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RESUMO

No presente trabalho foram investigados os potenciais antioxidante, catalitico e ecotoxico de
nanoparticulas de prata sintetizadas usando borohidreto de sddio como agente redutor na
presenca de fracGes ricas em polissacarideos extraidos de algas marinhas pertencentes aos
géneros Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp. Algas marinhas foram submetidas a extragdo
aquosa de biomoléculas e isolamento de polissacarideos. Em sequéncia, 0s extratos aquosos e
os polissacarideos isolados foram submetidos a analise de rendimento e caracterizagéo fisico-
quimica pelas técnicas de espectroscopia UV-Vis, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), cromatografia de permeacdo em gel (CPG), andlise elementar, espectroscopia no
infravermelho e andlise de composic¢éo fitoquimica para avaliar o grau de pureza dos polimeros
isolados. As nanoparticulas de prata suportadas em matriz polimérica a base dos polissacarideos
isolados (AgNPs) foram caracterizadas por espectroscopia de absor¢do UV-Vis, Espalhamento
de Luz dindmico (ELD), Potencial zeta (Pz) e Microscopia de Forga Atomica (MFA). Os
diametros médios estimado das AgNPs apresentaram tamanhos na faixa de 70 a 140 nm com
indice de Polidisperséo (IP) entre 0,188 a 1,000 e carga superficial entre -18,7 a -79,6 mV. Em
temperatura laboratorial, o desempenho antioxidante e catalitico das AgNPs foi investigado
frente aos métodos de DPPH e reducgé@o quimica dos corantes Verde de Bromocresol (VB), e
Azul de Metileno (AM). Verificou-se que as AgNPs apresentam bom potencial antioxidante
promovendo um eficiente efeito catalitico por processo de reducdo quimica dos corantes com
baixo grau de toxicidade frente a0 modelo in vivo em Artemia salina com 100% de taxa de
sobrevivéncia em todas as concentracdes testadas.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata, polissacarideos, ressonancia plasmoénica de
superficie, catalise, 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 Pdl 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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1 INTRODUCAO

A poluigdo ambiental é resultado de diversas atividades antropogénicas, tornando-se
uma das principais consequéncias do desenvolvimento industrial. O aumento da contaminagao
dos recursos hidricos por efluentes oriundos da liberacdo de grandes quantidades de poluentes
organicos preocupa tanto a comunidade cientifica como a populacdo em geral (SOLTANI et
al., 2012a; SINGH e BORTHAKUR, 2018). Os corantes organicos chamam atengdo por serem
um dos principais contaminantes de &guas residuais, sendo largamente utilizados em diversos
setores industriais (téxtil, curtume, cosmética, alimenticio, produtos domésticos, clinicas
humana e veterinaria) por alterarem a dinamica dos diferentes ecossistemas aquaticos, além de
apresentarem resisténcia a biodegradacdo, serem toxicos para humanos e animais mesmo em
baixas concentracbes (SOLTANI et al., 2012b; BHAT, APPATURI e ANWAR, 2019;
TKACZYK, MITROWSKA e POSYNIAK, 2020).

O tratamento de aguas residuais é parte essencial da geracdo de recurso hidrico
reutilizavel e extremamente importante a protecdo a saude publica e a0 meio ambiente. Os
processos de remediacao de efluentes utilizados pela maioria das inddstrias estdo baseados em
um pré-tratamento por sistemas fisico-quimicos (adsorcdo, coagulacdo e/ou precipitacdo) e
tratamento biologico (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 limitagcbes como complexidade, alto custo e muitas vezes ineficazes em
decorréncia da grande variedade e estrutura molecular dos corantes (CRINI e BADOT, 2008;
SRINIVASAN e VIRARAGHAVAN, 2010; AMETA et al., 2012). No entanto, 0s processos
avancados de oxidacdo (Advanced Oxidation Process - AOP), uma tecnologia emergente
conhecida, constituem uma classe especial de técnicas de oxidacdo que envolve o uso de
agentes oxidantes potentes e sua aplicacdo na remocdo de alguns poluentes, incluindo corantes,
e que tem sido relatada com sucesso (NAHAR et al., 2019).

Os metais como platina, palddio, rodio, cobalto, ferro, cobre sdo catalisadores
comumente usados para degradacdo de poluentes (BHAT, APPATURI e ANWAR, 2019). Na
vertente em que a catalise € uma das abordagens ideais para a remocao de poluentes, os sistemas
metélicos nanoestruturados apresentam vantagens pela grande capacidade em adsorver,
interagir e reagir com atomos, moléculas ou sistemas complexos, permitindo que a eliminagédo

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

As nanoparticulas metalicas podem ser obtidas por diversas metodologias e dependendo
dos materiais a serem sintetizadas podem possuir tamanho, propriedades quimicas, eletronicas,
magnéticas, mecanicas, opticas e cataliticas distintas (JORTNER e RAO, 2002; CRANE e
SCOTT, 2012; LI et al., 2014). Essas caracteristicas desempenham papeis fundamentais quanto
ao grau de toxicidade dos nanomateriais, sendo todos influenciados diretamente pelos fatores
fisico-quimicos do meio onde estdo submetidos (MILLER et al., 2012; BENNETT et al., 2013;
VELEZ, 2017). O uso de polissacarideos como estabilizantes na sintese de nanoparticulas
metalicas favorece a producdo menos toxica, pois sao moléculas de baixa toxicidade e 6tima
biocompatibilidade (LEMARCHAND, GREF e COUVREUR, 2004; LI et al., 2008). Desse
modo, os polimeros naturais sdo 0s materiais mais versateis que existem, tendo inumeras
aplicacOes, sendo uma dessas aplicagOes a sintese de nanoparticulas metalicas com caréater
catalisador de corantes organicos. Com o avanco da Ciéncia Biotecnologica, tem-se tornado
possivel potencializar processos de tratamento e remediacdo de poluicdo, prevencdo de
poluicdo e de danos indiretos ao meio ambiente, como também detec¢do e monitoramento de
poluicdo, utilizando-se do conhecimento nanotecnolégico (QUINA, 2004). Assim, 0 objetivo
da presente pesquisa foi desenvolver sistemas metalicos nanoestruturados na presenca de
polissacarideos sulfatados extraidos de algas marinhas para utilizacdo como agentes

antioxidantes e catalisadores no processo de remocéo de poluentes aquaticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Poluentes orgéanicos

O nivel de compostos xenobioticos nocivos a variados ecossistemas, seja eles aquéaticos
ou terrestres, se deve a atividade antropogénica sobre o meio ambiente. Produtos quimicos sdo
amplamente utilizados na sociedade moderna, sendo produzidos mundialmente em larga escala
para as mais variadas aplica¢des industriais, no entanto, intrinsicamente a sua utilizacdo estéo
os residuos gerados, sejam aqueles derivados diretamente das atividades industriais ou
produzidos ap6s seu consumo pela sociedade. Ao longo dos Gltimos anos, agéncias ambientais
regulatérias dos paises desenvolvidos vém tentando estabelecer procedimentos de
caracterizacdo e controle de substancias prejudiciais ao meio ambiente e mais especificamente
a saude humana sdo os chamados poluentes orgéanicos (SILVA e COLLINS, 2011;
RATANKAR et al., 2016).

Dentre esses poluentes organicos destacam-se 0s poluentes organicos emergentes
(POES) ou contaminantes emergentes. O termo “poluente emergente” pode ser utilizado para
definir um grupo especial de substancias com caracteristicas peculiares devido ao seu crescente
nivel de utilizacdo pela sociedade e pelo seu real potencial de contaminacdo, pois
diferentemente dos poluentes organicos permanentes (POPs) ndo precisam persistir no meio
ambiente para causar efeitos negativos (NASCIMENTO et al., 2015).

Por definicdo, POE refere-se a qualquer composto quimico presente numa variedade de
produtos comerciais como medicamentos, produtos de uso veterinario, embalagens de
alimentos, produtos de higiene, agrotdxicos, ou ainda qualquer micro-organismo, que podem
ser encontrados em matrizes ambientais e bioldgicas, que ndo sdo usualmente monitorados ou
que ainda ndo possuem legislacdo regulatéria correspondente, mas que apresentam risco
potencial a saide humana e ao meio ambiente (SANTANA, 2013).

A investigacdo sobre contaminantes emergentes € recente, dessa forma, as legislacdes
ambientais vigentes ainda ndo os contemplam, ademais, ha uma caréncia de estudos
toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos que possam subsidiar sua regulacdo. Dessa forma, o0s
candidatos a uma futura regulamentacdo dependerdo dos resultados obtidos em estudos de
ecotoxicidade, efeitos a saide humana, potencial de bioacumulacéo, transporte e destino nos
diferentes compartimentos ambientais, além da quantidade em que séo langados e, portanto, da
concentracdo no ambiente (SANTANA, 2013; MONTAGNER, VIDAL e ACAYABA, 2017).
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Houtman (2010) estabeleceu trés categorias de POE: uma primeira faz referéncia a
compostos introduzidos recentemente no ambiente, como novos produtos industriais; uma
segunda categoria se refere a compostos que, mesmo presentes no ambiente durante longos
periodos, s6 agora podem ser detectados gracas ao desenvolvimento de técnicas analiticas e/ou
biol6gicas avancadas; e, finalmente, a terceira categoria, compostos conhecidos por muito
tempo, mas cujo potencial toxico para ecossistemas e humanos possui determinagédo recente.

Uma das grandes preocupacdes, em nivel mundial, relacionadas aos POESs sdo as graves
consequéncias nocivas ao meio ambiente, uma vez que estes materiais podem persistir por
varios anos causando danos irreparaveis aos ecossistemas. Um dos grandes problemas
observados com relacdo aos POEs é a contaminacdo das aguas por efluentes urbanos e
industriais. Dentre os contaminantes emergentes, como farmacos, produtos de higiene pessoal
e pesticidas, 0s corantes organicos e sintéticos séo detectados em diversos tipos de dguas, como
residuais, superficiais e até mesmo na agua potavel e a presenca desses contaminantes na agua
representa um grave risco para os sistemas aquaticos e consequentemente para a satide humana
(ANDRADE, 2015).

2.2 Corantes

Corantes sdo geralmente compostos aromaticos e heterocicliclos que absorvem ou
emitem radiacé@o no espectro de luz visivel 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 organica, mas em 1856 o
primeiro corante sintético (malveina) foi descoberto pelo quimico inglés William H. Perkin,
revolucionando a formulacdo e fabricacdo de corantes, permitindo sintetizar uma grande
quantidade de corantes, com diferentes tonalidades e formulas em escala industrial
(ZOLLINGER, 1987). E possivel perceber a aplicagdo dos corantes em inimeras industrias tais
como: téxtil, impressdo em papel, alimentos, farmacéutica, couro, cosméticos, pesquisa
agricola, células fotoeletroquimicas, portanto, essas indudstrias sdo responsaveis pela producao
de grandes volumes de efluentes poluidos com alta concentracdo de corantes e outros
componentes (MARTINEZ-HUITLE e BRILLAS, 2009).

De acordo com Associacdo Brasileira da Industria Quimica (2011), os corantes podem
ser classificados segundo diversos aspectos, como classes quimicas ou de acordo com uso a que
se destinam. A categorizagdo vinculada a composicao quimica e segundo o campo de aplicacédo

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

CATEGORIZACAO DOS CORANTES — SEGUNDO AS CLASSES QUIMICAS

Compostos
Acridina
Aminocetona
Antraquinona

Categoria

Bésicos, pigmentos organicos

A tina, mordentes

Acidos, mordentes, a tina, dispersos, azoicos, basicos, reativos, pigmentos organicos

Ao enxofre Enxofre, a cuba

Azina Acidos, basicos, solventes, pigmentos organicos

Azo0 Acidos, diretos, dispersos, basicos, mordentes, reativos
Azoico Basicos, naftois

Bases de oxidacdo
Difenilmetano

Corantes especiais para tingimento de pelo, pelegos, cabelos
Acidos, basicos, mordentes

Estilbeno Diretos, reativos, branqueadores opticos
Ftalocianina Pigmentos organicos, &cidos, diretos, azoicos, a cuba, reativos, solventes
Indamina Bésicos, solventes

Indofenol Bésicos, solventes

Indigoide A tina, pigmentos organicos

Metina Basicos, dispersos

Polimetina Basicos, dispersos

Nitro Acidos, dispersos, mordentes

Nitroso Acidos, dispersos, mordentes

Oxazina Basicos, mordentes, pigmentos organicos
Quinolina Acidos, basicos

Tiazina Basicos, mordentes

Tiazol Branqueadores 6pticos, basicos, diretos

Triarilmetano

Acidos, basicos, mordentes

Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA (2011).

Tabela 2. Classificacdo de corantes e pigmentos segundo a utilizacdo por substrato.

CATEGORIZACAO DOS CORANTES - SEGUNDO A UTILIZACAO POR SUBSTRATO

Classe Substrato

A Cuba Sulfurados Fibras naturais e fibras artificiais

A Tina Fibras naturais

Acidos Alimentos, couro, fibras naturais, fibras sintéticas, I1d e papel
Ao Enxofre Fibras naturais

Azoicos Fibras naturais, fibras sintéticas

Bésicos Couro, fibras sintéticas, 18, madeira e papel

Diretos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Dispersos Fibras artificiais e fibras sintéticas

Mordentes Aluminio anodizado, 18, fibras naturais e fibras sintéticas
Reativos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Solventes Ceras, cosméticos, gasolina, madeira, plésticos, solventes organicos, tintas de

Pigmentos Orgénicos
Pigmentos Inorganicos

Classe

Branqueadores 6pticos

escrever e vernizes

Tintas graficas, tintas e vernizes, estamparia téxtil, plasticos
Tintas graficas, tintas e vernizes, estamparia téxtil, plasticos
Principais campos de aplicacdo

sabdes, tintas e papel

Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA, (2011).

Detergentes, fibras naturais, fibras artificiais, fibras sintéticas, 6leos, plasticos,

Os corantes sintéticos se enquadram na categoria de poluentes emergentes, que Sao
definidos como qualquer substancia quimica que ndo foi incluida em programas de
monitoramento, nem em legislacdo pertinente a qualidade ambiental, mas que estdo
constantemente sendo introduzidas no ambiente devido as atividades antrépicas (KUNZ et al.,
2002).
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A poluicdo da &gua por corantes sintéticos € uma grande preocupacdo, devido a grande
produgdo mundial de corantes. Considera-se que existem mais de 100.000 corantes
comercialmente disponiveis com uma producéo anual estimada em mais de 7x10° toneladas de
corantes (ROBINSON et al., 2001). Devido a producdo em grande escala e aplicacdo extensiva,
0s corantes sintéticos podem causar consideravel poluicdo ambiental como o aumento da
demanda bioquimica de oxigénio da agua, toxicidade, reducdo da penetracdo da luz dificultando
a fotossintese, além de sérios riscos a salde humana por serem mutagénicos e cancerigenos,
podendo causar dermatites, irritagdo na pele, disfuncéo renal, reprodutiva e do sistema nervoso
central dentre outros problemas (LIU et al., 2012; SAHA e MISHRA, 2012; KHAN et al.,
2011).

Devido a grande toxicidade ambiental, se faz necessario a remogédo desses corantes de
efluentes. No entanto, ha uma grande dificuldade na degradacdo desses compostos que
apresentam origens sintéticas e estruturas aromaticas que sao biologicamente nao degradaveis
(MOHAMMED, SHITU e IBRAHIM, 2014).

Os mecanismos para remogéo de cor envolvem a separacéo fisica de corantes, quebra
dos corantes ou descoloracdo por adsorcdo e ou biodegradacdo (ROBINSON et al., 2001;
KHANDEGAR e SAROHA, 2013; FORGACS, CSERHATI e OROS, 2004). As principais
tecnologias sdo classificadas como processos fisico-quimicos, quimicos, oxidacdo avancada

(AOs), bioldgicos e eletroquimicos como mostra o Quadro 1.

Método fisico-quimico Adsorcao
Suporte inorganico
Material de carbono
Suporte organico
Coagulacao
Filtracdo
Nanofiltracdo
Troca idnica
Métodos quimicos Ozonacdo
Hipoclorito idnico
Processo de oxidagio avancada | Reagdo feton (Fe?*/H.0;)
Fotocatalise
TiO2/ UV
H>O02/ UV
O3/UV
Tratamento microbiano Processo de iodo ativado
Cultura mista
Decomposicao aerdbica
Decomposicao anaerobica
Culturas puras
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Fungo de podriddo branca

Bactérias
Decomposicao enzimatica Utilizacéo de enzimas
Método eletroquimico Eletrocoagulacao

Reduc&o eletroquimica

Oxidacao eletroquimica
Oxidos metalicos, anodos de platina e grafite
Anodos de diamante dopado com boro

Eletro-oxidagao indireta com oxidantes fortes
Eletro-oxidagdo com cloro ativado
Eletro-fenton

Métodos eletroquimicos fotoassistidos
Fotoeletro-Fenton
Fotoeletrocatalise

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

2.3 Nanotecnologia como alternativa para tratamento de efluentes

Segundo Melo e Pimenta (2004), os termos Nanociéncia e Nanotecnologia se referem,
respectivamente, ao estudo e as aplicacOes tecnoldgicas de objetos e dispositivos que tenham
ao menos uma de suas dimensdes fisicas menores que, ou da ordem de algumas dezenas de
nanémetros. Assim, partindo para um contexto histérico, o conceito de Nanotecnologia foi
primeiramente introduzido pelo engenheiro japonés Norio Taniguchi, que designou o conceito
como uma nova tecnologia que vai além do controle de materiais e da engenharia em
microescala. Tal definicdo € mais bem explicada quando se complementa com a definicéo
formulada por Eric Drexler, que abordou o conceito de Nanotecnologia como, correspondente
a metodologias de processamento envolvendo a manipulacdo atomo a tomo (USKOKOVIC,
2007; FERREIRA e RANGEL, 2009). Para Toledo e Soares (2016), a Nanotecnologia possuli
aspectos que podem contribuir com significativos avancos em diversos setores, como a
industria quimica, téxtil e automobilistica. A matéria em escala nanométrica tem suas
propriedades fisicas e quimicas modificadas (BATISTA et al., 2010; FERREIRA et al., 2016;
SANTOS et al., 2016).

O interesse pelo uso de nanoparticulas como solventes para remocdo de poluentes
organicos ou inorganicos vem crescendo devido &s significativas vantagens que apresentam,
tais como: facilidade de sintese e baixo custo, pequena quantidade de nanoparticulas necessarias
para a remocao dos poluentes de solucdes aquosas e grande capacidade de adsorcdo por causa
da alta area superficial especifica, além de um grande nimero de atomos insaturados em suas
superficies (MA, ZHENG e CHEN, 2011).
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2.3.1 Nanoparticulas metalicas - MNPs

As nanoparticulas inorgénicas sdo nanoestruturas constituidas de metais de transicéo,
que possuem tamanho e forma controlados (MOURAO et al., 2009), podendo serem utilizadas
em estudos nas &reas de catalise, antioxidante, antimicrobiano entre outros (MILLER et al.,
2012; BENNETT et al., 2013). As nanoparticulas podem ser divididas em dois tipos: o0s
agregados de metais de transigdo, que sdo estruturas com tamanho variando de 1 a 10 nm e
tendo distribuicdo monomodal menor que 15%, ja a outra classe consiste em coloides que sdo
estruturas que possuem tamanho maior que 10 nm e distribuicdo variada (EUROPEAN
COMISSION, 2011).

2.3.2 Nanoparticulas de prata - AgNPs

As nanoparticulas de prata sdo formadas pela reducdo dos fons de prata-mais (Ag*?)
para prata-zero (Ag®), a partir da presenca de complexos redutores, podendo ser de carater
organico ou inorganico (WElI et al., 2015). Segundo Husseim et al. (2008), as nanoparticulas
de prata apresentam boa condutividade elétrica, estabilidade quimica, e podem atuar como
agentes catalisadores, além de expressar propriedades Opticas e elétricas, como o efeito de
ressonancia plasménica (RAI et al., 2009; LUE, 2001). Dependendo do tamanho da
nanoestrutura suas caracteristicas podem mudar a exemplo de sua cor, seu potencial redutor, a
temperatura de fusdo e o comportamento magnético (GURUNATHAN et al., 2009). As
nanoparticulas de prata possuem uma area superficial especifica alta em escala nanométrica,
portanto, considera-se que elas podem ser usadas como um adsorvente Unico para remocao de
poluentes (PATAKFALVI, OSZKO e DEKANY, 2003; TUAN et al., 2011; FLORES et al.,
2010).

No presente trabalho, 0 método quimico para a sintese de nanoparticulas de prata foi
auxiliado com o uso de polissacarideos de algas marinhas, os quais foram empregados como
agente estabilizante para sintese de nanoparticulas de prata ambientalmente corretas.
Compostos como os polissacarideos atendem a estas expectativas, pois sdo moléculas de baixa
toxicidade e 6tima biocompatibilidade (LEMARCHARD et al., 2014; LI et al., 2008). Ademais,
a sintese de nanoparticulas estabilizadas com polissacarideos tende a agregar-se menos do que
nanoparticulas produzidas com outros materiais (ELSABAHY e WOOLEY, 2012).
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2.3.3 Polimeros naturais

Entre os polimeros naturais, os polissacarideos vém recebendo grande destaque como
matrizes na preparacao de nanocarreadores em decorréncia de inUmeras vantagens: Sao seguros,
baixa toxicidade, grande disponibilidade, além de baixo custo de processamento, caracteristicas
intrinsecas para aplicagfes biomédicas (LEMARCHARD et al., 2014; LI et al., 2008).

Polissacarideos sdo polimeros naturais formados por subunidades de monossacarideos.
Quando presente um Unico tipo de monossacarideo, os polissacarideos sdo chamados de
homopolissacarideos, quando ha a presenca de dois ou mais monossacarideos sdo chamados de
heteropolissacarideos (CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009).

Os polissacarideos podem apresentar-se na forma linear ou ramificada, sendo as
estruturas altamente ramificadas caracteristicas de polissacarideos de exsudatos. Dessa forma,
0s polissacarideos apresentam uma ampla gama de peso molecular e composicdo quimica
variavel, que contribuem para a sua diversidade estrutural e propriedades (MOURA, 2009;
NAMAZI, FATHI e HEYDARI, 2012). Os polissacarideos sdo extraidos de vegetais (plantas
superiores e algas) animais, fungos e também obtidos via fermentacdo microbiana
(VASCONCELOS, 2015).

2.3.4 Macroalgas

As algas possuem uma distribuicdo muito ampla podendo ser encontradas em ambientes
marinhos, lacustres, em regides congeladas ou até mesmo no deserto (TAIZ e ZEIGER, 2010).
Elas séo 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 (ALl et a., 2001; BOCANEGRA et al., 2009): Cyanophyta (algas azuis)
possuem clorofila a e as ficobiliproteinas (ficocianinas e ficoeritrinas), como pigmentos
acessorios; 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 acessorio a
clorofila C (RAVEN et al., 2001; DOS SANTOS, 2016).

Os polissacarideos sulfatados (PS) sdo polimeros de agUcares repetitivos dotados de
carga negativa devido a presenca de radicais sulfato (DOS SANTOS, 2016). Os polissacarideos
sulfatados isolados de algas marinhas exibem uma variedade de atividades biol6gicas, portanto,

atraem atencdo como aditivos funcionais no campo farmacéutico, como também nas industrias
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alimenticias e cosméticas. Os principais polissacarideos 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 trés polissacarideos, a carragenana é a mais utilizada com
ampla aplicagcdo como emulsificante, estabilizante ou espessante. No entanto, as fucanas tém
sido investigadas para desenvolver novos medicamentos e alimentos funcionais para
aplicabilidade essencialmente na area farmacéutica, nutracéutica e cosmeética e com a vantagem
de disponibilidade comercial a partir de varias fontes baratas (CUNHA e GRENHA, 2016).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Desenvolver nanoestruturas metalicas de prata suportadas em matriz polimérica a base
de polissacarideos extraidos de algas marinhas de modo a investigar os potenciais antioxidante,

catalitico e ecotéxico.

3.2 Obijetivos especificos

= Proceder a extragdo e caracterizacdo de biomoléculas de algas marinhas;

= Avaliar a capacidade antioxidante das biomoléculas;

= Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata na presenca de polimeros isolados de
extratos brutos de algas marinhas;

= Monitorar a estabilidade coloidal temporal das nanoparticulas de prata na presenca e na
auséncia de polimeros naturais;

= Investigar o potencial antioxidante das nanoparticulas de prata;

= Verificar o potencial catalitico das nanoparticulas de prata no processo de reducéo
quimica dos corantes organicos azul de metileno e verde de bromocresol;

= Auvaliar o grau de toxicidade aguda das nanoparticulas de prata em ambiente aquatico

para a espécie Artemia salina.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Material

Os seguintes reagentes quimicos foram adquiridos de varias empresas e utilizados sem
purificacdo adicional. Borohidreto de sédio (NaBH4, pureza 98%), nitrato de prata (AgNOs,
pureza 99,8%), D-glucose (CsH120s, pureza 98%), quercetina (CisH1007, pureza 95%), acido
ascorbico (CeHgOs, pureza 99%) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (C1sH12NsOs, Pureza 99,8%)
foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Acetona P.A. (CH3(CO)CHs, pureza 99,8%),
alcool etilico ABS. P.A. - ACS (CH3CH20H, pureza 99,5%) e alcool metilico (CH3OH, pureza
99,8%) foram adquiridos da empresa Neon Comercial Reagentes Analiticos Ltda. Azul de
metileno P.A. (C16H1sCIN3S), verde de bromocresol (C21H14BrsOsS) e azul de bromofenol
(C19H10Brs0sS) foram adquiridos da empresa Vetec Quimica Fina Sigma-Aldrich. Acido
sulfurico P. A. (H2SOs, pureza 95-98%), hidréxido de potéssio (KOH, pureza 98%), hidroxido
de sodio (NaOH, pureza 98%), carbonato de sodio (Na2COs, Pureza 98%), sulfato de cobre
(CuSOs, pureza 99%), tartarato de sodio e potassio (KNaCsH40s.4H20, pureza de 98%) cloreto
de aluminio anidro (AICls, pureza 99,7%) e acido acético glacial P.A. (C2HsO2, pureza 99,8%)
foram adquiridos da empresa Dinamica® Quimica Contemporanea Ltda. lodeto de potassio (KI,
pureza de 98%), subnitrato de bismuto (BisO22H4.N4, pureza 98%), iodo ressublimado (I2,

pureza 97%) e cloreto de ferro trés (FeCls, pureza 98%) foram adquiridos da empresa Synth®.
4.2 Planejamento experimental da pesquisa

A pesquisa foi projetada e executada em etapas de acordo com o0s desenhos
esquematicos ilustrados nas figuras 1 e 2. A primeira fase da pesquisa englobou o conjunto de
etapas que visaram a obtencdo e caracterizacdo das biomoléculas oriundas das macroalgas. A
figura 1 é constituida de cinco etapas, delineadas pelas fases de coleta dos exemplares de algas
marinhas (1), triagem/separacdo por filos (2), producdo de extratos aquosos (3),
isolamento/fracionamento de macromoléculas (4) e caracterizacao fisico-quimica dos extratos
e fracBes obtidas (5). A segunda fase, evidenciada na figura 2, apresenta o conjunto de trés
etapas que visaram a producdo (6), caracterizacdo (7) e avaliacdo das potencialidades das
nanoestruturas de prata (8), com o propoésito de investigar a eficiéncia das nanoparticulas de

prata no processo de remocao de efluentes aquaticos.

Assim, com o proposito de avaliar os efeitos de parametros de processos de sintese na

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

estabilizante) foi desenvolvido para a producéo de nanoparticulas de prata coloidal.

l l l i l l

Espectroscopia de absor¢ao molecular da radiaco eletromagnética na regido do ultravioleta ao visivel (UV-Vis)

Espectroscopia de absor¢ao vibracional da radiacao eletromagnética na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Analise fitoquimica qualitativa preliminar

Analise fitoquimica quantitativa

Analise elementar

Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE/HPLC

Cromatografia de permeagao em gel - GPC/SEC R | i
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Figura 1. Fluxograma de etapas da pesquisa, parte 01: Obtencéo e caracterizagdo das biomoléculas oriundas das macroalgas.
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Figura 2. Fluxograma de etapas da pesquisa, parte 02: Desenho experimental da producdo de nanoparticulas de prata,
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4.3 Coleta, triagem e limpeza das algas marinhas

Os exemplares de algas marinhas foram coletados no periodo de setembro a outubro de
2018 no litoral norte do estado do Piaui (Praia do Coqueiro, Luiz Correia, Piaui, sob as
coordenadas geograficas de latitude 2° 53' 03,4" S e longitude 041° 38' 06,3" W). As algas
coletadas foram triadas/selecionadas por género, separadas de epifitas, lavadas com agua
destilada e acondicionados em congelador a temperatura de -20 °C.

4.4  Extracdo e fracionamento de biomoléculas de algas marinhas

A extracdo aquosa de biomoléculas foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Rodrigues et al. (2010), com algumas modifica¢des conforme ilustra a figura 3. Inicialmente as
algas marinhas pertencentes aos géneros Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp. foram,
individualmente secas em estufa a 50 °C, por um periodo de 24 horas. Em seguida, o tecido de
alga marinha foi pesado e hidratado em agua destilada (5,0 % - m/v), e a mistura foi submetida
a agitacdo constante de 600 rpm sob aquecimento de 80 °C por 4 horas. Apdés esse periodo, 0
material foi filtrado, e o extrato aquoso obtido foi caracterizado.

v Residuo algal |
L~ [ Descarte |

—|| AB: 50°C
AT: 24 horas AO: 80°C
H massa: 23 g AT: 04 horas -
W =
| Algas marinhas | | Secagem | | Pesagem | | Extracdo aquosa | | Filtragem | | Extrato aquoso |

Figura 3. Produgdo do extrato aquoso de algas marinhas.

Posteriormente ao processo de obtencdo dos extratos aquosos, procedeu-se a etapa de
fracionamento por diferenca de solubilidade com o propdsito de isolar macromoléculas

hidrossoltveis (polimeros/polissacarideos) conforme ilustrado na figura 4.

36



Etanol P.A. j Acetona P.A. AB: 75 °C
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] ] |
Sobrenadante: EtOH + H,O Mistura: EtOH + H,0

Recuperacéo de solventes
organicos

solvente recuperado

Figura 4. Etapas do processo de fracionamento/isolamento e purificagdo de polimeros.

Os polimeros totais presentes nos extratos aquosos foram precipitados com etanol
comercial na propor¢do volumétrica 1:2 (v/v), em seguida a mistura foi submetida a
centrifugacdo (2.500 x 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 sélido obtido foi levado a
estufa para secagem sob temperatura de 75 °C por 3 horas, ap0s a secagem os polissacarideos
obtidos foram pesados, caracterizados e armazenados. O rendimento de extracdo dos polimeros
isolados foi calculado e analisado por meio do teste de ANOVA unifatorial, considerando p <

0.05. Durante as etapas de separacao o etanol residual gerado foi recuperado por destilacdo.

4.5 Caracterizagdo dos extratos aquosos brutos e das frac6es hidrossoluveis

As amostras de extratos aquosos brutos (EABS) e as fracdes hidrossoltveis (FHSs) ricas
em polimeros produzidas foram submetidas as analises de prospeccdo fitoquimica qualitativa e
quantitativa, espectroscopia de absor¢éo vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia
de absorcdo molecular na regido do ultravioleta ao visivel, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cromatografia de permeacédo em gel e analise elementar com o intuito de investigar

a composicdo, o grau de isolamento e pureza dos polimeros extraidos.

4.5.1 Investigacdo fitoquimica qualitativa

As analises fitoquimicas qualitativas preliminares das amostras de EABs e FHSs foram
realizadas para a deteccdo de acidos organicos, acucares (com carateres redutores, ndo redutores
e heterosidios), alcaloides, catequinas, depsidios, depsidonas, esteroides, triterpenoides, fenois,

taninos, flavanoides (antocianinas, antocianidinas, chalconas, auronas, flavanonois, flavonas,
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flavanois, xantonas e flavanonas), leucoantocianidinas, polissacarideos e saponinas
espumidicas, seguindo os métodos relatados por Barbosa et al. (2004) e Kantamreddi, Lakshmi,
e Kasapu (2010).

45.1.1 Prospeccdo qualitativa de acidos organicos

Para a analise qualitativa de &cidos orgéanicos, foram dissolvidos 10 mg de amostra seca
(extratos e fragGes isoladas de macroalgas marinhas) em 5 mL de agua destilada. Em seguida,
2 mL da solucdo foi transferida para um tubo de ensaio e adicionadas 3 gotas do reativo de
Pascova (ver no apéndice o preparo). Posteriormente, foi verificado o desaparecimento da
coloracdo do reativo, indicando a presenca de &cidos organicos na amostra.

Tal procedimento foi repetido substituindo o volume de amostra por agua destilada
tomada como controle negativo do metodo, a reagdo com agua ndo provoca mudanca na

coloracdo do reativo de Pascova.
4.5.1.2 Prospecgdo qualitativa de agucares redutores

Para a investigacdo qualitativa de agUcares redutores, procedeu-se com a dissolugéo de
5 mg de amostra seca (extratos e fracdes isoladas de macroalgas marinhas) em 2,5 mL de 4gua
destilada. Logo apoés, foram adicionados 1 mL do reativo de Fehling A (ver no apéndice o
protocolo de preparo) e 1 mL do reativo de Fehling B (ver no apéndice o protocolo de preparo).
Em seguida a mistura foi aquecida em banho maria sob estado de ebuli¢cdo durante 5 minutos.
Prontamente, realizou-se a verificacdo da formacdo de precipitado com coloracdo vermelho
tijolo indicativo da presenca de agUcares redutores na amostra.

O procedimento foi repetido substituindo o volume de amostra por agua destilada,
tomado com controle negativo do método, a auséncia de acUcares redutores ndo induz a

formacéo de precipitado com coloracao vermelho-tijolo.
4.5.1.3 Prospecc¢do qualitativa de agucares nao redutores e heterosidios.

Para a analise qualitativa de acucares nao redutores e heterosideos, foram dissolvidos 2
mg de amostra (extratos e fracGes isoladas de macroalgas marinhas) em 2,5 mL de agua
destilada. Posteriormente, adicionou-se 0,5 mL de &cido cloridrico concentrado (HCl a 37%) e
ferveu em banho maria durante 5 minutos. Em seguida, a solucdo foi esfriada e neutralizada
com adicdo de hidroxido de sodio (NaOH) a 20%. Logo ap6s, foram adicionados 1 mL do
reativo de Fehling A (ver no apéndice o preparo) e 1 mL de Fehling B (ver no apéndice 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 presenca de agucares ndo
redutores.

O procedimento foi repetido substituindo o volume de amostra por agua destilada,
tomado com controle negativo do método, a auséncia de acucar ndo induz a formacdo de

precipitado com coloracdo vermelho-tijolo.
45.1.4 Prospeccao qualitativa de alcaloides

Para a verificagdo da presenca de metabolitos pertencentes a classe de alcaloides,
procedeu-se com a execucao dos métodos de Broucherdat e Dragendorff, Desse modo, foram
dissolvidos 8 mg da amostra (extratos e fracGes isoladas das macroalgas marinhas) em 2 mL de
acido cloridrico (HCI) a 5%, ap6s mistura e filtragem foram retiradas aliquotas de 1 mL e
transferidas para trés tubos de ensaios e rotulados de A e B. Em seguida, foram adicionados 3
gotas do reagentes Dragendorff (ver preparo no apéndice) no tubo A, e 3 gotas dos reagente
Bouchardat (ver preparo no apéndice) no tubo B. A presenca de um precipitado vermelho tijolo
(Dragendorff) no tubo A e de um precipitado laranja avermelhado (Bouchardat) indicou a
presenca do metabdlito alcaloide.

4.5.1.5 Prospec¢do qualitativa de catequinas (taninos catequinos)

Para a deteccao de taninos pertencentes a classe de catequinas, foi necessario a utilizacéo
de palito de fésforo imersdo em uma mistura contendo a amostra (extratos e fracGes isoladas de
macroalgas marinhas) e metanol a 98%. Posterior a imersao o solvente foi evaporado e o fosforo
foi umedecido em acido cloridrico concentrado (HCI a 37%) e submetido a secagem sob agéo
de uma chama forte, evitando sua carbonizacdo. Em seguida, o fésforo foi analisado e o
aparecimento da coloracdo vermelha indica a presenca de catequinas. O mesmo procedimento
foi repetido com cloreto de sodio (NaCl), tomando como branco para o teste, de modo a nao

resultar no aparecimento da coloracdo vermelha ap6s o procedimento.
4.5.1.6 Prospeccdo qualitativa de depsidios e depsidonas

Para a analise qualitativa de deteccdo dos metabdlitos depsidios e depsidonas nas
amostras (extratos e fracdes isoladas de macroalgas marinhas), 5 mg de amostra seca foram
dissolvidos em 5 mL de Eter Etilico. Posteriormente, a mistura foi filtrada e o solvente éter
etilico foi evaporado em banho maria. Logo apos, o residuo é disperso em um volume de 3 mL
de metanol, agitado e adicionar 3 gotas de solucdo de cloreto de ferro-trés (FeCls) a 1%. O
aparecimento de coloragéo verde, azul ou cinza, foi tomado como indicativo de reacdo positiva

para o teste.
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4.5.1.7 Prospecgdo qualitativa de esteroides e triterpenoides

Para a identificacdo de composto pertencentes a classe de esteroides e triterpenoides nas
amostras (extratos e fragOes isoladas de macroalgas marinhas), procedeu-se com a dissolucao
de 5 mg de amostra em 10 mL de Cloroférmio (CHCl3). Em seguida, a mistura filtrada sobre
carvao ativado e o filtrado foi transferido para um tubo de ensaio completamente seco. Logo
apos, foi adicionado 1 mL de Anidrido Acético e agitado suavemente, apds a agitacdo,
adicionou-se cuidadosamente, 3 gotas de &cido sulfirico concentrado (H2SO4 a 95-97%) e
agitado suavemente. Posteriormente, observacdes de mudanca de coloragdo foram registrada.
O desenvolvimento de cores, que vdo do azul evanescente, ao verde persistente, indicam

resultado positivo para o teste.
4.5.1.8 Prospeccao qualitativa de fenois e taninos

Para a andlise qualitativa de acidos organicos nas amostras (extratos e fragdes isoladas
de macroalgas marinhas), foram dissolvidos 5 mg de amostra seca em 5 mL de agua destilada
e adicionados 2 gotas de solucéo alcoolica de cloreto de ferro-trés (FeCls) a 1%. Logo apés a
adicdo da solucdo, alteracbes como, mudancas na coloracdo entre o azul e o vermelho ou
formacé&o de precipitado escuro de tonalidade azul, séo indicativo de reacdo positiva para fenois
e taninos respectivamente, quando comparado com o teste em branco (dgua mais solugéo

alcoolica de cloreto de ferro-trés).
4.5.1.9 Prospecc¢do qualitativa das principais classes de flavonoides

Para investigar a presenca de metabolitos pertencentes a classe de flavonoides nas
amostras (extratos e fracdes isoladas de macroalgas marinhas), foram dissolvidos alguns
miligramas de amostra seca em 10 mL de agua destilada. Em seguida, volumes iguais de 3 mL
da solucéo foram transferidos para trés tubos de ensaio, Logo apos, procedeu-se com acidulacao
para o valor de pH 3 em um dos tubos e alcalinizacdo 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

mudanca de coloracdo de acordo com o quadro abaixo.

Constituintes investigados Coloragdo em meio constituintes

Acido pH 3 Alcalino pH 8.5 Alcalino pH 11
Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul purpura
Flavonas, flavondis e xantonas - - Amarela
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho - parpura
Flavanondis - - Vermelho - laranja

Quadro 2. Dados utilizados na interpretacao das reagdes de mudancas de coloragdo das solugdes em diferentes pH, resultantes
da presenca das principais classes de flavonoides.
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4.5.1.10 Prospeccéo qualitativa de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

Para investigar a presenga 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 solucdo (1 mg/mL), em seguida, um dos tubos foi
acidificado com 4cido cloridrico (HCI a 10%) para o valor de pH entre 1 e 3 e 0 outro
alcalinizado para o valor de pH 11 com solucdo de hidréxido de sédio (NaOH a 10%).
Posteriormente os tubos foram cuidadosamente aquecidos durante 3 minutos, logo ap6s, 0s
tubos foram analisados quando a mudanca de coloracdo de acordo com o quadro abaixo.

Constituintes investigados Coloragdo em meio constituintes
Meio acido Meio alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas Pardo - amarelo -
Flavononas - Vermelho- alaranjado

Quadro 3. Dados utilizados na interpretacdo das reagBes de acidulagdo e alcalinizagdo das amostra para determinagdo de
leucoantocianidinas e flavononas.

4.5.1.11 Prospeccao qualitativa de polissacarideos

Para a analise de deteccdo de polissacarideos nas amostra de extrato e fragdes
hidrossoluveis isoladas de macroalgas marinhas, foram dissolvidos 5 mg de amostra seca em
2,5 mL de dgua destilada e adicionadas duas gotas de lugol. Apds esse procedimento, a mudanca
de tonalidade clara para tonalidade escura da mistura foi avaliada de modo a indicar a presenca

de polissacarideos na amostra.
4.5.1.12 Prospecc¢do qualitativa de saponinas espumidicas

Para a investigacdo da presenca de saponinas espumidicas na amostra (extratos aquosos
e fracGes hidrossollveis isoladas de macroalgas marinhas), procedeu-se com a dissolucao de 3
mg de amostra seca em 5 mL de agua destilada. Em seguida, a solucdo foi diluida com agua
destilada para o volume final de 15 mL e agitada vigorosamente durante 2 minutos em tubo
fechado. Apds esse procedimento, os tubos foram mantidos em repouso por 30 minutos e a

persisténcia de uma camada de espuma € resultante da presenca de saponinas na amostra.
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4.5.2 Analise fitoquimica quantitativa

As analise de composigdo fitoquimica quantitativa foram realizadas para determinar os
teores de acgUcares redutores e flavonoides presentes nos extratos aquosos brutos e nas fracdes
hidrossollveis isoladas de algas marinhas com o propésito de mensurar e identificar as

possiveis moléculas existentes apds o processo de isolamento de macromoléculas.
4.5.2.1 Determinacao do teor de acUcares redutores totais

A andlise foi realizada pelo método proposto por Masuko et al. (2005), com adaptacdes.
Para a curva de calibracdo foi utilizado o padrdo D-Glucose em diferentes concentracGes
variando de 5 a 100 pg/mL em &gua destilada (Figura 28.a - Apéndice). Para esse método 500
pL (0,1 mg/mL) da amostra foram adicionados a 1.500 uL de acido sulfdrico concentrado. Em
sequida, foram adicionados rapidamente 300 pL de fenol (5%), e posteriormente levados ao
banho-maria a 90 °C por 5 minutos, seguido de banho de gelo por 5 minutos. A leitura foi

realizada em espectrofotdbmetro sob comprimento de onda (A) de 490 nm no UV-Vis.
4.5.2.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando método descrito por Kumaran
(2007), onde em 100 pL de cada extrato (1 mg/mL) foram adicionado 100 uL de AICIs (200
mg/mL) e 1 gota de acido acético concentrado. A solucgéo foi diluida com etanol para o volume
final de 2.500 UL e a absorbancia registrada em espectrofotémetro sob comprimento de onda
(A) de 450 nm apos 40 min de reacdo ao abrigo da luz. O branco para o método foi realizado
substituindo o extrato por agua Milli-Q. O teor de flavonoides totais foi determinado usando
uma curva de calibracdo (Figura 28.b - Apéndice) produzida com o padrdo de quercetina nas
concentragdes variando de 10 a 100 ug/mL e expresso como mg de equivalente de quercetina

por 100 mg de amostra.

4.5.3 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido 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™ de resolugdo, com mddulo ATR (Atenuated Total

Reflectance). Todas as analises foram feitas a 45 scans em cristal de seleneto de zinco (ZnSe).
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4.5.4 Analise de absorcdo molecular da luz na regido do ultravioleta ao visivel

As analises de absor¢do molecular foram realizadas em espectrofotdmetro modelo Uv-
1800 UV Spectrofotometro (Shimadzu, Tokio - Japéo), na regido de 190 a 1.100 nm, em
cubetas/células de quartzo com caminho éptico de 10 mm.

455 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para analise do perfil cromatografico dos extratos, foi utilizado um cromatdgrafo liquido
de alta eficiéncia (CLAE, Shimadzu, Tokio - Japdo) hibrido composto por sistema binario de
bombas LC-6AD, um desgazeificador DGU-20A5, forno CTO-20A, um detector UV-Vis SPD-
20A, injetor automatico SIL-10AF e um controlador CBM-20A. As condicdes usadas para a
obtencdo dos cromatogramas foram: coluna analitica C18 Phenomenex-Luna (250 x 2 mm e 4
um), comprimento de onda (L) de 264 e 280 nm, fluxo de 0,3 mL/min e inje¢cdo automatica de
5 pL. As amostras foram diluidas em agua ultrapura (1 mg/mL). Fase mdvel: agua 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 Distribuicdo de massa molar

A distribuicdo de massa molar foi determinada por cromatografia de permeacédo em gel
(cromatrografia de exclusdo de massa) em equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado a um
detector de indice de refracdo (RID-10A). Para a andlise utilizou-se coluna Polysep linear, 300
X 7,8 mm, utilizando nitrato de sodio (NaNOs) 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 UL na concentragédo
de 1 mg/mL. A curva de calibracdo foi construida utilizando padrbes de pululana com massas

molares no intervalo de 10% a 10° g/mol, como mostrada na equacao 1.

Equacéo 1. Curva de calibragdo do padréo pululana.

logy = 14,336 — 1,123 X V,
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45.7 Andlise elementar

A andlise elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre das FHSs foi
executada utilizando um Analisador Elementar - Perkin Elmer 2400 series 11 no modo CHNS.

4.6 Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de prata

4.6.1 Producdo das nanoparticulas de prata

Nanoparticulas de prata (AgNPs) foram preparadas em solu¢des aquosas utilizando o
método de reducdo quimica por via imida na presenca de diferentes fracdes isoladas de algas

marinhas (FHS-G, P e U), esquematicamente representado na Figura 5.

AgNOzlmM AgNOslmM AgNOslmM FHS OuHO FHSOUHO FHSOUHO NaBHASOmM NaBHAIOO mM NaBHAZOOmM
9mL 9mL 9mL 0,01% (9mL) 0,01% (9mL) 0,01% (9mL) 3mL 3mL 3mL
NN = o o O N e

T |

[ ey o R -
L L

\ AT: 30 min

Homogenizagad das solugdes de Adig&o das solugdes poliméricas | Adicéo de borohidreto de s6dio em
nitrato de prata diferentes concentragoes

ho
Ll ﬁﬁﬁ

PAC (1) A (I

monitoramento da sintese de
nano - Ag

=4

II]
u _
7

CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA
AVALIAGAO DE POTENCIALIDADES

b asi

O (1)

Figura 5. Sintese de nanoparticulas de prata na presenca e auséncia de fragoes hidrossollveis (FHS), isoladas das macroalgas
marinhas Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp.

As nanoparticulas de prata foram preparadas de acordo com o procedimento descrito
por Dong et al. (2012), com algumas adaptacdes. Primeiramente trés volumes de 9 mL da
solucdo de nitrato de prata a 1 mM preparada previamente, foram transferidos para trés frascos
enumerados de 1 a 3 e levados a agitacdo, em seguida, a estas solucdes, foram adicionada 9 mL
de solucdo de FHS a 0,01% (m/v) (ou H20). Logo em seguida, a cada um dos frascos
adicionaram-se rapidamente 3 mL de solucdo aquosa refrigerada de borohidreto de sodio

(NaBHj4) recem-preparada nas respectivas concentracdes de 50, 100 e 200 mM.

4.6.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

As amostras de AgNPs sintetizadas foram caracterizadas quanto a distribuicdo de
tamanho, carga superficial, morfologia e monitoradas quanto a cinética de formacdo e

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

Para acompanhar a formagéo das AgNPs, um protocolo de monitoramento temporal foi
realizado. Desse modo, aliquotas de 100 uL das suspensdes coloidais de AgNPs foram
coletadas nos intervalos de tempo de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de reacdo (sistema sob
agitacdo mecénica) e analisadas por espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis. Em seguida, 0s
valores de absor¢do maxima e largura a meia altura (full width at half maximum - FWHM) das
bandas de ressonancia plasmonicas foram calculados estimando os valores das curvas

gaussianas através da utilizacdo do software OriginPro verséo 8.1.

4.6.2.2 Monitoramento da estabilidade coloidal temporal

Posterior a sintese, os coloides de prata foram submetidos a analise de estabilidade
coloidal. Para tal anélise, as suspensdes foram mantidas em temperatura ambiente de 26 °C ao

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

4.6.2.3 Analise de distribuicdo de tamanho e carga superficial

Os valores do diametro hidrodindAmico médio e das cargas superficiais das suspensdes
coloidais de AgNPs foram determinados por espectroscopia de correlacdo fotbnica e
anemometria laser Doppler, respectivamente através das técnicas de espalhamento de luz
dindmico e potencial zeta, utilizando um Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). As
medidas foram realizadas a 25 °C, com amostras concentradas (22,6 ug[Ag]/mL). Cada anélise

de tamanho perdurou 120 s e foi obtida com um angulo de deteccéo a 90°.

4.6.2.4 Analise de microscopia de forca atbmica

As imagens de microscopia forca atbmica (MFA) foram obtidas em um equipamento
TT-AFM (AFM Workshop - EUA) no modo de contato intermitente, com pontas TED PELLA
(TAP300-G10) em uma frequéncia de amplitude de aproximadamente 241 kHz. As amostras
foram preparadas dispersando 10 yL das nanoparticulas de prata (AgNPs) em uma superficies
de mica e deixadas por 15 minutos em temperatura ambiente para a secagem, seguida de duas
lavagens com agua Milli-Q e posterior secagem para realizacdo da analise de acordo com a

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

As amostras de extratos aquosos brutos (EABs), fraces hidrossoliveis (FHSs) e
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas foram testadas quanto as suas propriedades
antioxidantes através da utilizacdo 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 diluidas para diferentes concentracfes (EAB com concentracfes variando de
0,039 a 5,0 mg/mL; FHS: com concentragdes variando de: 0,039 a 5,0 mg/mL e AgNPs: 0,240
a 30,804 pg de [Ag])/mL) em agua Milli-Q. Em seguida foi adicionado 1,0 mL de solugdo
metandlica de DPPH a 0,3 mM em 3,0 mL das amostras em diferentes concentracdes. As
amostras foram mantidas ao abrigo da luz pelo periodo de 30 minutos sob temperatura ambiente
de 2612 °C. Apobs esse periodo as absorbancias das misturas foram registradas sob o
comprimento de onda de 517 nm em espectrofotdmetro UV-Vis. A atividade de inibicdo do

radical DPPH (ou atividade de inibicdo radicalar) foi calculada pela equagéo 2:

Equagéo 2. Conversdo percentual.

) — (ADPPH _Aamostra)

Atividade antioxidante (% x 100%

ADPPH

Onde AprrH € a absorbancia do radical livre DPPH em metanol (4,0 mL a 0,075 mM) e
Aamostra € @ absorbancia das amostras com diferentes concentragfes apds o contato com o DPPH.
Os valores de concentragao inibitoria (ICso) representaram a concentragao necessaria
para inibir 50% das espécies reativas de radical livre e foram obtidas pela analise de curva dose-
resposta, plotada entre os valores de porcentagem de inibi¢éo radicalar e concentracdo avaliadas

no experimento. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

4.8 Ensaios de reducdo quimica de corantes organicos

Para avaliar o potencial catalitico das AgNPs sintetizadas por via de oxirredu¢édo, foram
executados ensaios de reducdo quimica tomando como sistema modelo 0s compostos organicos
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 solucéo de
AgNPs (22,6 ng[Ag]/mL) e 1,50 mL de NaBH4 (0,01 M) foram adicionados em 1,50 mL de
solucdo aquosa do corante AM (ou VB) a 50 mg/L. Em seguida, o desempenho catalitico das
AgNPs foi monitorado registrando os espectros de absor¢cdo UV-Vis para o tempo total de 45

minutos, com intervalos de leitura de 45 segundos.

46



Os valores da taxa de reducdo quimica (TRR) dos corantes foram calculados atraves da
equacédo 3 (JIAO et al., 2015):

Equacéo 3. Taxa de redugdo quimica relativa.
(4o — A,)
TRR(%) = ——— X 100%
Ay
Onde Ao € 0 valor da absorbancia da mistura no tempo zero, At é o valor da absorbancia
no tempo t. Os valores de absorbancia utilizados nas equacbes foram coletados sob os

comprimentos de onda de 665 e 616 nm para 0os 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 adequacdes. Desse modo, individuos jovens do camardo de
salmoura Artemia salina foram usados como organismos teste. Aproximadamente 24 horas
antes do teste, 1.200 mL de agua do mar foram colocados em um recipiente de 2 L. Essa agua
foi previamente filtrada, e seus parametros de qualidade foram mensurados (pH: 8.2;
condutividade: 40,22 puS cm ). Nesse recipiente foram adicionados aproximadamente 2 g de
cistos de Artemia. A suspensdo dos cistos foi mantida sob intensa aeracdo a uma temperatura
de aproximadamente 27 °C. Os nauplios obtidos foram expostos as concentragdes nominais de
AgNPs variando de 0,919 a 46,621 ug de [Ag]/mL durante 0 periodo de 24 horas a 21 °C.
Através do uso de micropipeta, 10 organismos foram transferidos para cada poco das placas de
96 pocos e esses preenchidos com 300 pL de cada concentracao da solugéo teste, em triplicata,
a 4gua do mar (salinidade de 44,0 g.L %, contendo 5,38 mg.L " de oxigénio dissolvido e pH em
torno de 8.37 a 23 °C) foi tomada como controle negativo. Apo6s os periodos de 24 horas, 0
numero de organismos testados e a concentracdo que afeta a mobilidade em 50 % da populagéo
para os tempos de exposicdo de 24 horas (ECso), juntamente com seu intervalo de confianga de

95 %, foram determinados. A sobrevivéncia percentual foi calculada seguindo a equacéo 4.

Equacéo 4. Taxa de sobrevivéncia.
Numero de nauplios de artémias vivos
TS (%) =

Numero inicial de nauplios de artémias vivo

] x100%
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Avaliagdo do rendimento de extragio

O emprego do método de extracdo aquosa para obtencdo de extratos ricos em
polissacarideos promoveu diferencas significativas quanto ao rendimento de extracdo dos
materiais em relacdo aos trés géneros 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.

75.0 4
67.5 ~
60.0 —
52.5 —
45,0 |
375 —

30.0

Rendimento (%)

22.5 |
15.0

7.5+

0.0 4

Gracilaria sp. Padina sp. Ulvasp.

Figura 6. Representagdo grafica das médias de rendimento de extragcdo das macroalgas vermelha Gracilaria sp., parda Padina
sp. e verde Ulva sp..

Os valores maiores de rendimentos encontrados para o género Gracilaria estdo de
acordo com o obtido por Ogretmen e Duyar (2018), ao isolar polissacarideos da espécie
Gracilaria caudata (obtiveram um rendimento do 45,79 + 0,85), com emprego de extracdo
aquosa. Mohsen et al. (2007) obtiveram rendimentos de extracdo semelhantes aos aqui obtidos
para a Padina utilizando a espécie Sargassum latifolium (20,75 £ 0,36 %) resultante do mesmo
método de extracdo aquosa. Neto et al. (2018) relataram em seus estudos com as macroalgas
marinhas verde Ulva rigida, vermelha Gracilaria sp. e pardas Fucus vesiculosus e Saccharina
latissima, os teores de 58,1 + 0,7; 46,9 + 0,4; 56,4 + 0.4 e 68,9 + 0,3% de polissacarideo
constituinte, respectivamente. Esses resultados de rendimentos de polissacarideos em
macroalgas marinhas podem ser explicados pelo fato de eles serem influenciados por diversos
fatores, tais como: periodo de coleta (variacdes sazonais), morfologia da espécie, habitat,
estdgio de vida e metodologia de extracio (MARINHO-SORIANO e BOURRET, 2003;
ROMERO et al., 2008; ALENCAR et al., 2019).
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5.2 Caracterizacao e controle de qualidade dos polissacarideos

Com o intuito de investigar a composi¢do e 0 grau de pureza das FHSs ricas em
polissacarideos ap0s a etapa de isolamento, procedeu-se com a série de analises para
caracterizacdo, incluindo investigacdo de composicao fitoquimica qualitativa e quantitativa,
ensaios de espectroscopia de absor¢do molecular na regido do ultravioleta ao visivel, analises
de cromatografia liquida de alta eficiéncia e de permeacdo em gel, analise elementar,
espectroscopia de absorcdo vibracional na regido do infravermelho com os compostos
estudados (EABs e FHSs de polissacarideos isolados das macroalgas marinhas).

5.2.1 Avaliacdo da composic¢ao fitoquimica qualitativa

A anélise fitoquimica qualitativa dos extratos aquosos brutos (EABs) e das fracoes
hidrossoluveis (FHSs) revelou a presenca de compostos pertencentes a classes de &cidos
organicos, alcaloides, flavonoides, saponinas e carboidratos (entre eles, polissacarideos,

acucares redutores, ndo redutores e heterosidios) como mostrado o quadro 4.

Amostras

Classes de compostos A A I T B

aa} % ) %) 0 %

ST |88 |z

Acidos organicos " " " " " "
Acucares ndo redutores e heterosidios [ [ [ [ u u
AcUcares redutores (] (] [ [ [ [
Alcaloides [ [ o o n n
Catequinas (taninos catequinos) o o o o o o
Depsidios e depsidonas o o o o o o
Esteroides e triterpenoides o o o o o o
Fendis e taninos m m O O m m
Flavanoides (antocianinas e antocianidinas) [ a | | o o
Flavanoides (chalconas e auronas) a a | | o o
Flavanoides (flavanonois) a a | | o o
Flavanoides (flavonas, flavanois e xantonas) a a | | o o
Flavanonas m m m m m m
Leucoantocianidinas m m m m m m
Polissacarideos (] (] (] (] [ [
Saponinas totais m m (] m m m

Quadro 4. Composicao fitoquimica qualitativa das amostras de extratos aquosos brutos (EABs) e fracbes hidrossoltveis
(FHSs) das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp., parda Padina sp. e verde Ulva sp. (m) presen¢a da classe de
compostos (0) auséncia da classe de compostos.
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Pode-se observar que alguns componentes presentes nos EABs foram efetivamente
removidos apds o processo de isolamento. Dentre eles nota-se a remocdo de flavonoides
pertencentes a classe de antocianinas e antocianidinas identificados nos extratos aquosos da
espécie Gracilaria sp. ap6s 0 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 trés
espécies, tais como, acidos organicos, agucares redutores e ndo redutores permaneceram apos
0 processo de isolamento, pois tratam-se de compostos com carater de solubilidade semelhante

aos polissacarideos.

5.2.2 Avaliacdo da composicao fitoquimica quantitativa
Os teores de acucares redutores e flavonoides investigados através da analise de
prospeccdo fitoquimica quantitativa dos extratos aquosos brutos (EABs) e fracoes

hidrossoluveis (FHSSs) estdo representados na tabela 3.

Tabela 3. Contetido de agUcares redutores e flavonoides investigados nas amostras de extratos aquosos brutos (EABs) e fragdes
hidrossollveis (FHSs) das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp., parda Padina sp. e verde Ulva sp.

Amostras Componentes fitoquimicos
Acucares redutores (mg/100 mg)* Flavonoides (mg/100 mg)?

EAB -G 18,37 £ 3,35% 1,33 +£0,07

EAB-P 8,19 +1,33° -

EAB - U 26,56 + 2,74° -

FHS -G 28,18 + 3,16° -

FHS -P 6,12 + 0,59° -

FHS - U 32,62 +2,14° -

1 mg equivalente de D-glucose; 2 mg equivalente de quercetina; letras sobrescritas diferentes indicam diferencas
significativas entre as médias (p < 0,05, ANOVA, teste de Tukey).

Foi possivel observar para todas as amostras a presenca de acucares redutores entretanto.
Para a espécie Gracilaria foi observado o maior aumento nos valores de agucares redutores,
comparando-se o extrato bruto e a fracdo hidrossoluvel. As amostras provenientes da macroalga
Padina sp. (EAB e FHS) e Ulva sp. (EAB e FHS) ndo apresentaram diferenca significativa
guanto aos teores de acgUcares redutores. Flavonoides foram quantificados nos extratos EAB-G

(1.33 £ 0.07 mg/100 mg), resultado este compativel com os da analise qualitativa.
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5.2.3 Espectroscopia de absorcdo molecular da radiacdo eletromagnética na regido do

ultravioleta ao visivel

As figuras 7, 8 e 9 mostram os espectros de absorcdo de luz UV-Vis dos extratos
aquosos, dos sobrenadantes apds o isolamento dos polissacarideos (mistura de etanol e agua) e
das fracBGes hidrossollveis ricas em polissacarideos isolados das macroalgas marinhas
Gracilaria sp., Padina sp. e Ulva sp., respectivamente. Embora a espectroscopia de absor¢ado
UV-Vis néo seja uma ferramenta comumente utilizada para elucidacao estrutural, os espectros
trouxeram informacdo relacionada a estrutura de possiveis componentes presentes durante o

processo de obtencdo dos polissacarideos (MOREIRA et al., 2014).
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Figura 7. Espectros de absorcdo de luz na regido do UV-Vis para as amostras oriundas do género Gracilaria. (a) Extrato
aquoso bruto. (b) Sobrenadante apds isolamento. (c) Fragao hidrossoltvel.
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Figura 8. Espectros de absor¢do de luz na regido do UV-Vis para as amostras oriundas do género Padina. (a) Extrato aquoso
bruto. (b) Sobrenadante ap6s isolamento. (c) Fragdo hidrossoluvel.
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comprimentos de onda na faixa de 260 a 411 nm, essas absor¢Ges podem ser associadas a
presenca de compostos fenolicos (TARGETT et al., 1995), florotaninos (SUGAWARA et al.,
2002) ou aminoécidos 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 fracdes isoladas das macroalgas Gracilaria e Padina apresentaram absor¢éo sob
0s comprimentos de onda de 266 nm e Ulva em 264 nm, evidenciando a permanéncia de
possiveis componentes contaminantes apds 0 processo de isolamento e lavagem dos extratos.
Além disso, nota-se no espectro de absor¢do da fracdo isolada da macroalga marinha Padina
sp. (figura 8.c) uma absorgdo molecular mais intensa, evidenciando uma maior concentragao
de contaminantes, que segundo Schmitz, Barufi e Maraschin (2017) pode estar correlacionada
com a presenca de diferentes classes de aminoacidos do tipo micosporina € a compostos
fenolicos (KARENTZ, 1994; NAUMANN et al., 2005) caracteristica comum as macroalgas
marinha da ¢asse Phaeophyceae (CARROL e SHILK, 1996).

5.2.4 Perfil cromatografico dos extratos aquosos brutos e fracdes hidrossoltveis isoladas

de algas marinhas

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

fracionamento, estdo representados nas figuras 10, 11 e 12.
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Figura 10. Perfis cromatograficos (CLAE/UV para os comprimentos de onda de 264 e 280 nm) dos extratos aquosos brutos
(a, b) e das fragGes hidrossoluveis (c, d) isoladas da macroalga marinha pertencente ao género Gracilaria .
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Figura 11. Perfis cromatograficos (CLAE/UV para os comprimentos de onda de 264 e 280 nm) dos extratos aquosos brutos
(a, b) e das fragdes hidrossoldveis (c, d) isoladas da alga marinha pertencente ao género Padina.
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Figura 12. Perfis cromatograficos (CLAE/UV para os comprimentos de onda de 264 e 280 nm) dos extratos aquosos brutos
(a, b) e das fracBes hidrossoluveis (c, d) isoladas da alga marinha pertencente ao género Ulva.

Para as amostras da Gracilaria nao foi observada a presenca de metabdlitos secundarios
com a programacdo cromatografica empregada. Para as demais macroalgas, 0 processo de
isolamento promoveu consideravel reducdo da presenca de metabolitos secundarios, resultado

compativel com os obtidos pela analise fitoquimica quantitativa e qualitativa.

5.2.5 Estimativa de massa molar

A figura 13 e a tabela 4 mostram os perfis de distribui¢do e os valores dos picos de

massa molar dos EABs e FHSs obtidos por cromatografia de permeacdo em gel (CPG).
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Figura 13. Cromatogramas de exclusdo de tamanho, obtidos por cromatografia de permeacdo em gel (CPG), dos extratos
aquosos brutos (EABs) e das fragdes hidrossoliveis (FHSs) isoladas das macroalgas marinhas vermelha Gracilaria sp. (a),
parda Padina sp. (b) e verde Ulva sp. (c).

Tabela 4. Valores de distribuicdo de massa dos extratos aquosos brutos (EABS) e das fragdes hidrossollveis (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 10° 4,94 x 10* 5,43 x 10° 1,1 x 10!

EAB-P 6,45 x 10° 1,74 x 103 6,68 x 10* 3,8 x 10*
1,86 x 10°

EAB-U 9,49 x 10° 3,58 x 10° 4,15 x 10° 1,1 x 10?
1,86 x 10°

FHS-G 2,01 x 108 4,69 x 10° 1,21 x 10° 2,5 x 10?
1,17 x 103

FHS-P 7,35 x 10° 1,76 x 10° 5,20 x 10* 2,95 x 10*
1,96 x 10°

FHS-U 1,77 x 10* 4,85 x 10° 2,53 x 10* 5,21

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

EAB-G e FHS-U apresentaram distribuicdo de massa unimodal com baixa polidisperséo

e massas molares de pico (MpK) de 3,26 x 10° e 1,77 x 10* g/mol, respectivamente. As demais

amostras de EABs e FHSs apresentaram padréo bimodal de distribuicdo de massa molar e com
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maior polidispersdo (PD). FHS-G chamou atencdo por ter apresentado os maiores valores de
MpK1 (2,01 x 10° g/mol), MK (1,17 x 103 g/mol) e PD (2,5 x 10?).

5.2.6 Anélise elementar

Os dados de andlise elementar das frac6es hidrossoltveis (FHSs) estdo apresentados na
tabela 5. Todas as fragdes analisadas apresentaram baixos teores de nitrogénio, que podem estar
associados com a presenca de residuos de proteina. Com base no baixo teor de carbono da
amostra FHS-P, pode-se inferir que esta fracdo possui valores significativos de metaboélitos
secundarios sendo menos rica em polissacarideo quando comparada &s demais macroalgas,
resultados compativel com os dados de cromatografia e estimativa de distribuicdo de massa

molar.

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

Amostra Nitrogénio (%)  Carbono (%) Enxofre (%)  Hidrogénio (%)
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 fracdes 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 caracteristicas podem
ser associadas a presenca de grupos sulfatos comuns a polissacarideos 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 absorcao vibracional da radiacéo eletromagnética na regido do

infravermelho

Uma das técnicas mais Uteis para a identificacdo de estruturas polissacaridicas é a
espectroscopia de infravermelho (IV), que se baseia na andlise de picos de absor¢do em
determinados nimeros de onda (expressos em cm™). Para a anlise estrutural de carboidratos,
cinco regides de frequéncia podem ser distinguidas no espectro normal (4.000-650 cm™): regido
| - denotada por alongamento vibracional de OH e CH em 3.600-2.800 cm'%; regido Il - regido
de simetria local a 1.500-1.200 cm™; regido Ill - apresenta assinaturas de vibragio de
estiramento de CO em 1.200-950 cm™; regi&o IV - conhecida como impressdo digital ou regido
anomérica a 950-700 cm™; e regido IV - caracterizada como regido esquelética abaixo de 700
cm™ (GOMEZ-ORDONEZ e RUPEREZ, 2011).
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A figura 14 apresenta os espectros de absorcdo vibracional das amostras de EABs e

FHSs obtidas pela analise de espectroscopia no infravermelho.
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Figura 14. Espectros de transmissdo FTIR — ATR das amostras de extratos aquosos brutos (EABS) e fragdes hidrossoliveis
(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 regido de identidade entre 700 e 950

cm?, ficaram evidenciadas as presencas de bandas de absor¢do em 875 cm, atribuidas a
possivel presenca de CO-S de D-galactose-4-sulfato (PEREIRA et al., 2003), e de bandas em
910 cm, associadas a ocorréncia 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 absor¢do observadas nas frequéncias 1.035 e 1.080 cm™ foram relacionadas ao
estiramento C-O-C das unidades glicosidicas (LEAL et al., 2008). Nas regifes 1.151, 1.193 e
1.222 cm, as bandas foram associadas ao estiramento de C-O ou C-C, o qual pdde ser
vinculado a possivel presenca de flavonoides, corroborando com o resultado obtido na analise
fotoquimica. Outra evidéncia que permitiu a inferéncia sobre a ocorréncia de flavonoides nessas
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regides, consistiu na perda de intensidade do sinal nas regides supracitadas ao se analisar o
espectro obtido para o polissacarideo isolado (FHS-G). As bandas em 1.145 cm™ foram
atribuidas a vibragdo C-O-C, enquanto aquelas entre 1.220 e 1.260 cm™, a presenca grupos
ésteres de sulfato (S=0). Continuando a analise do espectro do EAB-G, observaram-se bandas
nas regides 1.300, 1.377, 1.421, 1.463, 1.633 e 1.670 cm™, as quais foram atribuidas,
respectivamente, a éster de sulfato, estiramento simétrico de C=0, estiramento simétrico de
COO, estiramento simétrico de C-H, estiramento assimétrico de COO em &cido carboxilico e
estiramento assimétrico de C=C. No espectro do polissacarideo isolado (FHS-G), as bandas nas
regides 1.377, 1.421,1.463 e 1.668 cm™ perderam a intensidade e houve o surgimento de uma
banda larga em 1.394 e 1.606 cm, sugerindo, respectivamente, um deslocamento da banda de
absorcao das regibes de éster de sulfato e vibracdo de alongamento antissimétrico do COO do
acido glucurénico (CHAVES, 2008; MACIEL, 2008; PEREIRA et al., 2013, LAIA, 2015).

No espectro de FTIR do EAB-P (Figura 14.b), observou-se um Gnico pico de absor¢éo
largo em 1.099 cm™ atribuido ao estiramento de C-O-C das unidades glicosidicas,
provavelmente em decorréncia da presenca de saponinas, revelada na analise fotoquimica.
Quanto ao espectro do polissacarideo isolado (FHS-P), o aparecimento de bandas em 763 e 711
cm* foi associado a C-O-C de ligagdo glicosidica, e em 819 cm™, referente a grupo sulfato em
galactose (PEREIRA et al., 2009). Os sinais detectados em 1.087 cm™ foram devidos ao
estiramento de C-O-C, relativo as unidades glicosidicas, e em 1.228 e 1.201 cm™ foram
associados a vibragdo S=0 dos ésteres de sulfato. A banda na regido de 1.649 cm™ talvez esteja
relacionada a presenca de residuos de amida de tracos 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 absorcao
em 758 cm referentes a C-O-C de ligacéo glicosidica; bandas de absorcéo entre as regides
820 e 869 cm™ usadas para inferir a posicdo dos grupos sulfato em galactose; bandas em 931
cm* atribuidas a vibragdo S=0 dos grupos sulfato e C-O—C de 3,6-anidro-a-L-galactopiranose;
bandas nas regides 1.089 e 1.039 cm™ imputadas ao estiramento de C-O-C das unidades
glicosidicas; bandas em 1.246 e 1.348 cm referentes a ocorréncia de éster de sulfato; bandas
em 1.421 e 1.490 cm™ atribuidas ao estiramento de COO-; e bandas em 1.583 e 1.681 cm™
associadas a aminas. Comparando-se 0s espectros de FTIR do EAB-U e da FHS-U
(polissacarideo isolado de Ulva sp.), houve uma reducdo de bandas na regido entre 700 e 950
cm™. Nesse caso, foram constatadas bandas nas regies de 715 cm™ correspondente a ligagdo

glicosidica e de 846 cm™ referente ao estiramento simétrico de C-O-S. Apenas uma banda bem
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definida a 1.039 cm™ foi detectada, sendo sua presenca referente a esqueleto de galactanas
(vibragdo de estiramento C- O-H). Outras bandas foram encontradas em 1.220 cm'
correspondendo a éster de sulfato, e em 1.643 cm™ atribuida a presenca de amidas (FAN, 2012;
BARROS, 2013; REIS, 2016). As regides relacionadas com amidas dos espectros do EAB-U e
do polissacarideo isolado (FHS-U) foram associadas a ocorréncia, mesmo que discreta, de

alcaloides, cuja presenca foi revelada pela analise fotoquimica.

5.2.8 Atividade antioxidante dos extratos aquosos brutos e fragBes hidrossolGveis

isolados das macroalgas marinhas

Moléculas com potencial antioxidante sdo capazes de promover a reducdo do radical
livre paramagnético estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), que apresenta em solu¢do uma
coloragdo violeta profunda, para o composto diamagnético estavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
de coloragéo amarelo claro, apos aceitar um radical de elétron ou hidrogénio (DE LEO et al.,
2002; BOUAZIZ et al., 2016).

A figura 15 apresenta os resultados das atividades antioxidantes dos extratos e das
fracdes isoladas das macroalgas marinhas pertencentes aos géneros Gracilaria, Padina e Ulva.
Pdde-se observar um padréo de inibicdo 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
regressdo linear com coeficientes de determinagdo 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 regressdo exponencial com coeficientes de determinacdo 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 fragdes hidrossolUveis (FHS) oriundas do género Gracilaria. (b) perfil antioxidante dos EAB e
das FHS oriundas do género Padina. (c) perfil antioxidante dos EAB e das FHS oriundas do género Ulva. (d) Diagrama de
distribuicdo dos valores de ICso para a atividade antioxidante dos EAB e FHS obtidos ap6s analise do teste de Tukey para
comparagdo de médias (p < 0,05).

Todas as amostras (FHSs) apresentaram reducdo do potencial antioxidante ap6s o
processo de isolamento, correlacionada com a remog¢édo dos metabdlitos secundarios existentes
antes do isolamento dos extratos. Este fato foi evidenciado nos resultados das analises de
espectroscopia de absorcdo UV-Vis e nas cromatografias que sugeriram a diminuicdo ou
reducdo dos compostos pertencentes a classe de fenois e aminoacidos. Somados a esse fato, nos
ensaios de prospeccdo fitoquimica, observaram-se teores significativos de saponina e
flavonoides, respectivamente, nas amostras obtidas dos géneros Padina e Gracilaria. O
potencial antioxidante de compostos como fendlicos, flavonoides e saponinas esta
adequadamente relatado na literatura (ROCKENBACH et al., 2008), bem como os possiveis
mecanismos de acdo antioxidante relacionados a classe de polissacarideos, ainda que esses
compostos apresentem, de um modo geral, potencial antioxidante limitado se comparado ao
encontrado para metabolitos secundarios (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 anélise estatistica demonstrou que os valores de 1Cso (concentracao efetiva da amostra
necessaria para eliminar o radical DPPH em 50%) das amostras variaram significativamente
em fungdo do género algal (Gracilaria, Padina e Ulva) e do processamento empregado
(fracionamento), visto que valores de Fcaiculado foram maiores que Fravelado (P < 0,05) (Tabela 11,
Apéndice). Apos a aplicacdo do teste de Tukey, diferengas significativas foram encontradas
entre todos os valores de 1Cso, com excegdo das comparagdes entre FHS-P e EAB-G e entre
FHS-P e EAB-U, que ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas.
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5.3 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de prata

A formacédo das AgNPs ficou evidenciada pela reducéo do sal AgNOs pelo composto
NaBHs na presenca e na auséncia de fragdes hidrossoliveis ricas em polissacarideos
provenientes de algas marinhas (Figuras 16, 17, 18 e 19). Essa reducdo pdde ser verificada pela
alternancia de coloragdo das misturas de incolor para amarelo claro com espectro de absorgéo
méaxima de luz sob o comprimento de onda entre 390 e 410 nm. Esse efeito foi descrito por
Ferreiraetal. (2016) e por Xiae Halas (2005) como o resultado da interacdo da luz com elétrons
livres em uma nanoestrutura, que pode dar origem a excitacBes coletivas comumente
conhecidas como plasmons de superficie, sendo este fendmeno diretamente dependente da

concentracdo e tamanho das particulas presentes no meio.

5.3.1 Monitoramento da cinética de producdo das nanoparticulas de prata

A formacédo das AgNPs foi monitorada (figuras 16.a, 16.c e 16.e) com o intuito de se
investigar o papel das fracdes hidrossoltveis de polissacarideos como agentes da nucleagéo e
estabilizacdo de nanoparticulas durante sua sintese de AgNPs. Os parametros comprimento de
onda para absor¢ao maxima (A max ) ¢ largura da banda a meia altura (FWHM ou AA(H/2))
(figuras 16.b, 16.d e 16.f), produziram uma impressédo espectral exclusiva para nanoparticulas
metélicas plasménicas com um tamanho e forma especificos (PARK et al., 2008), tendo assim
sido escolhidos para a avaliacao.

Em todos os espectros das nanoparticulas foram observadas alteracdes na intensidade
da banda plasmonica com o curso da reacdo independente da presenca ou nao de agente
estabilizante. A formacdo de AgNPs na auséncia de derivados de macroalgas marinhas (figuras
16.b e 16.d), monitoradas até 30minutos, ocorreu com o aumento de FWHM e diminuicdo do
valor de absorcdo maxima. Considerando que o tamanho dos ndcleos pode ser associado a
FWHM, foi observado um aumento do didmetro estimado pela largura a meia altura da banda
de ressonancia plasménica de superficie (RPS) da particula. Nas amostras de AgNP A03
(Figura 16.f),por sua vez, ocorreu a diminuicdo gradual do didmetro estimado com a
intensificacdo da absorcdo da banda RPS, evidenciando o aumento da quantidade de particulas
com reducdo do diametro estimado. Este comportamento pode estar correlacionado com o
prolongamento da etapa de reducdo promovido pelo excesso do sal redutor, borohidreto de
sodio, 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 inicio do processo de alargamento da RPS e uma reducdo da intensidade de
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absorcdo com relacdo ao grafico da Figura 16.b. Esse fendmeno evidenciou 0s processos de
nucleacdo e crescimento das nanoparticulas, nos casos em que a taxa de colisdo entre as
particulas foi menor devido a baixa energia de nucleacdo (AL-THABAITI, et al., 2008;
LOKANATHA et al., 2013).
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Figura 16. Monitoramento da cinética de formacdo de nanoparticulas de prata sintetizadas na auséncia de derivados de
macroalgas marinhas. (a), (c) e (¢) acompanhamento temporal do perfil de absor¢éo espectral da luz na regifo do UV-Vis para
as amostras de AgNP A01, A02 e A03, respectivamente. (b), (d) e (f) representacéao gréfica dos valores de absor¢do méxima e
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As AgNPs produzidas com as fracGes isoladas da macroalga vermelha Gracilaria, sob
diferentes concentracGes de NaBH4 (AgNP GO01, AgNP G02 e AgNP GO03), apresentaram um
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comportamento de sintese similar entre si. Uma reacdo de inversdo para os valores de
intensidade de absorc¢éo e largura da banda RPS foi observada nas figuras 17.b, 17.d e 17.f.
Com o decorrer do tempo de reacdo, observou-se um aumento da intensidade de
absorcdo com uma diminuicgéo da largura da banda de RPS para as AgNP GO1 (figura 17.b) e
AgNP G02, resultante do aumento da producao das AgNPs no sistema com redu¢do do tamanho
de particula, indicando as fases de redugo e coalescéncia, caracterizadas segundo Sileikaité et
al. (2009) pelo aumento da concentracdo de nanoparticulas com diminui¢do do tamanho das

particulas no meio.
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O padrdo comportamental apresentado pelas amostras AgNP GO1 e G02 néo foi
observado para a amostra AgNP G03 (figura 17.f), que exibiu um comportamento anémalo.
Esse fenbmeno pode indicar um prolongamento da etapa de coalescéncia, que é comumente
caracterizada pela constante mudanca do estado de agregacdo das particulas, podendo estar
relacionado com o efeito do excesso de sal NaBHsa, responsavel por um deslocamento da forca
ibnica do meio reacional, minimizando as forcas eletrostaticas repulsivas criadas pelas camadas
de ions distribuidos pela superficie e, consequentemente, possibilitando a agregacdo das
nanoparticulas (LIU et al., 2007; MELO JR et al., 2012).

As AgNPs produzidas com as fragGes isoladas da macroalga Padina, sob diferentes
concentragdes de NaBH4 (AgNP P01, AgNP P02 e AgNP P03), demonstraram que 0 aumento
da concentracdo do sal redutor provocou alteragdes no comportamento de sintese do sistema
(figura 18). Os espectros de absorcdo UV-Vis da amostra AgNP P01 expressaram uma
diminuicdo da intensidade de absor¢do sob o comprimento maximo 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 absor¢do com uma reducdo pequena da largura a meia altura da banda RPS.
Tal comportamento pode ser atrelado ao fato de que o aumento da concentracéo inicial do sal
(NaBHj4) utilizada na sintese, promoveu um aumento da disperséo no sistema coloidal resultante
da repulséo eletrostatica gerada pelas cargas de borato que foram geradas apds a hidrolise de
borohidreto na superficie das AgNPs (LIU et al., 2007; SONG et al., 2009; SONG e KIM,
2009).
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Figura 18. Monitoramento da cinética de formacdo de nanoparticulas de prata na presenca de fragdes hidrossoldveis obtidas
de algas marinhas pertencentes ao género Padina. (a), (c) e (e) acompanhamento temporal do perfil de absor¢éo espectral da
luz na regido do UV-Vis para as amostras de AgNP P01, P02 e P03, respectivamente. (b), (d) e (f) representagdo gréafica dos
valores de absor¢do maxima e didmetro estimado pela largura a meia altura em funcéo do tempo para as AgNP P01, P02 e P03,
respectivamente

Todas as amostras de AgNPs estabilizadas com fracGes extraidas de Ulva sp.
apresentaram um aumento na intensidade de absor¢do com reducéo da largura a meia altura da
banda de RPS (figura 19), indicando o aumento da producédo nas AgNPs no meio reacional. Foi
possivel observar ainda que o aumento da concentracao inicial do sal borohidreto no processo
de sintese promoveu pequenas alteracfes quanto a velocidade de formacdo da banda de RPS,
apresentando para a amostra de AgNP UO3 um retardo de 5 minutos para o inicio do processo

de intensificagdo da banda de RPS (figura 19.1).
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Figura 19. Monitoramento da cinética de formagédo de nanoparticulas de prata na presenca de fragdes hidrossoluveis obtidas
de algas marinhas pertencentes ao género Ulva. (a), (c) e (e) acompanhamento temporal do perfil de absorcéo espectral da luz
na regido do UV-Vis para as amostras de AgNP U01, U02 e U03, respectivamente. (b), (d) e (f) representacdo gréafica dos
valores de absor¢cdo méaxima e didmetro estimado pela largura a meia altura em funcéo do tempo para as AgNP U01, U02 e
U03, respectivamente.

O fendmeno acima mencionado pode estar correlacionado com o prolongamento da
etapa de reducdo promovido pelo excesso do sal redutor, borohidreto de sodio, e a presenca de
polissacarideos adsorvidos na superficie das nanoparticulas. Os polissacarideos apresentam
atomos de oxigénio em sua estrutura favorecendo a interacdo acido-base entre os polimeros e
as nanoparticulas, criando um impedimento estérico entre estas, minimizando ou até mesmo
evitando a agregacdo das nanoparticulas (MELO JR et al., 2012). Contudo, foi possivel

observar que houve, em todas as amostras, uma diminuigdo gradual da largura a meia altura,
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evidenciando as etapas de nucleacéo e crescimento das nanoparticulas, em que a taxa de colisdo
entre as particulas foi menor devido a baixa energia de nucleacdo (AL-THABAITI et al., 2008;
LOKANATHA et al., 2013).

5.3.2 Avaliagéo da estabilidade coloidal temporal

O monitoramento da estabilidade coloidal das nanoparticulas é mostrado na figura 20.
Neste estudo, foi possivel observar, apds um periodo de 30 dias, a reducdo da intensidade de
absorcéo das bandas de RPS entre as amostras de AgNPs sintetizadas na auséncia de derivados
de macroalgas marinhas (AgNP A01, AgNP A02 e AgNP AO03) e na presenca de fracdes
hidrossollveis isoladas da macroalga Padina (AgNP P01, AgNP P02 e AgNP P03). Ainda foi
possivel observar o desaparecimento total da banda de RPS na amostras AgNP A03 apds 60
dias de monitoramento (Figura 20.C). Este comportamento pode ser associado ao aumento no
tamanho das nanoparticulas (NPs), resultando em um deslocamento da banda plasmonica para
regides de maior comprimento de onda (SONG e KIM, 2009), o que significa que estas
nanoparticulas apresentaram, dentro do intervalo monitorado, reduzida estabilidade coloidal em
solucéo. As amostras AgNP GO1 (figura 20.D) e AgNP UO01 (figura 20.J) ndo apresentaram
alteracdes significativas na banda de RPS durante o periodo de 60 dias, resultando na
manutencdo da estabilidade coloidal neste periodo. De acordo com a teoria de Mie, apenas uma
Unica banda plasménica é esperada no espectro de absorcédo de NPs esféricas, enquanto NPs
anisotrépicas podem dar origem a duas ou mais bandas, dependendo do formato das mesmas
(KLABUNDE, 2001; KLABUNDE et al., 2010). A presenca de um agente estabilizador que
envolve a nanoestrutura pode evitar esses processos tanto por mecanismos eletrostaticos quanto
estéricos (MASSIRONI et al., 2019).
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Figura 20. Espectros de absor¢do UV-Vis das nanoparticulas de prata (AgNPs) resultantes do monitoramento temporal da
estabilidade coloidal.

5.3.3 Caracterizacao das nanoparticulas de prata

A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas é mostrada na figura 21. Em geral as

amostras apresentaram uma distribuicdo de tamanho bimodal com didmetro hidrodinamico

variando de 54 a 76 nm, excetuando-se a amostra AgNP P02 que apresentou uma distribuicdo

unimodal com tamanho de particula de 86,72 + 29,12 (figura 21.H).
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Figura 21. Histogramas resultantes da analise de espalhamento de luz dindmico obtidos para as amostras de nanoparticulas de
prata. (A), (B) e (C) distribuicdo de tamanho de particulas para as amostras de AgNP A01, A02 e A03, respectivamente. (D),
(E) e (F) distribuicdo de tamanho de particulas para as amostras de AgNP GO01, G02 e G03, respectivamente. (G), (H) e (I)
distribuico de tamanho de particulas para as amostras de AgNP P01, P02 e P03, respectivamente. (J), (K) e (L) distribuicdo
de tamanho de particulas para as amostras de AgNP U01, U02 e U03, respectivamente.

Os valores de diametros hidrodindmicos médios, indice de polidispersdo e carga
superficial das AgNPs sdo 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 as cargas geradas pelo sal borohidreto de sédio depositadas na superficie das AgNPs
(SOLOMON et al., 2007), e a presenca de grupos acidos e sulfatos presentes nos
polissacarideos extraidos de macroalgas marinhas (CUSHING, KOLESNICHENKO e
O'CONNOR, 2004; EVANOFF JR e CHUMANOV, 2005; BURDA et al., 2005).
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Tabela 6. Valores de didmetro hidrodindmico, indice de polidisperséo (IP) e carga superficial das nanoparticulas de prata.

Amostras Espalhamento de luz dindmico
Diametro hidrodindmico (nm) |P? 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 Indice de polidispersio (IP)

Valores de IP iguais ou inferiores a 0,5 indicam a existéncia de sistemas hidrodindmicos
estaveis, com populacgdes de distribuicdo de tamanho homogéneas. Os resultados demostraram
que as AgNPs sintetizadas na presenca das fracOes ricas em polissacarideos isoladas das
macroalgas Gracilaria e Ulva apresentaram tamanhos bem definidos em torno de 49 a 76 nm
com populacées homogéneas (IP: 0,188 a 0,311), demonstrando a formacao de sistemas mais
estaveis em comparacdo com as AgNPs sintetizadas na presenca de fracGes isoladas da
macroalga ocrofita Padina e na auséncia de derivados de macroalgas marinhas, que
apresentaram valores de didmetros estimado por espalhamento de luz dindmico (ELD) em torno
de 54 a 86 nm, com distribuicdo de populacGes heterogéneas (IP: 0,274 a 1,000).

A morfologia das AgNPs sintetizadas sobre a concentracdo de 50 mM de NaBH4 foram
observada pela técnica de microscopia de forca atdbmica. Todas as amostras apresentaram

morfologia esférica (figura 22).
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Figura 22. Micrografias de forga atbmica das amostras de nanoparticulas 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 UO1. Imagens com resolugéo de 512 pixels.

5.4 Avaliacdo do potencial antioxidante das nanoparticulas de prata

A atividade de inibicdo de radicais livres DPPH das amostras de AgNPs pode ser vista
na Figura 23. Pode-se notar um comportamento dependente da concentracdo existente para a
atividade de inibicdo 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 parametro ICso foi definida pela concentracdo necessaria do
antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH, logo quanto menor o 1Cso, maior a atividade
antioxidante do material.

Os resultados da analise de variancia bifatorial, usada para comparar e avaliar o efeito
dos fatores (concentragdes iniciais do sal redutor e tipo de agente estabilizante) sobre os valores
de 1Cso0, demonstraram que os potenciais antioxidantes das AgNPs variaram significativamente
em funcéo do tipo de agente estabilizante (NaBH4, FHS-G, FHS-P e FHS-U) e da quantidade
inicial de sal redutor utilizados. Apo6s a aplicacao do teste de Tukey (tabela 14 e 15, apéndice),
verificou-se que a concentracdo inicial do sal redutor (50, 100 e 200 MM NaBH4) empregada
na sintese promoveu diferencas significativas nas propriedades antioxidantes das

nanoparticulas formadas; o aumento da concentracdo inicial do sal redutor no processo de
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sintese resultou na diminui¢do do potencial antioxidante em todas as amostras. Diferencas

também foram encontradas entre os valores de ICsp quando comparados 0s tipos de agentes

estabilizantes, de modo que, a atividade antioxidante decresceu na seguinte ordem: AgNP U01
< AgNP GO01 < (AgNP U02 e AgNP G02) < AgNP P01 < (AgNP U03 e AgNP G03) < AgNP
P02 < AgNP A01 < AgNP A02 < AgNP P03 < AgNP A03.
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Figura 23. Atividade antioxidante das nanoparticulas de prata (AgNPs). (a) Perfil de inibi¢do radicalar das AgNPs sintetizadas
na auséncia de derivados de algas marinhas. (b) Perfil de inibig&o radicalar das AgNPs G01, G02 e G03. (c) Perfil de inibigdo
radicalar das AgNPs P01, P02 e P03. (d) Perfil de inibicdo radicalar das AgNPs U01, U02 e UQ3.

Tabela 7. Resultados da atividade antioxidante das nanoparticulas de prata (AgNPs).

Equacdes R? ICs0 (ug de Ag/mL)
AgNP A01 y =1,031x + 3,831 0,9966 44,845 + 1,054 @
AgNP A02 y =0,478x + 0,965 0,9850 99,687 + 11,259 P
AgNP A03 y =0,261x + 1,214 0,9813 190,552 + 8,050 ©
AgNP G01 y =2,473x + 16,218 0,9699 14,222 + 0,009 ¢
AgNP G02 y =2,062x + 10,903 0,9953 17,386 £ 0,190 °
AgNP G03 y = 1,666x + 13,767 0,9954 19,430 + 0,958
AgNP P01 y = 2,246x + 8,517 0,9970 18,350 £ 0,732 9
AgNP P02 y = 1,686x + 0,089 0,9964 29,586 + 2,266 "
AgNP P03 y = 0,400x + 4,480 0,9919 113,861 + 16,119
AgNP UO1 y = 34,992x°326 - 15 996 0,9932 7,826 + 0,218
AgNP U02 y = 12,310x%°% + 0,301 0,9972 16,474 £ 0,201 °
AgNP U03 y = 16,559x°%407 - 7,050 0,9940 19,794 + 1,198

Letras diferentes indicam diferenca significativa ente os resultados, a comparacao 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 possivel concluir que, para todas as nanoparticulas, a
sintese realizada na concentracdo de 50 mM de NaBH4 (sal redutor) foi a condicdo que
apresentou os melhores potenciais antioxidantes, com destaque para AgGNP U01 e AgNP GOL1.
Caracteristicas como tamanho e natureza do estabilizante interferem na capacidade antioxidante
de nanoparticulas. Rajan, Vilas e Philip (2015) verificaram relacdo inversa entre o potencial
antioxidante e o tamanho das particulas, ou seja, houve aumento do potencial antioxidante com
a diminuicdo de tamanho para nanoparticulas de prata, observagdo compativel com o resultado
encontrado para AgNP UO1 e AgNP GO1. Desse modo, a utilizagdo dos polissacarideos
extraidos das macroalgas marinhas verde Ulva sp. e vermelha Gracilairia sp. promoveram
melhorias quanto ao potencial antioxidante. Contudo, notou-se que os valores de 1C50 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) nao diferiram significativamente entre si.

A atividade antioxidante das AgNPs também foi comparada com a do padréo acido
ascorbico. Como resultado dessa atividade de inibicdo do radical DPPH, obteve-se um valor
inferior ao do padrdo acido ascorbico (ICso = 6,109 pg/mL). Resultado semelhante foi
observado por Dipankar e Murugan (2012), ao compararem os valores de percentuais de
inibicdo (radical DPPH) entre as amostras de AgNPs sintetizadas com extrato etanolico
(ThAgNPs), extratos etandlicos (IHLE) e o padréo acido ascérbico (As. Acid), tendo encontrado
uma atividade antioxidante com valor inferior ao padréo acido ascorbico, na seguinte sequéncia:
As. Acid > IhAgNPs > IHLE. Dipankar e Murugan (2012) ainda relataram que a atividade
antioxidante das AgNPs esta associada a presenca da prata elementar e ndo aos compostos
fitoquimicos utilizados em seu revestimento. Assim, embora o mecanismo de acdo das
nanoparticulas de prata ainda ndo esteja bem elucidado, o potencial antioxidante dessas
estruturas pode ser associado a prata elementar, cuja atividade antioxidante ocorre através dos
mecanismos de transferéncia de elétrons simples (KUMAR et al., 2012; ELEMIKE et al., 2017)

5.5 Avaliacdo do potencial catalitico das nanoparticulas de prata

A atividade catalitica das AgNPs sintetizadas foi investigada utilizando-as na reducéo
de dois corante: o azul de metileno (AM) e verde de bromocresol (VB). A reducdo dos corantes
AM e VB pdde ser acompanhada pelo desaparecimento das bandas de absorcdo em 665 e 616
nm, respectivamente.

As taxas de reducdo relativa (TRR) dos corantes AM e VB com NaBH; foram
examinadas na presenca e na auséncia de AgNPs por espectrofotometria UV-Vis. Na auséncia

de AgNPs (amostras controle) foram observadas pequenas mudancas nos valores de absor¢édo
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das bandas dos corantes em 665 nm para 0 AM (Figura 24.a) e 616 nm para o VB (Figura 24.c),
que resultaram em reducdes relativas de 29,09% (Figura 24.b) e 5,07% (Figura 24.d), para os
corantes AM e VB, respectivamente.
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Figura 24. Espectros de absor¢do UV-Vis e taxas de reducéo dos corantes AM (a, b) e VB (c, d) monitorados por 45 minutos
sem nanoparticulas.

As figuras 25 e 26 apresentam os resultados do processo de monitoramento temporal da
reducdo quimica dos corantes AM e VB com NaBHj4 na presenga de AgNPs (AgNP A01, A02
e A03). Foi possivel observar uma pequena diminuicdo das bandas de absorcdo dos corantes na
presenca das amostras AgNPs. Essa pequena reducdo da banda de absor¢éo dos corantes pode
estar correlacionada com a possivel interacdo do sal reativo NaBH4 com as AgNPs. Segundo
Melo Jr et al. (2012), o NaBH4 provoca uma mudanca do comportamento optico das AgNPs
resultante da interacdo ibnica. Em todas as outras nanoparticulas de prata estabilizadas com
biomoléculas das macroalgas apresentaram uma reducdo expressiva das bandas de absor¢do dos
corantes, situadas sobre os comprimentos de onda (1) de 665 nm (AM) e 616 nm (VB).

O corante AM sofreu alteracdo de cor tornando-se incolor com a sua conversao a azul

leucometileno na presenca de um agente redutor como o NaBH., e uma diminuicdo continua
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nas bandas de absor¢do em 240 e em 665 nm pdde ser observada (RAJAN, VILAS e PHILIP,
2015).

Entretanto, para as amostras AgQNP 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 presenga de polimeros
extraidos de macroalgas apresentaram um leve deslocamento em funcdo do excesso de sal

NaBH4 ap0s a reducdo efetiva do corante.
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Figura 25. Espectros de absor¢do UV-Vis resultantes do monitoramento da redu¢do do corante azul de metileno (AM) pelo sal
redutor borohidreto de sédio (NaBHa) na presenca de nanoparticulas de prata. (a) AGNP A01, (b) AgNP A02, (c) AgNP A03,
(d) AgNP GO01, (e) AgNP G02, (f) AgNP G03, (g) AgNP P01, (h) AgNP P02, (i) AgNP P03, (j) AgNP U01, (k) AgNP U02 e
(1) AgNP UO03.
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Figura 26. Espectros de absor¢do UV-Vis resultantes do monitoramento da reducéo do corante verde de bromocresol (VB)
pelo sal redutor borohidreto de sddio (NaBH4) na presenca de nanoparticulas de prata. (a) AGNP A01, (b) AgNP A02, (c) AgNP
AO03, (d) AgNP GO01, (e) AgNP GO02, (f) AgNP G03, (g) AgNP P01, (h) AgNP P02, (i) AgNP P03, (j) AgNP U01, (k) AgNP
u02 e (I) AgNP U03.

Os valores das taxas de constante de velocidade (k) obtidos experimentalmente através
da utilizacdo de diferentes modelos de cinética quimica para a reacdo de reducdo dos corantes
AM e VB na presenca de AgNPs sdo apresentados nas tabelas 8 e 9. Foi possivel observar uma
reducdo 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 reducdo relativa maxima (TRRmax) do corante VB atingiram quase 98% ao

longo do tempo de 45 minutos, sugerindo uma eficiéncia na sua remocdo. Notou-se que as
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amostras de nanoparticulas estabilizadas com polissacarideos de macroalgas marinhas
apresentaram os maiores valores de TRR quando comparadas com as amostras com auséncia
de polimeros. Esse fenomeno desempenhado pelas nanoparticulas metalicas ¢ resultante da
capacidade de atuarem efetivamente no processo de transferéncia de elétrons de doador a
aceptor, estando relacionando ainda com o tamanho das nanoparticulas, onde o aumento de area
superficial impacta diretamente na capacidade catalitica (RAJAN, VILAS e PHILIP, 2015;
BARNABAS, THEERTHAGIRI e SANTHANAM, 2018) Ao serem confrontadas, as taxas de
redugdo dos corantes AM e VB revelaram que os melhores resultados de degradagdo ocorreram
com o corante AM.

Além disso, modelos cinéticos classicos de ordem zero (equacdo 5), pseudo-primeira
ordem (equacdo 6) e pseudo-segunda ordem (equacdo 7) foram empregados para descrever 0s
dados de reducéo quimica dos corantes.

Equacéo 5. Modelo matematico de cinética de ordem zero
At = AO + kot

Equacdo 6. Modelo matematico de cinética de pseudo-primeira ordem

1 Ac _ Kk, t
nAO— 1

Equacdo 7. Modelo matematico de cinética de pseudo-segunda ordem
t 1 t

Rp— + —
A, KA A

Os dados cinéticos foram descritos com maior precisdo pelo modelo de pseudo-segunda
ordem com um alto coeficiente de determinacéo linear para os corantes AM e VM (R? = 0,9657
e R? = 0,8246, respectivamente).

As amostras de AgNPs G02, P02 e U02 para o corante AM ndo foram investigadas
quanto ao potencial catalitico em virtude de ndo terem apresentado uma reducéo efetiva. Os
resultados da investigacdo do potencial catalitico das AgNPs apresentaram taxa constante de
velocidades (k2), onde as nanoparticulas AgNP G01 e U0l apresentaram maior potencial
catalitico em relacdo as demais amostras testadas para ambos os corantes.

A eficacia da cinética de reducdo quimica dos corantes, expressa em kz, podem ser
classificadas pela seguinte ordem decrescente de potencial catalitico para AM (AgNP GO01 >
AgNP U01 > AgNP G03 > AgNP U03 > AgNP P03 > AgNP P01 > AgNP A01 > AgNP A03 >
controle > AgNP P02) e para VB (AgNP GO01 > AgNP U01 > AgNP U03 > AgNP G02 > AgNP
G03 > AgNP U02 > AgNP P03 > AgNP P01 > AgNP A02 > AgNP A03 > AgNP P02 > AgNP

AO01 > controle.
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Tabela 8. Valores de taxa constante de velocidade e coeficiente de determinacéo linear obtidos experimentalmente para a reacdo de reducédo quimica do corante azul de metileno

Amostras Pardmetros

Modelo de ordem zero Modelo de pseudo-primeira ordem Modelo de pseudo-segunda ordem TRRmax

Ko [min '] R? Ki [min '] R? Kz [min '] R? %
Controle (9,08 +0,04)x 10 0,8925 (2,07 +£0,05)x 1073 0,8974 (9,08 +0,04)x 10* 0,9997 29,09 + 1,62
AgNP A01 (2,96 £0,06) x 1073 0,9655 (7,55+0,10)x 1073 0,9725 (2,96 £0,06) x 1073 0,9987 31,40 +£1,22
AgNP A02 (4,83+0,37)x 10°° 0,0077 (8,71+0,22)x 10 0,0072 (4,83+0,37)x 107 0,9996 2,64 £0,47
AgNP A03 (1,33£0,04)x 1073 0,9496 (251+0,03)x 1073 0,9504 (1,33+£0,04)x 1073 0,9997 11,07 £ 0,48
AgNP G01 (2,08+0,11)x 102 0,9334 (1,93+0,03)x 107! 0,9966 (1,67 +£0,04)x 102 0,9928 98,67 +1,43
AgNP G02 N&o se aplica
AgNP G03 (2,65 +0,06) x 102 0,9981 (1,96 £0,02) x 10! 0,9636 (1,23+0,03)x102 0,9886 98,18 + 3,85
AgNP P01 (1,14 +£0,14)x 102 0,9840 (5,63+0,50)x 102 0,9911 (1,92+0,06)x 101 0,9841 84,62 + 3,63
AgNP P02 N&o se aplica
AgNP P03 (1,30 +0,09)x 102 0,9623 (9,38+0,15)x 102 0,9180 (6,63+0,26)x101 0,9657 94,87 +1,90
AgNP U01 (6,22 £0,06) x 102 0,9593 (6,76 £0,20)x 10! 0,9873 (1,44 £0,02) x 102 0,9999 98,84 + 1,96
AgNP UO02 N&o se aplica
AgNP U03 (4,16 £0,07)x 102 0,7907 (5,69 £0,22) x 10! 0,9706 (9,30 +0,05)x 101 0,9992 98,19 + 0,85
Tabela 9. Valores de taxa constante de velocidade (k) e coeficiente de determinacdo linear (R?) obtidos experimentalmente para a reacdo de reducédo quimica do corante verde de bromocresol
Amostras Pardmetros

Modelo de ordem zero Modelo de pseudo-primeira ordem Modelo de pseudo-segunda ordem TRRmax

Ko [min !] R? Ki [min '] R? K2 [min '] R2 %
Controle (3,88 +0,09)x 10* 0,7575 (1,09+0,16)x 1073 0,7604 (2,47 +£0,23)x10° 0,9996 5,07 £ 0,85
AgNP A0l (1,03+0,16)x 10 0,4896 (453+0,07)x 10+ 0,4889 (359+0,40)x 10° 0,9998 32,56 £0,85
AgNP A02 (2,76 £0,21)x 1073 0,8128 (1,25 +£0,06) x 102 0,7935 (5,790,17)x 10° 0,9586 50,07 £ 1,80
AgNP A03 (1,86 £0,23) x 10* 0,6709 (752+0,36) x 10+ 0,6743 (4,14 +£0,08)x 10° 0,9998 39,45 +1,79
AgNP G01 (9,35+1,52)x 1073 0,9714 (1,12+0,09)x 10! 0,9551 (1,45+0,03)x 102 0,9614 96,51 + 3,44
AgNP G02 (1,77 +0,10)x 102 0,9456 (2,14 £0,05) x 10! 0,9531 (1,08 £0,05) x 102 0,9877 97,31+1/41
AgNP G03 (5,78 +0,10)x 102 0,9614 (7,39 +£0,14) x 10! 0,8975 (9,20+0,02) x 101 0,9919 97,03+1,72
AgNP P01 (1,92 +0,23)x 102 0,9543 (1,99+0,12)x 102 0,8467 (2,02+0,16) x 101 0,9985 87,48 +0,56
AgNP P02 (2,56 £0,05)x 10° 0,0280 (9,30 £0,26)x 10 0,0265 (3,70+£0,16)x 10° 0,9999 29,91 +1,67
AgNP P03 (8,17 +0,13)x 1073 0,7074 (8,87 £0,34)x 102 0,8117 (6,20+0,18) x 101 0,8246 92,17 +1,97
AgNP UO01 (3,70£0,15)x 102 0,8980 (5,69+0,14)x 10! 0,9672 (1,25+0,01) x 102 0,9707 97,71 +1,05
AgNP U02 (1,34 £0,13)x 102 0,9288 (1,18 +0,10)x 10! 0,9444 (7,03+0,21)x 101 0,9731 94,36 + 2,18
AgNP U03 (3,32 +0,09)x 102 0,6753 (5,42+0,41)x 10! 0,7972 (1,13+0,03) x 102 0,9983 97,71+ 0,25
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5.6 Analise de ecotoxicidade para nanoparticulas de prata

Os resultados relativos a exposicdo da espécie Artemia salina em diferentes
concentragdes das solucGes de AgNPs testadas sdo apresentadas na figura 27. Os valores de
ECso para os tempos de exposi¢cdo de 24 e 48 horas ndo foram determinados, pois todas as
concentragOes testadas apresentaram 100% de sobrevivéncia. Deste modo, os resultados
indicaram baixo grau de toxicidade no modelo testado para as concentragdes de AgNPs
testadas. Entretanto, a literatura reporta altas taxas de toxicidade para a prata em concentragdes
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).
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Figura 27. Representaces gréficas das taxas de sobrevivéncia da espécie Artemia salina testadas para diferentes concentragoes
de nanoparticulas de prata (AgNPs). (a) AgNPs na presenca de agaranas. (b) AgNPs na presenca de fucanas. (c) AgNPs na
presenca de ulvanas. (d) AgNPs na auséncia de polissacarideos.

Na literatura ha poucos relatos sobre o grau de ecotoxicidade de nanoparticulas de prata
testadas em A. salina, mas de acordo com Arulvasu et al. (2014), a compreensao dos possiveis
impactos dessas particulas pode ajudar a identificar a nanotecnologia mais apropriada que
preservara o ambiente aquatico marinho. Portanto, sdo necessarios estudos sobre o destino e 0s
efeitos das nanoparticulas no meio ambiente e nos organismos vivos para definir mais

claramente os beneficios e 0s riscos potenciais dessa promissora tecnologia.
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CONCLUSAO

Foi possivel realizar a extracdo e caracterizacdo de biomoléculas com alto teor de
polissacarideos sulfatados das macroalgas marinhas Gracilaria sp. (FHS-G) e Ulva sp. (FHS-
U). A fracdo hidrossoltvel isolada da macroalga Padina sp. (FHS-P) apresentou um maior teor

de compostos fitoquimicos comparada as demais espécies estudadas.

Os extratos aquosos brutos (EABs) demostraram potenciais antioxidantes superiores aos
das fracGes hidrossoltveis (FHSs) isoladas para todas as macroalgas.

Nanoparticulas de prata foram sintetizadas na presenca de fracGes ricas em
polissacarideos extraidos de macroalgas marinhas pertencentes aos géneros Gracilaria, Padina
e Ulva. A presenca das fragdes FHS-G e FHS-U promoveu uma melhor modulagéo no processo
de sintese evitando os processos de aglomeracdo, de modo a possibilitar boa estabilidade

coloidal para as nanoparticulas de prata (AgNPs).

A caracteristica antioxidante das AgNPs foi dependente da concentracéo inicial do sal
redutor borohidreto de sodio. De modo que, o aumento da concentracdo do sal redutor

promoveu a reducao do potencial antioxidante.

Todas as AgNPs possibilitaram um aumento da taxa de reducdo do corante verde de
bromocressol (VB). Apenas as amostras de AgNPs sintetizadas na presenca de fragdes ricas em
polissacarideos nas concentracfes de 50 mM e 200 mM de NaBH4 apresentaram potencial

catalitico no processo de reducdo do corante azul de metileno (AM).

Dentre as amostras estudadas, as AQNP G01 e AgNP UO1 se destacaram, demonstraram

uma boa estabilidade coloidal temporal, com maiores potenciais antioxidante e catalitico.

Nas concentracGes testadas, nenhuma amostra de AgNPs demonstrou potencial

ecotoxico para espécie Artemia salina.
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APENDICE

Preparo de soluges e reagentes utilizados na prospeccéo fitoquimica qualitativa

Nota: Protocolo extraido do Manual para analise fitoquimica e cromatogréfica de extratos
vegetais indexado no periodico Revista Cientifica da UFP (BARBOSA et al., 2004).

l. Reativo de Pascova para acidos organicos:

Solugdes A: dissolver em 100 mL de Etanol 0,075 g de verde de bromocresol e 0,25 g
de azul de bromofenol.

Solucdo B: dissolver em 100 mL de agua destilada, 0,25 g permanganato de potassio
(KMnOa4) e 0,25 g de carbonato de sodio (Na2CO3).10H20.

Misturar 9 partes de A para 1 parte de B, somente no momento de usar.

. Reativo de Fehling para acUcares redutores:

Solucdo A: dissolver 34,65 g de sulfato de cobre (CuSO4) em agua destilada e completar
0 volume para 500 mL.

Solucdo B: dissolver 173 g de tartarato de sodio e potassio (KNaCsH406.4H20) e 125 g
de hidréxido de potassio (KOH) em agua destilada e diluir para 500 mL.

Utilizar na proporcao de 2 mL de A, para 2 mL de B.

II. Reativo de BOUCHARDAT para Alcaloides:

Dissolver 4 g de iodeto de potéssio (KI) 2 g de iodo ressublimado em 100 mL de &gua

destilada.

IV.  Reativo de DRAGENDORFF para Alcaloides:
Solucdo A: dissolver 8 g de subnitrato de bismuto (BisO22H4.N4) em 20 mL de Acido

Acético.
Solucdo B: dissolver 27,2 g de iodeto de potassio (KI) em 50 mL de agua destilada.

Adicionar aos poucos a solucdo A sobre a solucdo B.

V. Lugol:
Dissolver 10 g de iodeto de potassio (KI) e 5 g de iodo em 50 mL de agua destilada e

completar o volume para 100 mL.
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Resultados complementares da pesquisa
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Tabela 10. Resultados da andlise da varincia realizada para avaliar se ha diferencas quanto ao teor de agUcares redutores presentes em cada amostras.

Graus de liberdade

Soma dos quadrados

Quadrado médio

F calculado F critico

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 investigacdo das diferencas entre os valores de 1Cso (DPPH) das amostras de EABs e FHSs.

Graus de liberdade

Soma dos quadrados

Quadrado médio

F calculado F critico

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 analise de comparacdo de médias teste Post Hoc de Tukey para os valores de 1Cso (DPPH) dos EABs e FHSs.

MeanDiff ~ SEM g 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 427777
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 diferenca de médias € significativa no nivel 0,05

Sig igual a 0 indica que a diferenca de médias ndo é significativa no nivel 0,05
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Tabela 13. Resultados da andlise da variancia (ANOVA bifatorial) realizada para avaliar o efeito do tipo de estabilizante e da quantidade inicial de borohidreto de sédio sobre o valor de 1Cso das suspensées

coloidais de prata.

Origem da variacao Graus de liberdade Soma dos quadrados ~ Quadrado médio  F calculado F critico

Tipo de estabilizante 3 55388,82385 18462,94128 480,91441 0
Concentragéo do sal redutor 2 26353,9733 13176,98665 343,22824 0

Interacdo 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 analise de comparacdo de médias teste Post Hoc de Tukey para avaliar o efeito do fator A sobre os valores de ICso.

Tipo de agente estabilizante Dif. Média SEM g Value Prob Alpha  Sig” LCL UCL
Fracdo isolada de Gracilaria sp. vs -94,68229  2,92086 45,84305 4,44027E-7 0,05 1 -102,73979  -86,62479
Ausencia de derivados de alga marinha

Fracdo isolada de Padina sp. vs Ausencia -57,76258  2,92086 27,96735 0 0,05 1 -65,82008 -49,70507
de derivados de alga marinha

Fracdo isolada de Padina sp. vs Fracdo  36,91971 2,92086 17,8757 0 0,05 1 28,86221 44,97722
isolada de Gracilaria sp.

Fracdo isolada de Ulva sp. vs Ausencia  -96,99636  2,92086 46,96347 4,54843E-7 0,05 1 -105,05386  -88,93886
de derivados de alga marinha

Fracdo isolada de Ulva sp. vs Fracédo -2,31407 2,92086 1,12042 0,85724 0,05 0 -10,37157 5,74343
isolada de Gracilaria sp.

Fracdo isolada de Ulva sp. vs Fracédo -39,23378  2,92086 18,99612 0 0,05 1 -47,29128 -31,17628

isolada de Padina sp.

* Sig igual a 1 indica que a diferenca de médias € significativa no nivel 0,05

Sig igual a 0 indica que a diferenca de médias ndo é significativa no nivel 0,05
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Tabela 15. Resultado da andlise de comparacéo de média Post Hoc de Tukey para avaliar o efeito do fator B.

Concentragéo 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 diferenca de médias € significativa no nivel 0,05
Sig igual a 0 indica que a diferenga de médias néo é significativa no nivel 0,05

Tabela 16. Resultado da analise de variancia (ANOVA unifatorial) para a investigacdo das diferencas entre os grupos de AgNPs sintetizas com polissacarideos extraidos das espécies Gracilaia e Ulva.

Graus de liberdade Soma dos quadrados  Quadrado médio F calculado F critico
Modelo 5 29,444102 588,882 14,241002 2,97E-05
Erro 12 496,214 0,41351
Total 17 29,940315
*0=0,05.

Tabela 17. Resultado da anélise de comparacéo de médias teste Post Hoc de Tukey para avaliar o efeito entre os grupos de AgNPs sintetizas com polissacarideos extraidos das espécies Gracilaia e
Ulva.sobre os valores de 1Cso.

MeanDiff ~ SEM q Value Prob Alpha Sig® LCL UCL
AgNP G02 AgNP GO01 3,1641 0,52505 8,52251 6,55189E-4 0,05 1 1,40051 4,92769
AgNP G03 AgNP GO01 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 UO01 AgNP GO01 -6,39529 0,52505 17,2257 4,03744E-7 0,05 1 -8,15888 -4,6317
AgNP UO01 AgNP G02 -9,55939 0,52505 25,7482 9,83843E-8 0,05 1 -11,32298 -7,7958
AgNP UO01 AgNP GO03 -11,60311 0,52505 31,25295 0 0,05 1 -13,3667 -9,83952
AgNP U02 AgNP GO01 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 GO03 -2,95529 0,52505 7,96008 0,0012 0,05 1 -4,71888 -1,1917
AgNP U02 AgNP UO1 8,64781 0,52505 23,29287 2,38305E-7 0,05 1 6,88422 10,4114
AgNP U03 AgNP GO01 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 GO03 0,36466 0,52505 0,98221 0,97911 0,05 0 -1,39893 2,12825
AgNP U03 AgNP UO1 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 diferenca de médias € significativa no nivel 0,05
Sig igual a 0 indica que a diferenca de médias ndo é significativa no nivel 0,05
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Figura 32. Curvas de cinética de reducdo quimica do corante AM na auséncia de AgNPs. (A, B e C) AgNPs sintetizadas na presenca de polissacarideos isolados da macroalga Gracilaria sp.; (D, E e F)
AgNPs sintetizadas na presenca de polissacarideos isolados da macroalga Padina sp., (G, H e I) AgNPs sintetizadas na presenca de polissacarideos 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 reducéo quimica do corante VB na auséncia de AgNPs. (A, B e C) AgNPs sintetizadas na presenca de polissacarideos isolados da macroalga Gracilaria sp.; (D, Ee F)
AgNPs sintetizadas na presenca de polissacarideos isolados da macroalga Padina sp., (G, H e I) AgNPs sintetizadas na presenca de polissacarideos 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 Gestédo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SisGen.
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