle) foram observadas pequenas mudanças nos valores de absorção 
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das bandas dos corantes em 665 nm para o AM (Figura 24.a) e 616 nm para o VB (Figura 24.c), 

que resultaram em reduções relativas de 29,09% (Figura 24.b) e 5,07% (Figura 24.d), para os 

corantes AM e VB, respectivamente. 

 

Figura 24. Espectros de absorção UV-Vis e taxas de redução dos corantes AM (a, b) e VB (c, d) monitorados por 45 minutos 
sem nanopartículas. 

 

As figuras 25 e 26 apresentam os resultados do processo de monitoramento temporal da 

redução química dos corantes AM e VB com NaBH4 na presença de AgNPs (AgNP A01, A02 

e A03). Foi possível observar uma pequena diminuição das bandas de absorção dos corantes na 

presença das amostras AgNPs. Essa pequena redução da banda de absorção dos corantes pode 

estar correlacionada com a possível interação do sal reativo NaBH4 com as AgNPs. Segundo 

Melo Jr et al. (2012), o NaBH4 provoca uma mudança do comportamento óptico das AgNPs 

resultante da interação iônica. Em todas as outras nanopartículas de prata estabilizadas com 

biomoléculas das macroalgas apresentaram uma redução expressiva das bandas de absorção dos 

corantes, situadas sobre os comprimentos de onda () de 665 nm (AM) e 616 nm (VB). 

O corante AM sofreu alteração de cor tornando-se incolor com a sua conversão a azul 

leucometileno na presença de um agente redutor como o NaBH4, e uma diminuição contínua 
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nas bandas de absorção em 240 e em 665 nm pôde ser observada (RAJAN, VILAS e PHILIP, 

2015). 

Entretanto, para as amostras AgNP G02 (Figura 25.e), AgNP P02 (Figura 25.h) e AgNP 

U02 (Figura 25.k), observou-se inicialmente um decaimento da banda do corante AM seguida 

de seu incremento. As bandas de RPS das AgNPs estabilizadas na presença de polímeros 

extraídos de macroalgas apresentaram um leve deslocamento em função do excesso de sal 

NaBH4 após a redução efetiva do corante. 

 

Figura 25. Espectros de absorção UV-Vis resultantes do monitoramento da redução do corante azul de metileno (AM) pelo sal 
redutor borohidreto de sódio (NaBH4) na presença de nanopartículas de prata. (a) AgNP A01, (b) AgNP A02, (c) AgNP A03, 
(d) AgNP G01, (e) AgNP G02, (f) AgNP G03, (g) AgNP P01, (h) AgNP P02, (i) AgNP P03, (j) AgNP U01, (k) AgNP U02 e 
(l) AgNP U03. 
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Figura 26. Espectros de absorção UV-Vis resultantes do monitoramento da redução do corante verde de bromocresol (VB) 
pelo sal redutor borohidreto de sódio (NaBH4) na presença de nanopartículas de prata. (a) AgNP A01, (b) AgNP A02, (c) AgNP 
A03, (d) AgNP G01, (e) AgNP G02, (f) AgNP G03, (g) AgNP P01, (h) AgNP P02, (i) AgNP P03, (j) AgNP U01, (k) AgNP 
U02 e (l) AgNP U03. 
 

Os valores das taxas de constante de velocidade (k) obtidos experimentalmente através 

da utilização de diferentes modelos de cinética química para a reação de redução dos corantes 

AM e VB na presença de AgNPs são apresentados nas tabelas 8 e 9. Foi possível observar uma 

redução superior a 80% para o corante AM empregando as amostras de AgNPs, na seguinte 

ordem: AgNP G01 ˃ AgNP U01 ˃ AgNP U03 ˃ AgNP G03 ˃ AgNP P03 ˃ AgNP P01 ˃ AgNP 

A01 ˃ AgNP G02 ˃ AgNP P02 ˃ AgNP A03 ˃ AgNP U02 ˃ AgNP A02. 

As taxas de redução relativa máxima (TRRmax) do corante VB atingiram quase 98% ao 

longo do tempo de 45 minutos, sugerindo uma eficiência na sua remoção. Notou-se que as 
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amostras de nanopartículas estabilizadas com polissacarídeos de macroalgas marinhas 

apresentaram os maiores valores de TRR quando comparadas com as amostras com ausência 

de polímeros. Esse fenômeno desempenhado pelas nanopartículas metálicas é resultante da 

capacidade de atuarem efetivamente no processo de transferência de elétrons de doador a 

aceptor, estando relacionando ainda com o tamanho das nanopartículas, onde o aumento de área 

superficial impacta diretamente na capacidade catalítica (RAJAN, VILAS e PHILIP, 2015; 

BARNABAS, THEERTHAGIRI e SANTHANAM, 2018) Ao serem confrontadas, as taxas de 

redução dos corantes AM e VB revelaram que os melhores resultados de degradação ocorreram 

com o corante AM. 

Além disso, modelos cinéticos clássicos de ordem zero (equação 5), pseudo-primeira 

ordem (equação 6) e pseudo-segunda ordem (equação 7) foram empregados para descrever os 

dados de redução química dos corantes. 

 
Equação 5. Modelo matemático de cinética de ordem zero 

𝐀𝐭 = 𝐀𝟎 + 𝐤𝟎𝐭 

Equação 6. Modelo matemático de cinética de pseudo-primeira ordem 

 𝐥𝐧
𝐀𝐭

𝐀𝟎
= −𝐤𝟏𝐭 

Equação 7. Modelo matemático de cinética de pseudo-segunda ordem 

𝐭

𝐀𝐭
=

𝟏

𝐤𝟐𝐀𝟎
𝟐 +

𝐭

𝐀𝟎
 

 

Os dados cinéticos foram descritos com maior precisão pelo modelo de pseudo-segunda 

ordem com um alto coeficiente de determinação linear para os corantes AM e VM (R2  = 0,9657 

e R2 = 0,8246, respectivamente).  

As amostras de AgNPs G02, P02 e U02 para o corante AM não foram investigadas 

quanto ao potencial catalítico em virtude de não terem apresentado uma redução efetiva. Os 

resultados da investigação do potencial catalítico das AgNPs apresentaram taxa constante de 

velocidades (k2), onde as nanopartículas AgNP G01 e U01 apresentaram maior potencial 

catalítico em relação as demais amostras testadas para ambos os corantes.  

A eficácia da cinética de redução química dos corantes, expressa em k2, podem ser 

classificadas pela seguinte ordem decrescente de potencial catalítico para AM (AgNP G01 ˃ 

AgNP U01 ˃ AgNP G03 ˃ AgNP U03 ˃ AgNP P03 ˃ AgNP P01 ˃ AgNP A01 ˃ AgNP A03 ˃  

controle ˃ AgNP P02) e para VB (AgNP G01 ˃ AgNP U01 ˃ AgNP U03 ˃ AgNP G02 ˃ AgNP 

G03 ˃ AgNP U02 ˃ AgNP P03 ˃ AgNP P01 ˃ AgNP A02 ˃ AgNP A03 ˃ AgNP P02 ˃ AgNP 

A01 ˃ controle. 
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Tabela 8. Valores de taxa constante de velocidade e coeficiente de determinação linear obtidos experimentalmente para a reação de redução química do corante azul de metileno 

Amostras Parâmetros 

Modelo de ordem zero Modelo de pseudo-primeira ordem Modelo de pseudo-segunda ordem TRRmax 

K₀ [min ⁻¹] R² K₁ [min ⁻¹] R² K₂ [min ⁻¹] R² % 

Controle (9,08 ± 0,04) x 10⁻⁴ 0,8925 (2,07 ± 0,05) x 10⁻³ 0,8974 (9,08 ± 0,04) x 10⁻⁴ 0,9997 29,09 ± 1,62 

AgNP A01 (2,96 ± 0,06) x 10⁻³ 0,9655 (7,55 ± 0,10) x 10⁻³ 0,9725 (2,96 ± 0,06) x 10⁻³ 0,9987 31,40 ± 1,22 

AgNP A02 (4,83 ± 0,37) x 10⁻⁵ 0,0077 (8,71 ± 0,22) x 10⁻⁵ 0,0072 (4,83 ± 0,37) x 10⁻⁵ 0,9996 2,64 ± 0,47 

AgNP A03 (1,33 ± 0,04) x 10⁻³ 0,9496 (2,51 ± 0,03) x 10⁻³ 0,9504 (1,33 ± 0,04) x 10⁻³ 0,9997 11,07 ± 0,48 

AgNP G01 (2,08 ± 0,11) x 10⁻² 0,9334 (1,93 ± 0,03) x 10⁻¹ 0,9966 (1,67 ± 0,04) x 10 ² 0,9928 98,67 ± 1,43 
AgNP G02 Não se aplica 

AgNP G03 (2,65 ± 0,06) x 10⁻² 0,9981 (1,96 ± 0,02) x 10⁻¹ 0,9636 (1,23 ± 0,03) x 10 ² 0,9886 98,18 ± 3,85 

AgNP P01 (1,14 ± 0,14) x 10⁻² 0,9840 (5,63 ± 0,50) x 10⁻² 0,9911 (1,92 ± 0,06) x 10 ¹ 0,9841 84,62 ± 3,63 

AgNP P02 Não se aplica 
AgNP P03 (1,30 ± 0,09) x 10⁻² 0,9623 (9,38 ± 0,15) x 10⁻² 0,9180 (6,63 ± 0,26) x 10 ¹ 0,9657 94,87 ± 1,90 

AgNP U01 (6,22 ± 0,06) x 10⁻² 0,9593 (6,76 ± 0,20) x 10⁻¹ 0,9873 (1,44 ± 0,02) x 10 ² 0,9999 98,84 ± 1,96 

AgNP U02 Não se aplica 

AgNP U03 (4,16 ± 0,07) x 10⁻² 0,7907 (5,69 ± 0,22) x 10⁻¹ 0,9706 (9,30 ± 0,05) x 10 ¹ 0,9992 98,19 ± 0,85 

 
Tabela 9. Valores de taxa constante de velocidade (k) e coeficiente de determinação linear (R²) obtidos experimentalmente para a reação de redução química do corante verde de bromocresol 

Amostras Parâmetros 

Modelo de ordem zero Modelo de pseudo-primeira ordem Modelo de pseudo-segunda ordem TRRmax 

K₀ [min ⁻¹] R² K₁ [min ⁻¹] R² K₂ [min ⁻¹] R² % 

Controle (3,88 ± 0,09) x 10⁻⁴ 0,7575 (1,09 ± 0,16) x 10⁻³ 0,7604 (2,47 ± 0,23) x 10 ⁰ 0,9996 5,07 ± 0,85 

AgNP A01 (1,03 ± 0,16) x 10⁻⁴ 0,4896 (4,53 ± 0,07) x 10⁻⁴ 0,4889 (3,59 ± 0,40) x 10 ⁰ 0,9998 32,56 ± 0,85 

AgNP A02 (2,76 ± 0,21) x 10⁻³ 0,8128 (1,25 ± 0,06) x 10⁻² 0,7935 (5,79 ± 0,17) x 10 ⁰ 0,9586 50,07 ± 1,80 

AgNP A03 (1,86 ± 0,23) x 10⁻⁴ 0,6709 (7,52 ± 0,36) x 10⁻⁴ 0,6743 (4,14 ± 0,08) x 10 ⁰ 0,9998 39,45 ± 1,79 

AgNP G01 (9,35 ± 1,52) x 10⁻³ 0,9714 (1,12 ± 0,09) x 10⁻¹ 0,9551 (1,45 ± 0,03) x 10 ² 0,9614 96,51 ± 3,44 

AgNP G02 (1,77 ± 0,10) x 10⁻² 0,9456 (2,14 ± 0,05) x 10⁻¹ 0,9531 (1,08 ± 0,05) x 10 ² 0,9877 97,31 ± 1,41 

AgNP G03 (5,78 ± 0,10) x 10⁻² 0,9614 (7,39 ± 0,14) x 10⁻¹ 0,8975 (9,20 ± 0,02) x 10 ¹ 0,9919 97,03 ± 1,72 

AgNP P01 (1,92 ± 0,23) x 10⁻² 0,9543 (1,99 ± 0,12) x 10⁻² 0,8467 (2,02 ± 0,16) x 10 ¹ 0,9985 87,48 ± 0,56 
AgNP P02 (2,56 ± 0,05) x 10⁻⁵ 0,0280 (9,30 ± 0,26) x 10⁻⁵ 0,0265 (3,70 ± 0,16) x 10 ⁰ 0,9999 29,91 ± 1,67 

AgNP P03 (8,17 ± 0,13) x 10⁻³ 0,7074 (8,87 ± 0,34) x 10⁻² 0,8117 (6,20 ± 0,18) x 10 ¹ 0,8246 92,17 ± 1,97 

AgNP U01 (3,70 ± 0,15) x 10⁻² 0,8980 (5,69 ± 0,14) x 10⁻¹ 0,9672 (1,25 ± 0,01) x 10 ² 0,9707 97,71 ± 1,05 

AgNP U02 (1,34 ± 0,13) x 10⁻² 0,9288 (1,18 ± 0,10) x 10⁻¹ 0,9444 (7,03 ± 0,21) x 10 ¹ 0,9731 94,36 ± 2,18 
AgNP U03 (3,32 ± 0,09) x 10⁻² 0,6753 (5,42 ± 0,41) x 10⁻¹ 0,7972 (1,13 ± 0,03) x 10 ² 0,9983 97,71 ± 0,25 
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5.6 Análise de ecotoxicidade para nanopartículas de prata 

Os resultados relativos à exposição da espécie Artemia salina em diferentes 

concentrações das soluções de AgNPs testadas são apresentadas na figura 27. Os valores de 

EC50 para os tempos de exposição de 24 e 48 horas não foram determinados, pois todas as 

concentrações testadas apresentaram 100% de sobrevivência. Deste modo, os resultados 

indicaram baixo grau de toxicidade no modelo testado para as concentrações de AgNPs 

testadas. Entretanto, a literatura reporta altas taxas de toxicidade para a prata em concentrações 

acima de 0,1 mg/L para o mesmo organismo-teste (WEBER et al., 1991; DE MERLIS et al., 

2003; FALUGI et al., 2012; BECARO et al., 2015).  

 

 

Figura 27. Representações gráficas das taxas de sobrevivência da espécie Artemia salina testadas para diferentes concentrações 
de nanopartículas de prata (AgNPs). (a) AgNPs na presença de agaranas. (b) AgNPs na presença de fucanas. (c) AgNPs na 
presença de ulvanas. (d) AgNPs na ausência de polissacarídeos.  
 

Na literatura há poucos relatos sobre o grau de ecotoxicidade de nanopartículas de prata 

testadas em A. salina, mas de acordo com Arulvasu et al. (2014), a compreensão dos possíveis 

impactos dessas partículas pode ajudar a identificar a nanotecnologia mais apropriada que 

preservará o ambiente aquático marinho. Portanto, são necessários estudos sobre o destino e os 

efeitos das nanopartículas no meio ambiente e nos organismos vivos para definir mais 

claramente os benefícios e os riscos potenciais dessa promissora tecnologia.  
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CONCLUSÃO 

Foi possível realizar a extração e caracterização de biomoléculas com alto teor de 

polissacarídeos sulfatados das macroalgas marinhas Gracilaria sp. (FHS-G) e Ulva sp. (FHS-

U). A fração hidrossolúvel isolada da macroalga Padina sp. (FHS-P) apresentou um maior teor 

de compostos fitoquímicos comparada às demais espécies estudadas. 

Os extratos aquosos brutos (EABs) demostraram potenciais antioxidantes superiores aos 

das frações hidrossolúveis (FHSs) isoladas para todas as macroalgas. 

Nanopartículas de prata foram sintetizadas na presença de frações ricas em 

polissacarídeos extraídos de macroalgas marinhas pertencentes aos gêneros Gracilaria, Padina 

e Ulva. A presença das frações FHS-G e FHS-U promoveu uma melhor modulação no processo 

de síntese evitando os processos de aglomeração, de modo a possibilitar boa estabilidade 

coloidal para as nanopartículas de prata (AgNPs).  

A característica antioxidante das AgNPs foi dependente da concentração inicial do sal 

redutor borohidreto de sódio. De modo que, o aumento da concentração do sal redutor 

promoveu a redução do potencial antioxidante. 

Todas as AgNPs possibilitaram um aumento da taxa de redução do corante verde de 

bromocressol (VB). Apenas as amostras de AgNPs sintetizadas na presença de frações ricas em 

polissacarídeos nas concentrações de 50 mM e 200 mM de NaBH4 apresentaram potencial 

catalítico no processo de redução do corante azul de metileno (AM). 

Dentre as amostras estudadas, as AgNP G01 e AgNP U01 se destacaram, demonstraram 

uma boa estabilidade coloidal temporal, com maiores potenciais antioxidante e catalítico. 

Nas concentrações testadas, nenhuma amostra de AgNPs demonstrou potencial 

ecotóxico para espécie Artemia salina. 
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APENDICE 

Preparo de soluções e reagentes utilizados na prospecção fitoquímica qualitativa 

Nota: Protocolo extraído do Manual para análise fitoquímica e cromatográfica de extratos 

vegetais indexado no periódico Revista Científica da UFP (BARBOSA et al., 2004). 

 

I. Reativo de Pascová para ácidos orgânicos: 

Soluções A: dissolver em 100 mL de Etanol 0,075 g de verde de bromocresol e 0,25 g 

de azul de bromofenol. 

Solução B: dissolver em 100 mL de água destilada, 0,25 g permanganato de potássio 

(KMnO4) e 0,25 g de carbonato de sódio (Na2CO3).10H2O. 

Misturar 9 partes de A para 1 parte de B, somente no momento de usar.  

 

II. Reativo de Fehling para açúcares redutores: 

Solução A: dissolver 34,65 g de sulfato de cobre (CuSO4) em água destilada e completar 

o volume para 500 mL. 

Solução B: dissolver 173 g de tartarato de sódio e potássio (KNaC4H4O6.4H2O) e 125 g 

de hidróxido de potássio (KOH) em água destilada e diluir para 500 mL. 

Utilizar na proporção de 2 mL de A, para 2 mL de B. 

 

III. Reativo de BOUCHARDAT para Alcaloides: 

Dissolver 4 g de iodeto de potássio (KI) 2 g de iodo ressublimado em 100 mL de água 

destilada. 

 

IV. Reativo de DRAGENDORFF para Alcaloides: 

Solução A: dissolver 8 g de subnitrato de bismuto (Bi5O22H4.N4) em 20 mL de Ácido 

Acético. 

Solução B: dissolver 27,2 g de iodeto de potássio (KI) em 50 mL de água destilada. 

Adicionar aos poucos a solução A sobre a solução B. 

 

V. Lugol: 

Dissolver 10 g de iodeto de potássio (KI) e 5 g de iodo em 50 mL de água destilada e 

completar o volume para 100 mL. 
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Resultados complementares da pesquisa 

 

 

Figura 28. Curvas de calibração dos padrões D-glucose (a) e Quercetina (b). 

 

 

Figura 29. Curva dose-resposta para atividade antioxidante do padrão L-ácido ascórbico. 

 

 

Figura 30. Representação gráfica da distribuição dos valores do teor de açúcar redutor para as amostras de EABs e FHSs 
oriundas de algas marinhas. Letras distintas entre os valores indicam diferenças significativa (ANOVA unifatorial, teste Post 
Hoc de comparação de média de Tukey com p < 0.05).
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Tabela 10. Resultados da análise da variância realizada para avaliar se há diferenças quanto ao teor de açúcares redutores presentes em cada amostras. 

  Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F calculado F crítico 

Modelo 5 181,250444 36,250089 6,116834 4,04E-03 

Erro 12 711,154 592,628 
  

Total 17 188,361983       
* p < 0.05 

 

Tabela 11. Resultado de ANOVA unifatorial para a investigação das diferenças entre os valores de IC50 (DPPH) das amostras de EABs e FHSs. 

  Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F calculado F crítico 

Modelo 5 16,547712 3,309542 25,478934 9,57E-07 

Erro 12 155,872 0,12989 
  

Total 17 16,703583       
* p < 0.05 

 

Tabela 12. Resultado da análise de comparação de médias teste Post Hoc de Tukey para os valores de IC50 (DPPH) dos EABs e FHSs. 

  MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig* LCL UCL 

EAB - P  EAB - G -1,293 0,29427 6,21392 0,00875 0,05 1 -2,28143 -0,30457 

EAB - U  EAB - G 1,186 0,29427 5,6997 0,01611 0,05 1 0,19757 2,17443 

EAB - U  EAB - P 2,479 0,29427 11,91362 2,5503E-5 0,05 1 1,49057 3,46743 

FHS - G  EAB - G 7,983 0,29427 38,36484 0 0,05 1 6,99457 8,97143 

FHS - G  EAB - P 9,276 0,29427 44,57876 0 0,05 1 8,28757 10,26443 

FHS - G  EAB - U 6,797 0,29427 32,66514 0 0,05 1 5,80857 7,78543 

FHS - P  EAB - G 0,513 0,29427 2,46538 0,53167 0,05 0 -0,47543 1,50143 

FHS - P  EAB - P 1,806 0,29427 8,67931 5,5551E-4 0,05 1 0,81757 2,79443 

FHS - P  EAB - U -0,673 0,29427 3,23432 0,2703 0,05 0 -1,66143 0,31543 

FHS - P  FHS - G -7,47 0,29427 35,89946 0 0,05 1 -8,45843 -6,48157 

FHS - U  EAB - G 3,28933 0,29427 15,80794 1,18369E-6 0,05 1 2,3009 4,27777 

FHS - U  EAB - P 4,58233 0,29427 22,02186 9,73818E-7 0,05 1 3,5939 5,57077 

FHS - U  EAB - U 2,10333 0,29427 10,10824 1,32195E-4 0,05 1 1,1149 3,09177 

FHS - U  FHS - G -4,69367 0,29427 22,55691 9,92648E-7 0,05 1 -5,6821 -3,70523 

FHS - U  FHS - P 2,77633 0,29427 13,34255 7,77667E-6 0,05 1 1,7879 3,76477 
* Sig igual a 1 indica que a diferença de médias é significativa no nível 0,05 
  Sig igual a 0 indica que a diferença de médias não é significativa no nível 0,05 
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Tabela 13.  Resultados da análise da variância (ANOVA bifatorial) realizada para avaliar o efeito do tipo de estabilizante e da quantidade inicial de borohidreto de sódio sobre o valor de IC50 das suspensões 
coloidais de prata. 

Origem da variação Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F calculado F crítico 

Tipo de estabilizante 3 55388,82385 18462,94128 480,91441 0 

Concentração do sal redutor 2 26353,9733 13176,98665 343,22824 0 

Interação 6 22762,04867 3793,67478 98,81594 9,99201E-16 

Modelo 11 104504,84581 9500,44053 247,46321 0 

Erro 24 921,39179 38,39132   

Total 35 105426,2376    
* p < 0,05. 

 

Tabela 14. Resultado da análise de comparação de médias teste Post Hoc de Tukey para avaliar o efeito do fator A sobre os valores de IC50. 

Tipo de agente estabilizante Dif. Média SEM q Value Prob Alpha Sig* LCL UCL 

Fração isolada de Gracilaria sp. vs  

Ausencia de derivados de alga marinha 

-94,68229 2,92086 45,84305 4,44027E-7 0,05 1 -102,73979 -86,62479 

Fração isolada de Padina sp. vs Ausencia 

de derivados de alga marinha 

-57,76258 2,92086 27,96735 0 0,05 1 -65,82008 -49,70507 

Fração isolada de Padina sp. vs Fração 

isolada de Gracilaria sp. 

36,91971 2,92086 17,8757 0 0,05 1 28,86221 44,97722 

Fração isolada de Ulva sp. vs Ausencia 

de derivados de alga marinha 

-96,99636 2,92086 46,96347 4,54843E-7 0,05 1 -105,05386 -88,93886 

Fração isolada de Ulva sp. vs Fração 

isolada de Gracilaria sp. 

-2,31407 2,92086 1,12042 0,85724 0,05 0 -10,37157 5,74343 

Fração isolada de Ulva sp. vs Fração 

isolada de Padina sp. 

-39,23378 2,92086 18,99612 0 0,05 1 -47,29128 -31,17628 

* Sig igual a 1 indica que a diferença de médias é significativa no nível 0,05 
  Sig igual a 0 indica que a diferença de médias não é significativa no nível 0,05 
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Tabela 15. Resultado da análise de comparação de média Post Hoc de Tukey para avaliar o efeito do fator B. 

Concentração do sal redutor  MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig* LCL UCL 

100  50 19,47244 2,52954 10,88666 1,09883E-7 0,05 1 13,15547 25,78942 

200  50 64,59845 2,52954 36,11571 0 0,05 1 58,28148 70,91543 

200  100 45,12601 2,52954 25,22906 0 0,05 1 38,80904 51,44299 
* Sig igual a 1 indica que a diferença de médias é significativa no nível 0,05 
  Sig igual a 0 indica que a diferença de médias não é significativa no nível 0,05 

Tabela 16. Resultado da análise de variância (ANOVA unifatorial) para a investigação das diferenças entre os grupos de AgNPs sintetizas com polissacarídeos extraídos das espécies Gracilaia e Ulva. 

  Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F calculado F crítico 

Modelo 5 29,444102 588,882 14,241002 2,97E-05 

Erro 12 496,214 0,41351 
  

Total 17 29,940315       
* α = 0,05. 

Tabela 17. Resultado da análise de comparação de médias teste Post Hoc de Tukey para avaliar o efeito entre os grupos de AgNPs sintetizas com polissacarídeos extraídos das espécies Gracilaia e 
Ulva.sobre os valores de IC50. 

  MeanDiff SEM q Value Prob Alpha Sig* LCL UCL 

AgNP G02  AgNP G01 3,1641 0,52505 8,52251 6,55189E-4 0,05 1 1,40051 4,92769 

AgNP G03  AgNP G01 5,20782 0,52505 14,02726 4,53585E-6 0,05 1 3,44423 6,97141 

AgNP G03  AgNP G02 2,04372 0,52505 5,50475 0,02033 0,05 1 0,28013 3,80731 

AgNP U01  AgNP G01 -6,39529 0,52505 17,2257 4,03744E-7 0,05 1 -8,15888 -4,6317 

AgNP U01  AgNP G02 -9,55939 0,52505 25,7482 9,83843E-8 0,05 1 -11,32298 -7,7958 

AgNP U01  AgNP G03 -11,60311 0,52505 31,25295 0 0,05 1 -13,3667 -9,83952 

AgNP U02  AgNP G01 2,25253 0,52505 6,06718 0,01041 0,05 1 0,48894 4,01612 

AgNP U02  AgNP G02 -0,91158 0,52505 2,45533 0,53567 0,05 0 -2,67517 0,85201 

AgNP U02  AgNP G03 -2,95529 0,52505 7,96008 0,0012 0,05 1 -4,71888 -1,1917 

AgNP U02  AgNP U01 8,64781 0,52505 23,29287 2,38305E-7 0,05 1 6,88422 10,4114 

AgNP U03  AgNP G01 5,57248 0,52505 15,00947 2,14664E-6 0,05 1 3,80889 7,33607 

AgNP U03  AgNP G02 2,40838 0,52505 6,48696 0,00635 0,05 1 0,64479 4,17197 

AgNP U03  AgNP G03 0,36466 0,52505 0,98221 0,97911 0,05 0 -1,39893 2,12825 

AgNP U03  AgNP U01 11,96777 0,52505 32,23516 0 0,05 1 10,20418 13,73136 

AgNP U03  AgNP U02 3,31995 0,52505 8,94229 4,22552E-4 0,05 1 1,55636 5,08354 
* Sig igual a 1 indica que a diferença de médias é significativa no nível 0,05 
  Sig igual a 0 indica que a diferença de médias não é significativa no nível 0,05 
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Figura 31. Curvas de cinética de redução química dos corantes AM (A, B, C e D) e VB (E, F, G e H) na ausência (A e E) e na presença de AgNPs ausentes de derivados de algas marinhas (B, C, D, F, G 
e H). Modelos de ordem zero, pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem. 
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Figura 32. Curvas de cinética de redução química do corante AM na ausência de AgNPs. (A, B e C) AgNPs sintetizadas na presença de polissacarídeos isolados da macroalga Gracilaria sp.; (D, E e F) 
AgNPs sintetizadas na presença de polissacarídeos isolados da macroalga Padina sp., (G, H e I) AgNPs sintetizadas na presença de polissacarídeos isolados da macroalga Ulva sp. Modelos de ordem zero, 
pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem. 
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Figura 33. Curvas de cinética de redução química do corante VB na ausência de AgNPs. (A, B e C) AgNPs sintetizadas na presença de polissacarídeos isolados da macroalga Gracilaria sp.; (D, E e F) 
AgNPs sintetizadas na presença de polissacarídeos isolados da macroalga Padina sp., (G, H e I) AgNPs sintetizadas na presença de polissacarídeos isolados da macroalga Ulva sp. Modelos de ordem zero, 
pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem. 
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ANEXOS 

Anexos dos registros dos exemplares de algas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SisGen. 


