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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar o potencial biotecnologico de extratos e fragdes da
macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco,
Caucaia, Ceard, com relagdo as atividades biologicas e toxicidade e sua aplicagdo em filmes
comestiveis. A biomassa algal foi submetida a extracdo sequencial utilizando solventes de
polaridades crescentes (n-hexano, acetato de etila e metanol), além da obtencdo de
polissacarideos sulfatados. Posteriormente, os extratos foram fracionados por parti¢ao liquido—
liquido e analisados por cromatografia em camada delgada, visando a caracterizagdo preliminar
dos metabolitos secundarios presentes. Foram quantificados os teores de compostos fendlicos
totais (CFT) e flavonoides (TF), bem como avaliadas as atividades antioxidantes pelos métodos
de sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS", poder de quelagdo de ions ferrosos (FIC),
poder de reducao de ions férricos (FRAP) e inibicdo do branqueamento do B-caroteno. As
fragdes obtidas também foram submetidas a ensaios toxicologicos - fitotdxicos e citotoxicos,
frente a sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus), nduplios de Artemia sp. e
zebrafish (Danio rerio). Adicionalmente, investigou-se a incorporagao das fracdes em filmes
comestiveis a base de carragenana, sendo avaliadas propriedades fisico-quimicas, como
permeabilidade ao vapor de agua, espessura, solubilidade e parametros colorimétricos. Os
resultados demonstraram que os extratos e as fracdes apresentaram diferentes perfis quimicos
e atividades bioldgicas, evidenciando a influéncia da polaridade do solvente na extracdo dos
compostos bioativos. Os extratos apresentaram capacidade antioxidante varidvel nos diferentes
ensaios realizados, indicando potencial para aplicagao como fonte natural de antioxidantes. Nos
testes toxicologicos, observou-se resposta dependente da concentragdo, com maior toxicidade
em concentracdes elevadas, especialmente para a fracdo hexanica. Os filmes comestiveis
incorporados com as fragdes apresentaram alteragdes nas propriedades fisicas e colorimétricas,
demonstrando viabilidade para aplicagdo em sistemas de embalagem biodegradavel com
potencial funcional. Dessa forma, os resultados obtidos demonstraram que H.
pseudomusciformis constitui uma fonte promissora de compostos bioativos com potencial

aplicacdo nas areas farmaceéutica, alimenticia e biotecnologica.

Palavras-chave: rodofita; compostos bioativos; atividade antioxidante; toxicidade; filmes

comestiveis.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the biotechnological potential of the red marine macroalga
Hypnea pseudomusciformis, collected from Pacheco Beach, Caucaia, Ceard, Brazil. Extracts
and fractions were analyzed to evaluate their biological activities, toxicity, and application in
edible films. The algal biomass was subjected to sequential extraction using solvents of
increasing polarity (hexane, ethyl acetate, and methanol), in addition to the extraction of
sulfated polysaccharides. Subsequently, the extracts were fractionated by liquid-liquid
partitioning and analyzed by thin-layer chromatography, leading to the preliminary
characterization of the present secondary metabolites. The contents of total phenolic
compounds and flavonoids were quantified, and the antioxidant activities were evaluated by the
DPPH and ABTS" free radical scavenging methods, ferrous ion chelating power (FIC), ferric
ion reducing power (FRAP), and B-carotene bleaching inhibition. The obtained fractions were
also subjected to toxicological assays against seeds of improved Aodai cucumber (Cucumis
sativus), Artemia sp. nauplii, and zebrafish (Danio rerio), evaluating possible phytotoxic and/or
cytotoxic effects. Additionally, the incorporation of the fractions into carrageenan-based edible
films was investigated, evaluating physicochemical properties such as water vapor
permeability, thickness, solubility, and colorimetric parameters. The results demonstrated that
the extracts and fractions contained different chemical profiles and biological activities,
highlighting the influence of solvent polarity on the extraction of bioactive compounds. The
variable antioxidant capacity of algal extracts, across different assays, showed their potential
for application as a natural source of antioxidants. In toxicological tests, the response depended
on the concentration, with greater toxicity at higher concentrations, especially for the hexane
fraction. The edible films incorporated with the fractions showed alterations in physical and
colorimetric properties, demonstrating potential for application in biodegradable packaging
systems with functional potential. Thus, the results obtained show that H. pseudomusciformis
constitutes a promising source of bioactive compounds with potential application in the

pharmaceutical, food, and biotechnological fields.

Keywords: rhodopyte; bioactive compounds; antioxidant activity; toxicity; edible films.
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1 INTRODUCAO

As macroalgas desempenham um papel essencial nos ecossistemas marinhos,
apresentando variagdes em sua composicdo quimica e valor nutricional que dependem da
espécie, habitat, condigdes ambientais e estagio do seu ciclo de vida (@Qverland; Mydland;
Skrede, 2019). No ambiente natural, elas enfrentam flutuagdes continuas em parametros como
temperatura, salinidade, intensidade da luz, além das concentragdes de oxigénio e didxido de
carbono. A sobrevivéncia das macroalgas nesses ambientes aquaticos esta diretamente
relacionada com a sua capacidade de responder eficientemente ao estresse oxidativo, o que
justifica seu potencial como fontes significativas de compostos antioxidantes naturais (Khan;
Sudhkar; Mamat, 2024).

As algas tém sido historicamente utilizadas na alimenta¢cdo humana e como recurso
terapéutico na medicina tradicional. A descoberta de compostos bioativos com propriedades
benéficas a satde, como atividades antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena e
antimicrobiana, tem intensificado o interesse cientifico por esses organismos. Seu potencial
industrial ¢ evidenciado, especialmente pela extracao de polissacarideos, os quais vém sendo
empregados como alternativas naturais aos compostos sintéticos. Apesar do uso tradicional das
macroalgas marinhas, muitos de seus extratos ainda carecem de caracterizagdo bioquimica
adequada. Embora diversos estudos tenham investigado compostos bioativos de macroalgas
marinhas, permanece a necessidade de pesquisas adicionais para identificar novas moléculas e
ampliar seu uso seguro em aplicagdes biotecnologicas voltadas ao bem-estar humano
(Lomartire; Gongalves, 2021).

As macroalgas marinhas representam alguns dos organismos vegetais mais antigos
da Terra, com registros evolutivos que remontam centenas de milhdes de anos. Elas sdo
tradicionalmente classificadas em trés grandes grupos com base nos seus principais pigmentos
fotossintéticos: clorofitas (algas verdes), heterocontofitas (algas pardas ou marrons) e rodofitas
(algas vermelhas) (Franceschini, 2025).

Frente a diversos tipos de estresse ambiental, as algas desenvolveram mecanismos
adaptativos que levaram a forma¢do de uma notdvel diversidade quimica, originada por
diferentes compostos metabdlicos, destacando-se, aminodcidos, proteinas, acidos graxos,
lipidios, polissacarideos, fibras alimentares, vitaminas ¢ metabdlitos secundérios como fendis,
terpenos, alcaloides e pigmentos. Muitos desses compostos tém alto valor comercial, sendo
utilizados na formula¢do de produtos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,

antitumorais, antibacterianas, antifingicas, antivirais, além de efeitos benéficos no controle da
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obesidade, diabetes e hipertensdo. Nesse contexto, hd um interesse crescente na prospecgao,
isolamento e caracterizagdo de substancias bioativas provenientes das algas marinhas, com
vistas ao desenvolvimento de novos produtos terapéuticos e funcionais (Ghaliaoui; Hazzit;
Mokrane, 2024).

O Brasil se destaca mundialmente por sua biodiversidade marinha, incluindo as
macroalgas, muitas das quais ainda sdo pouco exploradas cientificamente. O interesse crescente
por compostos naturais com potencial terapéutico tem impulsionado a busca por novas fontes
de substancias bioativas (Ellwanger; Nobre; Chies, 2023).

Espécies como Hypnea pseudomusciformis ganham relevancia, ja que pesquisas
preliminares apontam para a presenca de metabolitos com possiveis aplicagdes farmacologicas.
Apesar disso, ainda ha uma caréncia de dados especificos sobre a composi¢ao quimica e os
efeitos bioldgicos dessa macroalga, o que evidencia a importdncia de estudos mais
aprofundados. A obtencdo de compostos a partir de H. pseudomusciformis, por meio de
métodos de extragdo adequados e analises biologicas subsequentes, pode resultar na
identificacdo de novos principios ativos com potencial para uso em biotecnologia ou em
formulacdes de produtos naturais.

Este trabalho teve como objetivo realizar uma analise preliminar das principais
classes de compostos bioativos presentes na macroalga marinha vermelha H.
pseudomusciformis, coletada na Praia de Pacheco, no Estado do Ceara e avaliar seu potencial
biotecnoldgico por meio da determinagdo do conteudo de compostos fenolicos, flavonoides e
polissacarideos sulfatados, bem como das atividades antioxidante, fitotoxica, citotoxica e
toxicoldgica. Ademais, investigou-se a viabilidade da incorporagdo das fragdes em matrizes de
carragenana, visando ao desenvolvimento de filmes comestiveis com potenciais aplicacdes

funcionais.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Macroalgas marinhas

O ambiente marinho abriga uma grande variedade de seres vivos, incluindo algas,
moluscos, esponjas e corais. Nos oceanos, micro € macroalgas desempenham papel fundamental
na producdo de oxigénio. Estima-se que at¢ 80% do oxigénio presente na atmosfera,
imprescindivel para a respiracao dos seres vivos, sejam gerados por esses organismos aquaticos
(Almeida; Stein, 2023).

As algas azuis (Filo Cyanobacteriophyta) realizam fotossintese e, por serem
bactérias, geralmente t€m estrutura unicelular, embora possam formar colonias visiveis a olho
nu ou formas macroscopicas. Enquanto as cianobactérias sdo organismos procariontes, as outras
algas pertencem ao grupo dos eucariontes. Presentes em quase todos os ambientes imidos, as
algas podem ser microscopicas ou macroscopicas € ocorrem tanto em agua doce quanto nos
mares € oceanos. As macroalgas marinhas, também conhecidas como algas bentonicas, sdo
organismos pluricelulares que se desenvolvem em ambientes costeiros, aderidas a substratos
como rochas e recifes (Leandro; Pereira; Gongalves, 2020).

As macroalgas sdo tradicionalmente classificadas em trés grandes grupos
taxondmicos com base na coloragdo predominante de seus talos devido a presenga dos
pigmentos fotossintéticos: Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e
Heterokontophyt (algas pardas), com destaque para a classe Phaeophyceae (algas pardas ou
marrons bentOnicas). A diferenciagdo entre os grupos estd diretamente relacionada a
composi¢do dos pigmentos fotossintéticos presentes em cada grupo, a morfologia, a
organizagdo celular, bem como as suas reservas energéticas (Pereira, 2021).

As algas verdes possuem clorofilas a e b, além de xantofilas e carotenos, e
acumulam amido verdadeiro como principal substincia de reserva. A presenca desses
pigmentos, juntamente com a producdo do amido verdadeiro e as caracteristicas moleculares,
sugere uma relagdo evolutiva proxima as plantas terrestres, sustentando a hipotese de
ancestralidade comum entre ambos os grupos. No caso das macroalgas vermelhas, predominam
as clorofilas a e d, além de carotenoides e das ficobiliproteinas (azuis e vermelhas), com
destaque para a ficoeritrina, pigmento que confere a coloragdo avermelhada caracteristica do
grupo, e a presenca do amido das florideas como principal substincia de reserva. Esses
organismos sdo particularmente abundantes em ambientes marinhos de clima tropical. As

macroalgas pardas ou marrons, por sua vez, apresentam clorofilas a e ¢, além dos carotenoides,
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em especial a presenga da fucoxantina (xantofila), pigmento responsavel pela coloracao
parda/marrom, tendo como substancia de reserva o alginato e o fucoidano. Esse grupo acumula
laminarina e lipidios, fundamentais para sua sobrevivéncia em ambientes costeiros e frios
(Barsanti; Gualtieri, 2023; Vidotti; Rollemberg, 2004).

Nos ultimos anos, tem sido observado um crescimento expressivo no interesse
comercial pelas macroalgas, impulsionado por sua multifuncionalidade e ampla gama de
aplicagdes industriais. No setor alimenticio, esses organismos sao utilizados tanto como
alimento direto quanto como matéria-prima para a extracdo de hidrocoloides, como agar,
carragenana ¢ alginato, cujas propriedades fisico-quimicas os tornam ideais como agentes
espessantes, gelificantes e estabilizantes em diversos produtos alimentares processados
(Figueira; Martins, 2020; Héder, 2021).

Segundo dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAO, 2024), em 2022, a producdo mundial de algas atingiu 38 milhdes de toneladas, sendo
97% provenientes do cultivo (36,5 milhdes de toneladas), com um incremento de 4% em relacao
a 2020, refletindo o crescimento continuo da atividade, especialmente nos paises asiaticos como
China, Malasia, Filipinas, Tanzania, Russia, Indonésia, Coreia do Norte, Japao e outros
produtores menores. Além do valor econdmico, as algas também tém importante funcao
ecologica, estando na base da cadeia trofica dos oceanos, na ciclagem de varios elementos, na
consolidagdo dos recifes coralinos, contribuindo para a captura de carbono e manutencao da

biodiversidade marinha (Gao; Lin, 2018).

2.2 Macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis

A macroalga marinha Hypnea pseudomusciformis (anteriormente H. musciformis),
pertencente ao Filo Rhodophyta, ¢ uma espécie epifita amplamente distribuida ao longo da costa
tropical do Atlantico sul-americano. Nas ultimas duas décadas, essa espécie tem sido alvo de
muitos estudos cientificos. Mais recentemente, foi desenvolvida e registrada no sistema de
patentes brasileiro, uma tecnologia voltada para seu cultivo em larga escala, com duragdo média
de 45 dias, utilizando um substrato de polipropileno e manejo simples e pratico que ndo requer
cuidados constantes. A andlise de mercado apontou boa aceitagao da macroalga cultivada para
utilizacao como alimento no Brasil, enquanto a avaliagao bioecondmica indicou que seu cultivo
apresenta elevado potencial de rentabilidade (Pereira; Kimpara; Valenti, 2020; Pereira; Kimpara;
Valenti, 2021).

Nauer, Cassano e Oliveira (2015) realizaram estudos morfoldgicos e genéticos em
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espécies do género Hypnea, com o objetivo de comparar exemplares da costa brasileira com
amostras de outros paises, incluindo a regido da Italia. As 128 sequéncias de DNA de 115
espécimes analisados revelaram alta divergéncia entre os espécimes sul-americanos e italianos,
indicando que os encontrados no Brasil pertencem a uma espécie distinta. Com base nos
resultados obtidos das analises moleculares e morfoldgicas realizadas, os exemplares brasileiros
anteriormente identificados como H. musciformis, H. nigrescens e H. valentiae foram
reinterpretados como variagdes morfoldgicas de uma nova espécie, descrita como H.
pseudomusciformis.

H. pseudomusciformis ¢ a espécie mais frequente e abundante do género Hypnea ao
longo da costa brasileira, com distribui¢do do Maranhao até Santa Catarina, e estendendo-se até
o Uruguai. Em sua forma tipica, ¢ simples de ser identificada pela ramificagdo irregular em
multiplos planos, presenga de ramos espinhosos e gavinhas abundantes nas extremidades. No
entanto, apresenta variagdes morfoldgicas conforme as condigdes ambientais, especialmente
em costoes rochosos expostos (Jesus, 2020).

O género Hypnea, da ordem Gigartinales, ¢ conhecido por produzir diversos
fitoquimicos importantes, como fenois, flavonoides, terpenoides, alcaloides e esterdis. Os
compostos, junto a polissacarideos presentes nas espécies do género, t€ém demonstrado
atividades terapéuticas relevantes, como a¢do anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana,
antiproliferativa e imunomoduladora. Apesar do uso tradicional das algas vermelhas,
especialmente Hypnea, o conhecimento sobre seus potenciais farmacologicos ainda € limitado.
Por isso, ¢ essencial aprofundar as pesquisas sobre seus metabdlitos e seus mecanismos de agao,

explorando a relacdo entre estrutura quimica e atividade biologica (Saber ef al., 2024).

2.3 Metabolitos de macroalgas marinhas

Metabolitos de macroalgas marinhas sdo compostos quimicos produzidos pelas
algas, podendo ser tanto primarios quanto secundarios, € desempenham fungdes vitais para o
organismo, podendo ter aplicacdes em diversas areas. Esses compostos podem ser classificados
em primarios, como lipidios, proteinas e carboidratos, e secundarios, como polissacarideos,
polifendis e pigmentos, com potenciais aplicagdes em areas como nutri¢do, cosmética e
farmacéutica. Os metabolitos secundarios sao frequentemente especializados e podem conferir
vantagens adaptativas, como protecdo contra herbivoros, competicdo com outras algas ou
defesa contra patogenos (Cadar et al., 2025).

As algas sdo largamente reconhecidas por sua capacidade de sintetizar uma extensa
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variedade de compostos bioativos, para se adaptarem e sobreviverem em um ambiente marinho
competitivo e desafiador, muitos dos quais possuem propriedades antioxidantes que
desempenham papel essencial na protegdo contra o estresse oxidativo, radiagdo UV, defesa
contra a herbivoria e predacao (Getachew; Jacobsen; Holdt, 2020; Jiménez-Escrig; Gomez-

Ordofiez; Rupérez, 2012).

2.3.1 Polissacarideos sulfatados

Nas ultimas décadas, tem-se observado um crescente interesse pelos metabolitos de
origem marinha, com énfase especial nos polissacarideos sulfatados presentes nas algas. Estes
compostos sdao abundantemente encontrados em suas paredes celulares e estruturas
intracelulares, sendo ricos em substancias biologicamente ativas, como agar, carragenana,
fucoidana, alginato e ulvana (Akter ef al., 2024).

Os polissacarideos sulfatados provenientes dessas algas t€ém despertado atencao
significativa, sobretudo nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e clinica, devido as
suas propriedades funcionais, incluindo gelificagdo, espessamento, estabilizacdo, atividade
antioxidante, imunomodulacdo e agdo anticoagulante. Sua composi¢do varia de acordo com o
tipo de alga: nas algas pardas, destacam-se alginato, fucoidana e laminarina; nas algas
vermelhas, carragenana e agar; e, nas algas verdes, as ulvanas, todos apresentando aplicagdes
amplas na industria (Patel, 2018; Sahin, 2021).

As macroalgas marinhas vermelhas sdo ricas em galactanas sulfatadas, como o agar,
a agarose € a carragenana. A carragenana € um polissacarideo anidnico de alto peso molecular,
bastante sulfatado, composto por unidades repetitivas do dissacarideo formado por 1,3-B-D-
galactose e 1,4-a-D-galactose. As variacdes dessas moléculas refletem a posi¢do dos grupos
sulfato nas moléculas da galactose o que altera sua estrutura e resulta na formacao de diferentes
tipos de carragenanas e no grau de viscosidade. Dentre as principais formas comercialmente
exploradas destacam-se as carragenanas lambda (A-), kappa (x-) e iota (1-), sendo a -
carragenana a mais amplamente empregada, sobretudo na industria alimenticia, em virtude de
sua elevada capacidade de formacdo de géis, aumento de viscosidade e estabilidade.
Adicionalmente, esse polimero apresenta ampla aplicabilidade em formulagdes cosméticas,
onde atua como agente espessante, estabilizante e formador de filme (Saber et al., 2024).

Palani et al. (2022) observaram elevado potencial antioxidante e bioativo de uma
carragenana extraida da macroalga marinha vermelha Hypnea valentiae. Ela apresentou

atividade antioxidante geral de 70,1% na concentragdao 250 pg/mL e eficiéncia na eliminagao
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de radicais livres DPPH (65,74% na concentra¢do 160 pg/mL) e de radicais hidroxila (65,72%
na concentracdo 125 pg/mL). Além disso, o extrato metanolico da macroalga revelou forte
atividade larvicida contra Aedes aegypti, apresentando uma concentragao letal média (LCso) de
99,675 png/mL. Tais resultados sugerem que os polissacarideos extraidos de H. valentiae
possuem compostos promissores para aplicagdes farmacologicas e controle de vetores.

De acordo com Premarathna et al. (2024), os extratos de PS de macroalgas
vermelhas, como a carragenana nativa, representam uma fonte promissora de antioxidantes,
devido as diversas propriedades que podem influenciar as atividades celulares. Mesmo
quantidades reduzidas de CFT podem potencializar a atividade bioldgica dos PS. O extrato PS
da macroalga marinha vermelha Chondrus crispus apresentou CFT de 0,3 mg EAG/g e
demonstrou uma significativa capacidade de sequestro de radicais livres, evidenciada pelos

testes de DPPH e FRAP.

2.3.2 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo metabolitos secundérios sintetizados por uma variedade
de organismos, incluindo plantas, micro-organismos e algas. Vérias hipdteses tentam explicar
a produgdo e acimulo dos compostos nos tecidos das algas marinhas, sendo que uma das mais
amplamente reconhecidas consiste na ideia de que eles desempenham papel importante no
mecanismo de defesa contra estresses bioticos e abioticos (Getachew; Jacobsen; Holdt, 2020).

Os compostos fenodlicos sdo substancias quimicas que pertencem a uma classe de
compostos organicos caracterizados por uma estrutura basica com um anel aromatico (CsHs)
ligado a um ou mais grupos hidroxila (—OH). Os compostos podem variar desde moléculas
simples até estruturas mais complexas, e sua principal caracteristica € a presenga desse anel
aromatico, estrutura ciclica formada por seis &tomos de carbono. Amplamente encontrados em
plantas, algas e fungos, eles possuem fungdes bioldgicas importantes, como atividades
antioxidante, anti-inflamatoria e antibacteriana. Nas algas, eles desempenham papeis
fundamentais na defesa contra radiagao UV, herbivoria e estresse oxidativo, ajudando a alga a
se proteger de condi¢des ambientais adversas (Al Mamari, 2021). Esses compostos sdo
frequentemente utilizados nas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia devido aos seus
efeitos benéficos para a saide. Exemplos tipicos de compostos fendlicos incluem flavonoides,

taninos e lignanos (Sun; Shahrajabian, 2023).
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2.4 Atividades biologicas

2.4.1 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo substdncias essenciais para a saide humana, pois
desempenham um papel fundamental na protecdo das células contra os danos causados pelos
radicais livres. Os radicais livres sao moléculas instaveis que, ao interagirem com as células do
corpo, podem causar estresse oxidativo, um processo relacionado ao envelhecimento precoce e
ao desenvolvimento de varias doengas, como cancer, Alzheimer, aterosclerose, artrite
reumatoide, doengas neurodegenerativas, entre outras (Kiran; Otlu; Karabulut, 2023).

Os radicais livres possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua camada
mais externa, o que os torna altamente instdveis, de curta duragdo e com grande potencial de
reatividade. Quando a produgdo desses radicais ¢ excessiva, pode ocorrer o estresse oxidativo,
um processo que resulta em oxidagdo e dano de macromoléculas vitais no organismo. Isso
interfere diretamente nas vias de transducao de sinal e no equilibrio dos antioxidantes. Em
concentragdes controladas, as espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenham um papel
importante como “segundos mensageiros”, regulando diversos processos fisioldgicos celulares.
Entretanto, quando suas concentragdes ultrapassam os limites da capacidade celular, elas
provocam estresse oxidativo, frequentemente associado ao desenvolvimento de diversas
doencgas humanas (Sadiq, 2023).

As algas marinhas surgem como uma fonte particularmente rica e promissora de
antioxidantes naturais. Diversas espécies de macroalgas vermelhas, verdes e pardas sdao
conhecidas por conterem uma grande variedade de compostos bioativos com potentes
propriedades antioxidantes. Os polifendis, carotenoides, flavonoides, vitaminas e
polissacarideos sdo exemplos de antioxidantes (Michalak ez al., 2022).

O efeito sinérgico, importante conceito em diversas areas, tem sido demonstrado
com extratos algais, pela interacdo entre diferentes elementos para alcangar resultados
superiores ao esperado pela simples adigdo de seus efeitos individuais. De acordo com
asobservacdes de Frazzini et al. (2022), em um estudo in vitro, a combinagao dos extratos das
macroalgas parda Ascophyllum nodosum e vermelha Lithothamnium calcareum resultou em
uma atividade antioxidante superior aquela dos extratos analisados separadamente. Esse
resultado também ocorreu para a combinag¢do da microalga verde Chlorella vulgaris com a
rodofita L. calcareum, cuja atividade antioxidante combinada foi maior do que a soma das

atividades antioxidantes individuais de cada extrato. Dessa forma, o efeito sinérgico, a depender
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das combinagdes algais, pode potencializar as atividades antioxidantes.

2.4.2 Atividade toxicologica

A atividade toxicologica corresponde a capacidade de uma substancia causar efeitos
adversos em organismos vivos, podendo comprometer processos fisioldgicos, metabolicos e
celulares. Em estudos com produtos naturais, essa avaliagdo ¢ importante para determinar a
seguranca biologica e identificar compostos com potencial bioativo. Entre os modelos
bioldgicos mais utilizados destacam-se o uso de sementes vegetais, nauplios de Artemia sp ¢
zebrafish (Danio rerio).

Testes toxicologicos utilizando sementes vegetais sdo amplamente empregados
para avaliar efeitos alelopaticos e citotoxicos de extratos naturais. Esses ensaios permitem
observar alteragdes na germinagdo, crescimento radicular e desenvolvimento inicial das
plantulas, sendo uteis para identificar compostos biologicamente ativos. A reducdo da
germinagdo e o atraso do crescimento podem indicar interferéncia em processos fisioldgicos
fundamentais, como absorcao de dgua, divisdo celular e atividade metabodlica (Pereira ef al.,
2021).

Os testes com sementes apresentam grande relevancia em estudos de toxicidade,
pois muitas espécies vegetais e organismos marinhos produzem metabolitos secundarios
capazes de atuar como agentes inibidores do desenvolvimento vegetal. Esses compostos podem
afetar diretamente o crescimento de plantulas e a atividade mitdtica, contribuindo para a
compreensdo do potencial toxico e bioativo dos extratos naturais (Santos; Gongalves, 2020).

A Artemia salina tem sido vastamente empregada em pesquisas toxicoldgicas como
modelo bioldgico para andlises iniciais de substancias naturais. Sua utilizagdo ¢ favorecida pela
sensibilidade a agentes toxicos, simplicidade de cultivo e rapidez na obtengdo dos resultados,
fatores que tornam os ensaios mais acessiveis e eficientes. Além disso, esse organismo permite
avaliar diferentes parametros, como mortalidade larval, citotoxicidade e efeitos no
desenvolvimento, fornecendo informagdes relevantes sobre o potencial toéxico dos compostos
analisados. Dessa maneira, os testes com a A. salina representam uma alternativa pratica e de
baixo custo para estudos preliminares de seguranca biologica, contribuindo para pesquisas
relacionadas ao uso terapéutico de produtos naturais (Silva; Silva, 2023).

Em organismos aquaticos, a toxicidade pode estar relacionada a presenga de
compostos capazes de interferir em processos fisiologicos essenciais, como respiracao,

locomogao e equilibrio osmotico. Estudos utilizando A. salina demonstraram que diferentes



25

substancias quimicas, incluindo metais, derivados de petrdleo e extratos naturais, podem
provocar alteragdes comportamentais € mortalidade dos organismos, evidenciando a eficiéncia
desse microcrustaceo como indicador bioldgico em avaliagdes ecotoxicoldgicas. (Verriopoulos;
Moraitou-Apostolopoulou; Milliou, 1987).

O zebrafish (D. rerio) tem sido amplamente utilizado como modelo experimental
em estudos toxicoldgicos devido as suas caracteristicas bioldgicas e fisioldgicas que favorecem
analises rapidas e eficientes. Entre as principais vantagens da espécie destacam-se seu pequeno
porte, elevada taxa reprodutiva, facilidade de manutencdo em laboratorio, rapido
desenvolvimento e alta similaridade genética com vertebrados superiores. Além disso, o
zebrafish apresenta elevada sensibilidade a diferentes substincias quimicas, permitindo a
avaliag¢do de efeitos toxicos em niveis comportamentais, fisioldgicos, celulares e moleculares
(Hill et al., 2005; Zhao et al., 2024).

A utilizacdo de zebrafish em ensaios toxicoldgicos tem crescido significativamente
nas ultimas décadas, especialmente em estudos relacionados a ecotoxicologia, toxicidade
ambiental e avaliagdo de compostos bioativos naturais. Segundo Zhao et al. (2024), o modelo
zebrafish vem sendo empregado em testes de toxicidade aguda, crénica e reprodutiva,
permitindo investigar alteracdes hepaticas, cardiovasculares, neurologicas, endodcrinas e
comportamentais causadas por diferentes agentes quimicos. Os autores destacam ainda que o
modelo apresenta elevada eficiéncia para estudos de mecanismos toxicologicos associados ao
estresse oxidativo, inflamagao e apoptose.

Além disso, o zebrafish ¢ considerado um importante modelo para avaliagdo
ecotoxicologica em ambientes aquaticos, sendo frequentemente utilizado para monitoramento
de contaminantes ambientais, sedimentos e compostos naturais, incluindo extratos de
macroalgas marinhas. Estudos j4 demonstraram que a espécie responde de forma sensivel as
alteragdes fisico-quimicas e a presenca de substancias potencialmente toxicas, possibilitando a
identificacao de alteragcdes morfologicas, fisioldgicas e comportamentais em diferentes niveis
de exposi¢ao. Dessa forma, o zebrafish representa uma ferramenta relevante para avaliagao da
seguranga bioldgica e toxicidade de compostos com potencial biotecnologico e farmacologico
(Brito et al., 2022; Saiki et al., 2021; Vargas; Sarmiento; Vasquez, 2015). Além disso, seu uso
complementa os ensaios toxicologicos por apresentar elevada sensibilidade fisiologica,
possibilitando analises em niveis morfologicos, comportamentais e sist€émicos em organismos
vertebrados (CASSAR, et al., 2020).

Assim, a utilizacdo combinada de bioensaios com sementes, nduplios de Artemia e

zebrafish constitui uma estratégia eficiente para a avaliagdo preliminar da toxicidade de
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produtos naturais, permitindo identificar substancias com potencial bioativo e orientar estudos

posteriores relacionados a seguranca, atividade farmacologica e aplicagdes biotecnologicas.

2.5 Filmes comestiveis

Os materiais  plasticos apresentam  caracteristicas favoraveis = como
multifuncionalidade, resisténcia e produgdo econdmica, o que impulsiona a sua crescente
utilizag¢ao pela sociedade. No entanto, o descarte inadequado tem contribuido para o acimulo
progressivo de microplasticos no meio ambiente, com estimativas indicando que suas
concentragdes nos oceanos podem dobrar até 2030. Os residuos sdo oriundos de diversas fontes
terrestres, sendo transportados por vias naturais até os ambientes aquaticos. Nos oceanos,
fragmentam-se, acumulam contaminantes e podem ser ingeridos por organismos, afetando sua
saude e possivelmente a saide humana (Hale ef al., 2020). Uma abordagem promissora para a
mitigacao do uso de plasticos consiste na utilizagdo de filmes biodegradaveis.

O setor alimenticio ¢ responsavel por grande parte do consumo de plésticos, pelo
uso de embalagens que sdo majoritariamente constituidas de polimeros sintéticos nao
biodegradaveis. Diante dos impactos ambientais associados a esse material, diversas estratégias
tém sido propostas para minimizar o problema. Entre elas, destaca-se o crescente interesse da
comunidade cientifica com vistas ao desenvolvimento de revestimentos biodegradaveis
(Jahangiri; Mohanty; Misra, 2024).

Nos ultimos anos, as estratégias adotadas para a conserva¢do de alimentos,
especialmente quanto a extensdo da vida util de produtos pereciveis, podem se deparar com
desafios significativos. Nesse contexto, o desenvolvimento de filmes e revestimentos
comestiveis a base de biopolimeros tem emergido como uma abordagem inovadora e
promissora. Essas embalagens comestiveis, seguras para o consumo humano, sdo produzidas a
partir de materiais de origem natural, incluindo lipidios, proteinas e polissacarideos, que podem
ser extraidos de fontes marinhas (vegetais e animais) ou de residuos provenientes da industria
alimenticia (Kumar et al., 2022).

Os filmes comestiveis representam uma alternativa sustentavel para a conservagao
de alimentos, atuando como uma barreira protetora que minimiza a perda de umidade, a
oxidacdo e o crescimento microbiano. Esses revestimentos sdao produzidos a partir de
biopolimeros naturais, incorporando aditivos funcionais, como antioxidantes e 6leos essenciais,
com o objetivo de prolongar a vida util dos alimentos e preservar seus atributos sensoriais e

qualidade nutricional. Sua aplicacdo abrange uma ampla variedade de produtos, incluindo
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frutas, carnes e laticinios. Recentemente, eles tém sido aprimorados por meio de tecnologias
avancadas, como nanoemulsdes € bionanocompoésitos, que potencializam suas propriedades de
barreira e funcionalidade. Apesar de obstaculos relacionados a custos e regulamentagdes, os
filmes comestiveis representam um avanco significativo na reducao do uso de embalagens
plasticas convencionais, contribuindo para praticas mais sustentaveis na cadeia de conservacao
de alimentos (Karnwal ef al., 2025).

De acordo com Rajamani e Khora (2024), o filme comestivel desenvolvido a partir
de k-carragenana extraida da macroalga vermelha Hypnea valentiae apresentou desempenho
mecanico satisfatorio, aliado a notaveis propriedades funcionais. As formulagdes demonstraram
elevada atividade antioxidante e antimicrobiana, destacando-se especialmente aquela contendo
7% de carragenana, que atingiu 86% de eliminagdo de radicais no ensaio ABTS. Ademais, o
material apresentou excelente biodegradabilidade, com degradacdo completa apds 84 dias de
enterramento em solo.

Iftikhar, Tabassum e Aliya (2024) realizaram uma avaliagdo das carragenanas
extraidas de Hypnea porphyraeformis e H. pannosa na producao de bioplasticos, investigando
as diferencas nas taxas de degradacdo e nas propriedades mecanicas desses materiais. Os
resultados indicaram que a carragenana de H. porphyraeformis apresentou maior resisténcia
mecanica e elasticidade, enquanto a carragenana de H. pannosa mostrou maior perda de massa
em condic¢oes de degradacao no solo. Esses resultados sugerem o potencial dessas macroalgas
para o desenvolvimento de bioplasticos sustentaveis, com possibilidades de otimizagao futura
dos processos de produgdo e caracterizagdo.

A aplica¢do de bioembalagens tem se mostrado eficaz na prote¢do de alimentos
minimamente processados, contribuindo para a extensdo de sua vida util e reducao de perdas.
As caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e nutricionais dos alimentos revestidos podem ser
aprimoradas por meio da selecdo adequada de biomateriais e compostos bioativos incorporados
as formulacdes. Apesar do potencial de diversos biopolimeros promissores, mas ainda pouco
explorados, que oferecem perspectivas de avangos na conservacao de alimentos, observa-se que
o tema demanda uma investigagdo cientifica mais aprofundada para ampliar seu

desenvolvimento e aplicacdo (Diaz-Montes; Castro-Mufioz, 2021).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material (Hypnea pseudomusciformis)

A espécie de macroalga marinha vermelha H. pseudomusciformis (Nauer; Cassano;
Oliveira, 2015) (Figura 1), conhecida por sua ampla distribuicdo em regides tropicais e
subtropicais, foi coletada no més de maio de 2024 em substrato rochoso na Praia do Pacheco,
situada no Municipio de Caucaia, Estado do Ceara. A realizacdo da coleta seguiu os tramites
legais exigidos pelos 6rgdos ambientais competentes, estando devidamente autorizada pelo
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade (Sisbio), por meio da licenca de
nimero 33913-14 e pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), nlimero da licenga (AC71058).

Figura 1 - Macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, municipio

de Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

Fonte: Autora (2026)

ApoOs a coleta, a biomassa da macroalga foi transportada para o Laboratério de
Produtos Naturais Marinhos (PROMAR), vinculado ao Departamento de Engenharia de Pesca
(DEP), da Universidade Federal do Ceara (UFC). No laboratério, o material foi limpo
cuidadosamente com agua para remover impurezas macroscopicas, como areia, fragmentos de
outros organismos e detritos. Em seguida, o material foi disposto sobre folhas de papel

absorvente, a fim de eliminar o excesso de agua de sua superficie. Para a completa remogao da
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agua e preservacao da integridade dos compostos bioativos, a biomassa algal foi liofilizada em
um equipamento da marca Liobras, modelo Liotop K120, operando sob condigdes controladas
de pressao (800 umHg) e temperatura (—80 °C).

O material liofilizado foi triturado com o auxilio de um liquidificador doméstico
(Hamilton Beach) para a obten¢do de um po6 fino. O produto resultante foi acondicionado em
frasco escuro, hermeticamente fechado e armazenado a temperatura de —24 °C, com o objetivo
de garantir a estabilidade e conservacao dos compostos presentes até sua utilizagao nas analises

experimentais.

3.2 Preparacio dos extratos

Os extratos foram preparados em trés solventes organicos com polaridades distintas
e crescentes: n-hexano, acetato de etila e metanol.

No processo de extracdo, a biomassa liofilizada da macroalga marinha vermelha H.
pseudomusciformis foi misturada com n-hexano na propor¢do de 1:10 (m/v) e incubada em
frasco de vidro ambar, protegido da luz, por um periodo de 48 h. Decorrido esse periodo, o
extrato foi filtrado, e o residuo s6lido passou por mais trés reextragcdes sucessivas com o mesmo
volume de solvente, totalizando 192 h de extragdo, resultando no extrato hexanico (Hx).

Dando seguimento ao procedimento de extragdo, a mesma biomassa residual foi
extraida trés vezes com acetato de etila e, posteriormente, com metanol, totalizando 144 h cada
solvente, obtendo-se o extrato acetato de etila (AcOEt) e metanolico (MeOH), respectivamente.

Os volumes usados nas extragdes com cada um dos solvente (hexano, acetato de
etila e metanol) foram separadamente, reunidos e levados ao evaporador rotativo (Fisatom,
modelo 802), sob pressao reduzida, para completa evaporacao dos solventes a temperatura de
aproximadamente 40 °C.

Apobs a evaporacdo, os extratos Hx, AcOEt e MeOH foram, individualmente,
transferidos com auxilio de metanol para frascos, previamente pesados. Apds a transferéncia,
os frascos contendo os extratos Hx, AcOEt e MeOH foram colocados sobre uma placa
aquecedora, mantendo-se a temperatura abaixo de 40 °C, até a completa evaporagdo do metanol.
Apobs a evaporacdo do metanol, os frascos contendo os extratos secos foram novamente
pesados, para o calculo dos rendimentos por diferenca de peso. Os extratos Hx, AcOEt e MeOH

foram armazenados a —24 °C at¢ sua utilizacao nas analises subsequentes.
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3.3 Obtencao de polissacarideos sulfatados

Os residuos gerados durante as etapas de extracdo com n-hexano, acetato de etila e
metanol foram submetidos a secagem em estufa a 30 °C por 30 minutos, com o objetivo de
promover a evaporagao completa dos solventes organicos presentes. Apos a secagem, o material
residual foi pesado e utilizado para a extracao de polissacarideos sulfatados (PS).

Para a extracdo de PS, a biomassa algal seca foi suspensa em agua destilada e
mantida em banho-maria a 100 °C por 60 minutos sob agitagdo mecanica continua,
complementada por agitacdo manual ocasional, a fim de evitar o superaquecimento e a
carbonizac¢do da biomassa no fundo do recipiente de vidro (béquer). Ao término da extracao, a
solugdo coloidal obtida foi submetida a centrifugagdo a 6.000 rpm por 15 minutos, com o intuito
de separar o material solido (precipitado) do sobrenadante. O material solido foi neutralizado
com solu¢do de hidréxido de sédio a 0,1 M, até atingir pH 7,0.

Para a precipitagdo dos PS, a fase gelificada foi tratada com etanol absoluto
(proporgdo 1:2, v/v), contendo 1 g de cloreto de sodio, a fim de promover a precipitacdo por
deslocamento da forca idnica. A mistura foi mantida em refrigerador a 4 °C por 18 horas.

Apos esse periodo, a solucao foi filtrada a vacuo, e o residuo retido no papel de
filtro foi lavado sucessivamente com etanol absoluto (3 x 100 mL). Em seguida, foi realizada
uma ultima lavagem com 50 mL de acetona, visando a remog¢ao de impurezas soluveis.

O material gelatinoso obtido foi transferido para um gral almofariz de porcelana e
macerado em uma placa aquecedora até a obten¢do de um p6 fino, por aproximadamente 3
horas. O PS seco foi pesado, e o rendimento da extragdo foi calculado com base na biomassa

algal inicial.

3.4 Isolamento e Purificacio de metabolitos secundarios

3.4.1 Parti¢do liquido—liquido

A parti¢ao liquido—liquido dos extratos foi realizada conforme metodologia descrita
na literatura fitoquimica (Harborne, 1998; Matos, 2009), utilizando funil de separacdo e
solventes de diferentes polaridades para fracionamento dos metabodlitos. Os procedimentos
operacionais seguiram os principios classicos de extracdo e separagdo em sistemas bifasicos
(Vogel, 1981), fundamentados na distribui¢do diferencial dos compostos entre fases imisciveis

(Collins; Braga; Bonato, 2006).
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A particdo liquido-liquido foi empregada como etapa preliminar de
desengorduramento e fracionamento do extrato bruto hexanico, com a finalidade de reduzir a
complexidade quimica da matriz e promover a separacdo de metabolitos em funcao de suas
diferencas de polaridade.

Esse procedimento foi especialmente indicado para extratos de natureza oleosa ou
com elevada carga lipidica, uma vez que possibilitou a remog¢do seletiva de compostos
altamente apolares, tais como ceras, 0leos e outras substancias graxas. Além disso, contribuiu
para diminuir o consumo de solventes nas fases subsequentes de purificacdo, além de prevenir
a adsorcdo irreversivel de constituintes lipofilicos na fase estaciondria de silica gel, durante os
processos cromatograficos.

O método fundamentou-se no principio da distribuicdo diferencial dos compostos
entre duas fases liquidas imisciveis, constituidas por solventes de polaridades distintas. A
particdo ocorreu de acordo com a afinidade quimica de cada substancia por uma das fases,
estabelecendo-se um equilibrio de distribuicdo que permitiu o fracionamento seletivo dos
constituintes do extrato.

A partigao liquido—liquido do extrato Hx foi realizada visando a obtencao de fragdes
com diferentes polaridades. Inicialmente, em um béquer, adicionaram-se 5 g do extrato Hx e
80 mL de n-hexano, submetidos a homogeneizagdo por sonicagdo até¢ completa dissolucao. Em
seguida, a solucao foi transferida para um funil de separagao.

Posteriormente, adicionaram-se 40 mL de solu¢do metanol:dgua (MeOH:H-O, 9:1
v/v). O sistema foi homogeneizado por agitacdo manual em movimentos de inversdo,
realizando-se periodicamente a abertura da torneira do funil para liberagdao da pressao interna.
Apos repouso para separacao das fases, a fase inferior (metanol:agua) foi coletada em
Erlenmeyer e, o procedimento, repetido mais duas vezes, totalizando trés extragdes sucessivas.

Ao final das extragdes, os volumes da fase inferior foram reunidos, e ela foi
denominada fracao metanol:agua (Fr. MeOH:H>O). A fase superior foi coletada e denominada
fragao hexanica (Fr. Hx).

Em outro funil de separacdo, a fragdo metanol:agua obtida foi submetida ao ajuste
de polaridade para a proporcdo MeOH:H:O (7:3 v/v). Em seguida, adicionaram-se 40 mL de
acetato de etila ao funil de separacdo. A mistura foi homogeneizada por agitacdo manual, e esse
procedimento foi repetido mais duas vezes. No final, os volumes foram reunidos, e a fase
superior foi coletada e denominada fracdo acetato de etila (Fr. AcOEt). A fase inferior foi
definidad como fragao residual metanol:agua (Fr. Res. MeOH:H>O).

Dessa forma, foram obtidas quatro fra¢des distintas: fragdo hexénica (Fr. Hx),
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fragdo metanol:agua (Fr. MeOH:H»0), fracdo acetato de etila (Fr. AcOEt) e fragdo residual
metanol:dgua (Fr. Res. MeOH:H,0).

A composicao das fragdes foi analisada por meio de técnicas de cromatografia em
camada delgada (CCD), com o objetivo de avaliar a pureza e o nimero de compostos isolados.
Essa abordagem permitiu uma separagdo eficiente dos compostos presentes nos extratos,
possibilitando a identificacdo e a caracterizagdo de metabolitos secundéarios com potencial

bioativo.

3.4.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi empregada com a finalidade de
analisar previamente os constituintes quimicos da macroalga marinha H. pseudomusciformis,
presentes nos trés extratos brutos (Hx, AcOEt e MeOH) e nas quatro fragdes (Fr. Hx, Fr.
MeOH:H;O0, Fr. AcOEt e Fr. Res. MeOH:H-0), oriundas da parti¢ao liquido—liquido.

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram conduzidas em
cromatoplacas de poliéster recobertas com gel de silica (0,20 mm de espessura) contendo
indicador fluorescente UV254 nm (Polygram® SIL G/UV254, Macherey-Nagel, Alemanha).

O desenvolvimento cromatografico foi realizado em cubas apropriadas,
empregando-se como fase movel sistema bindrio composto por n-hexano e acetato de etila
(Hx:AcOEt), na propor¢ao de 50:50 (v/v). A escolha dessa composi¢do visou proporcionar
adequada resolucdo e separacdo dos compostos presentes nas amostras analisadas.

Apos a elui¢do, as cromatoplacas foram inicialmente submetidas a métodos de
revelagdo nao destrutivos, incluindo visualizacdo sob radiacdo ultravioleta em dois
comprimentos de onda (254 nm e 365 nm), em camara escura (CIENLAB), bem como
exposi¢do a vapores de iodo. Essas técnicas permitiram a detec¢@o de substancias fluorescentes
e de compostos incolores com afinidade pelo iodo.

Posteriormente, foram empregados métodos de revelagdo destrutivos, nos quais as
placas foram pulverizadas com diferentes reagentes reveladores e submetidas a aquecimento
em estufa a 105 °C, promovendo a oxidacdao dos compostos presentes. Esse procedimento
possibilitou a visualiza¢ao de substancias inicialmente incolores e a identificacdo preliminar de
compostos organicos portadores de diversos grupos funcionais.

O fator de retencdo (Rf) de cada composto eluido foi calculado pela Equagdo 1, e
comparado com compostos-padrdo para identificacdo preliminar das substincias presentes,

possibilitando a analise das fra¢cdes com base nas suas caracteristicas cromatograficas.
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Distancia percorrida pela substancia

Rf (%) = X 100% (1)

Distancia percorrida pelo solvente

Apobs o desenvolvimento cromatografico, as cromatoplacas foram submetidas a
revelacao utilizando diferentes reagentes quimicos, preparados conforme Degani, Cass ¢ Vieira
(1998), Engel et al. (2012), Matos (2009) e Souza (2014), metodologias padronizadas, com a
finalidade de promover a detec¢do preliminar de classes distintas de metabolitos secundarios.

Foram empregadas as seguintes solu¢des reveladoras: anisaldeido (etanol/acido
sulfrico/p-anisaldeido), para identificagdo de compostos carbonilicos e saponinas; ninhidrina
(0,3 g em 100 mL de mn-butanol + 3 mL de 4cido acético), para deteccio de aminas e
aminoacidos; acido fosfomolibdico a 10% em etanol, indicado para compostos insaturados e
substancias redutoras; e solugdo etandlica de vanilina (15 g em 250 mL de etanol), empregada
na identificagdo de compostos organicos em geral, especialmente taninos condensados.

Também foram utilizados permanganato de potassio (KMnOas/carbonato de
sodio/agua destilada), para compostos insaturados; acido sulfirico a 10% em agua destilada,
para fendis e compostos enolizaveis; acido cromico, empregado como reagente oxidante para
detecgdo de compostos organicos suscetiveis a oxidagao, especialmente alcdois e outras fungdes
oxidaveis; reagente de Dragendorff, preparado pela combinacdo de solu¢des contendo nitrato
de bismuto III, iodeto de potassio, 4cido acético e dgua destilada, para compostos nitrogenados,
com énfase em alcaloides; vapores de iodo, obtidos a partir de cristais mantidos em recipiente
fechado, para substancias aromaticas e insaturadas; hidroxido de potéassio a 10% em agua
destilada, para antraquinonas e cumarinas; e cloreto férrico a 3% em 4gua destilada, para fenois,
lactonas, taninos hidrolisaveis e compostos enolizaveis.

A aplicagdo desses reagentes permitiu a caracterizacao qualitativa preliminar das

substancias presentes nas amostras analisadas.

3.5 Quantificacido dos teores de compostos fenolicos totais (CFT)

A quantificagdo dos compostos fenodlicos totais (CFT) foi realizada seguindo o
método desenvolvido por Singleton e Rossi Jr (1965), conforme adaptado por Ainsworth e
Gillespie (2007) e Agbor, Vinson e Donnelly (2014). Para isso, aliquotas de 100 pL dos extratos
Hx, AcOEt e MeOH, foram preparados nas concentragdes 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500,
2.000 e 2.500 pg/mL e PS nas concentracdes 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL, foram
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adicionadas separadamente a uma mistura contendo 200 pL do reagente de Folin-Ciocalteu a
10% e 800 puL de carbonato de sddio a 7,5%. Apods incubagdo a temperatura ambiente por 2 h,
200 puL da mistura reacional foram transferidos para microplacas de poliestireno com 96 pocos,
e as absorbancias foram medidas a 765 nm utilizando leitor de microplacas multimodo
(Molecular Devices, modelo SpectraMax i3). No controle (branco da reacdo), foram utilizados
100 pL de metanol a 95% em substitui¢do aos extratos, mantendo-se os demais reagentes.

Os teores dos compostos fenodlicos totais (CFT) dos extratos Hx, AcOEt, MeOH e
PS foram apresentados como média + desvio padrao e expressos em miligramas de equivalentes
de acido galico (mg EAG) por grama (g) de extrato, com base em uma curva padrao construida

a partir do acido galico (G7384, Sigma). Todas as analises foram realizadas em quadruplicata.

3.6 Quantificacio dos teores de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina)

(TF)

A determinacdo do teor de flavonoides (TF), abrangendo flavonois e flavonas do
subgrupo luteolina, foi realizada com base nos métodos descritos por Ahn et al. (2007), Miguel
et al. (2014) e Pekal e Pyrzynska (2014). Foram utilizados 100 puL de cada extrato Hx, AcOEt
e MeOH, preparados nas concentragdes 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL
e PS nas concentragdes 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL, aos quais foram adicionados 100 uLL
de uma solugdo de cloreto de aluminio a 2% em etanol. Apds incubagdo a temperatura ambiente
por 1 h, 200 uL da mistura reacional foram transferidos para microplacas de poliestireno com
96 pocos, € as leituras de absorbancia realizadas a 425 nm utilizando leitor de microplacas
multimodo (Molecular Devices, modelo SpectraMax 13). O branco da rreagdo foi preparado
substituindo- se o extrato por 100 uL. de metanol a 95%.

Os teores de flavonoides (TF) dos extratos Hx, AcOEt, MeOH e¢ PS foram
apresentados como média + desvio padrdo e expressos em miligramas de equivalentes de
quercetina (mg EQ) por grama (g) de extrato, utilizando uma curva padrao de quercetina

(33.795-1, Aldrich), como referéncia. Todas as analises foram realizadas em quadruplicata.

3.7 Atividades antioxidantes in vitro

3.7.1 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazila)

A capacidade de sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi
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determinada pelo método original proposto por Blois (1958), adaptado por Duan et al. (2006)
e Kato et al. (2016), com pequenas modificacdes.

Em microplacas de poliestireno, nos pogos identificados como amostra foram
adicionados 10 pL dos extratos Hx, AcOEt e MeOH, nas concentragdes 50, 100, 250, 500,
1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL e PS nas concentragdes 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL
mais 190 pL da solucdo metanolica de DPPH (D9132, Sigma) a 78 uM. Nos pogos designados
como branco da amostra, foram utilizados 10 pL extratos ¢ 190 pL de metanol. Nos pocos
indicados como controle negativo ou controle da amostra, foram adicionados 190 uL da solugao
metandlica de DPPH a 78 uM e 10 pL de metanol.

O L-4cido ascorbico (A5960, Sigma), um antioxidante natural, foi empregado como
controle positivo nas concentra¢des 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL,
sendo submetido ao mesmo procedimento aplicado aos extratos e PS.

As microplacas foram incubadas a temperatura ambiente, protegidas da luz, por 30
minutos. Em seguida, as absorbancias foram medidas a 517 nm utilizando leitor de microplacas
multimodo (Molecular Devices, modelo SpectraMax 13). A capacidade de sequestro do radical
DPPH dos extratos Hx, AcOEt, MeOH e PS, e do controle positivo, foi calculada pela Equagao

2, expressa em porcentagem e apresentada como média + desvio padrao.

DPPH(%) — [Abscontrole negativo — (Absgmostra — Absbranco)] x 100% (2)

ADbScontrole negativo

3.7.2 Capacidade de sequestro do radical livre ABTS* (2,2'- azino-bis(3-ethylbenzo-

thiazoline-6-sulfonic acid)diammoninum salt)

A capacidade de sequestro do radical livre ABTS* foi determinada pelo método
descrito por Rufino et al. (2007), com algumas adaptagdes.

O radical ABTS" foi gerado pela reacao da solucao aquosa de ABTS a7 mM e
persulfato de potassio a 140 mM. A mistura foi mantida em ambiente escuro a temperatura
ambiente por 16 h, permitindo a formacdo completa do radical estavel ABTS".

Apobs esse periodo, a solucdo do radical ABTS* foi diluida com etanol até
apresentar absorbancia de aproximadamente 0,70 + 0,05, medida em leitor de microplacas
multimodo (Molecular Devices, modelo SpectraMax 13), no comprimento de onda de 734 nm.

Em tubos Eppendorf pretos com capacidade de 2,5 mL, foram adicionados 1,5 mL

da solucdo do radical ABTS* diluida e 15 pL dos extratos Hx, AcOEt e MeOH, nas
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concentragdes 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL e PS nas concentragdes 50,
100, 250, 500 e 1.000 pg/mL, os quais foram designados como amostra. Em tubos Eppendorf
identificados como controle negativo, foram adicionados 1,5 mL da solucao do radical ABTS*
diluida e 15 pL de etanol. Todos os tubos foram homogeneizados em vortex por 10 segundos e
incubados a temperatura ambiente por 30 minutos, protegidos de luz.

Ao final do tempo de incubacao, aliquotas de 200 pL. da mistura reacional dos tubos
amostra e controle negativo foram transferidas para microplacas de poliestireno. Nos pogos
designados brancos da amostra, apenas 200 uL. de etanol foram neles depositados. Todas as
analises foram realizadas em quadruplicata. As absorbancias foram medidas a 734 nm em leitor
de microplacas multimodo (Molecular Devices, modelo SpectraMax i3).

O L-4cido ascorbico (A5960, Sigma) foi utilizado como controle positivo nas
concentragdes 50, 100, 250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, sendo submetido ao
mesmo procedimento aplicado aos extratos e PS.

A capacidade de sequestro do radical ABTS" dos extratos Hx, AcOEt, MeOH e PS,
e do controle positivo, foi calculada pela Equacdo 3, expressa em porcentagem e apresentada

como média + desvio padrao.

ABTS* (%) — [4bscontrote negativo — (AbSamostra = AbSpranco)] x 100% (3)

AbScontrole negativo
3.7.3 Poder de quelacdo de ions ferrosos (FIC)

O poder de quelacdo dos ions ferrosos (FIC) foi determinado pelo método proposto
por Decker ¢ Welch (1990), conforme descrito por Wang, Jonsdottir e Olafsdéttir (2009), com
algumas alteragdes.

Em microplacas de poliestireno, nos pogos identificados como amostra, foram
adicionados 200 pL dos extratos Hx, AcOEt e MeOH nas concentracdes 50, 100, 250, 500,
1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL e PS nas concentra¢des 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL,
mais 20 pL de cloreto ferroso (FeClz) a2 mM e 40 uL de ferrozina a 5 mM.

Nos pogos designados como brancos da amostra, foi utilizado metanol em vez de
ferrozina. Nos poc¢os indicados como controle negativo ou controle da amostra, também utilizou
metanol em vez de extrato.

O sal dissodico do acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - E5134, Sigma)

(C10H14N2NaxOgs - 2H»0) foi utilizado como controle positivo nas concentragdes 50, 100, 250,
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500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, sendo submetido ao mesmo protocolo experimental
aplicado aos extratos.

As microplacas foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds esse
periodo, as absorbancias foram medidas a 562 nm utilizando leitor de microplacas multimodo
(Molecular Devices, modelo SpectraMax 13).

Os resultados do poder de quelagdo dos ions ferrosos (FIC) dos extratos Hx, AcOEt,
MeOH e PS e do controle positivo foram obtidos pela Equacao 4, expressos em porcentagem e

apresentados como média + desvio padrao.

FIC(%) — [Abscontrole negativo — (AbSgmostra — Absbranco)] x 100% (4)

AbScontrole negativo

3.7.4 Poder de reducdo de ions férricos (FRAP)

A atividade redutora de ions férricos (FRAP) foi avaliada conforme o protocolo
descrito por Khatua, Roy e Acharya (2013), com algumas modificagdes. Em tubos Eppendorf
contendo 100 pL dos extratos Hx, AcOEt e MeOH, nas concentragdes 50, 100, 250, 500, 1.000,
1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL e PS nas concentragdes 50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL foram
adicionados 250 uL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 250 uL de ferricianeto de potéssio a
1%. As amostras foram incubadas a 50 °C por 20 minutos.

Ap0s a incubagdo e posterior resfriamento da mistura reacional, foram adicionados
250 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% com o objetivo de interromper a reagdo. Em
seguida, os tubos foram centrifugados, e 250 uL da fase superior foram coletados. A essa
aliquota, foram adicionados 250 pnL de agua destilada e 50 puL de cloreto férrico (FeCls) a 0,1%.

As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida,
as leituras de absorbancia foram realizadas a 700 nm, utilizando leitor de microplacas
multimodo (Molecular Devices, modelo SpectraMax 13). O butil hidroxianisol (BHA - Sigma,
B1253) foi empregado como controle positivo nas concentragdes 50, 100, 250, 500, 1.000,
1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL, seguindo os mesmos procedimentos adotados para os extratos.

Os valores obtidos no ensaio FRAP foram expressos em quatro casas decimais, em
conformidade com as leituras fornecidas pelo leitor de microplacas utilizado. Nesse método, a
intensidade da absorbancia esta diretamente relacionada a capacidade redutora dos extratos (Hx,
AcOEt, MeOH e PS), bem como do controle positivo. Valores de absorbancia mais elevados

indicam um maior potencial de reducdo de ions férricos, refletindo a eficiéncia antioxidante dos
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materiais avaliados.

3.7.5. Atividade inibitoria do branqueamento do f-caroteno (BCB)

A capacidade dos extratos Hx, AcOEt e MeOH, nas concentragdes 50, 100, 250,
500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 pg/mL e PS nas concentragdes 50, 100, 250, 500 ¢ 1.000
pug/mL, de inibir o branqueamento do B-caroteno (BCB) foi avaliada em microplacas de
poliestireno com 96 pogos, utilizando o sistema -caroteno/acido linoleico, conforme descrito
por Duan et al. (2006).

Primeiramente, 4 mL de uma solugdo de B-caroteno (C9750, Sigma), preparada em
cloroférmio na concentragdo de 1 mg/mL, foi transferida para um baldo contendo 40 mg de
acido linoleico (L1376, Sigma) e 400 mg de Tween 40 (P1504, Sigma). Paralelamente, em outro
baldo, foram adicionados 4 mL de cloroférmio, 40 mg de acido linoleico e 400 mg de Tween 40,
sem a adic¢do de B-caroteno.

O cloroférmio foi removido por evaporacdo em rotavapor (Fisatom, modelo 802)
sob pressdo. Em seguida, ao residuo semissolido, foi adicionado lentamente 100 mL de dgua
destilada saturada com oxigénio, com valor acima de 7,5, enquanto a mistura foi agitada
vigorosamente por 1 minuto até formar uma emulsdo estavel. A emulsdo contendo B-caroteno
foi denominada ECP, enquanto a emulsdo sem B-caroteno recebera a designacao ESP, sendo
esta Ultima utilizada como branco na analise.

Em microplacas de poliestireno, os pocos identificados como amostra continham
50 pL dos extratos (Hx, AcOEt, MeOH e PS) e 200 pL da emulsdao ECPB. Os pogos designados
como brancos da amostra continham 50 pL dos extratos (Hx, AcOEt, MeOH e PS) e 200 uL da
emulsdo Esp. Os pogos indicados como controle negativo ou controle da amostra continham 50
uL de MeOH e 200 pL da emulsdao ECB.

As absorbancias foram medidas a 470 nm em leitor de microplacas multimodo
(Molecular Devices, modelo SpectraMax 13) no momento inicial (0 min). As microplacas
permaneceram sobre a bancada em temperatura ambiente (2224 °C), por 360 minutos, sendo
realizada nova leitura de absorbancia — tempo final (6 h).

O L-acido ascorbico (A5960, Sigma) foi utilizado como controle positivo nas
mesmas concentracdes dos extratos de 50 a 2.500 pg/mL, seguindo os mesmos procedimentos
adotados para os extratos.

A capacidade de inibicdo do branqueamento do B-caroteno (BCB) dos extratos Hx,

AcOEt, MeOH, PS e do controle positivo foi calculada pela Equacao 5, conforme descrito por
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Dhongade e Chandewar (2013). Os resultados foram expressos em porcentagem e apresentados
como média + desvio padrao.

Absgmostra—AbSpranco tempo final

BCB(%) = ( ) x 100% 5)

AbSamostra—AbSpranco tempo inicial
3.8 Avaliacao toxicoldgica das fracoes
3.8.1 Atividade fitotoxica contra sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus)

O teste de fitotoxicidade foi conduzido conforme o método descrito por Kohatsu et
al. (2018), com o objetivo de avaliar a inibi¢do do crescimento das raizes durante os primeiros
oito dias de germinac¢do das sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus). As
sementes, de procedéncia nacional e adquiridas comercialmente, tinham indicadas no rétulo da
embalagem, a taxa de germinacdo de 98% e a pureza de 100%.

As sementes foram distribuidas uniformemente na base de placas de Petri de
poliestireno estéreis, com 8,5 cm de didmetro, sobre uma camada de papel de filtro com
porosidade de 205 um. O experimento foi realizado em triplicata.

Dez sementes foram colocadas em cada placa, identificadas como controle negativo
(umedecidas com 5 mL de 4gua destilada), controle positivo (umedecidas com 5 mL de solucao
aquosa de cloreto de sodio a 0,5%) e amostra (umedecidas com 5 mL das fragdes Fr. Hx e Fr.
Res. MeOH:H>0).

As placas foram mantidas fechadas, tendo sido incubadas a temperatura ambiente
(24 °C), com 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo, durante 8 dias ou 192 horas. Diariamente,
conforme a identificacdo das placas, foi acrescentado 1 mL de agua destilada, 1 mL de solucao
aquosa de cloreto de sodio a 0,5% ou 1 mL dos extratos / fragdes, para garantir que as sementes
permanecessem umidas.

Apds aincubacdo, as sementes com radicula visivel foram consideradas germinadas.
O ntimero de sementes germinadas (NSG) foi contado, e as médias aritméticas estimadas para
as amostras (extratos ou fragdes) e controles positivo e negativo. Posteriormente, a porcentagem

relativa de sementes germinadas (RSG, %) foi determinada pela Equacao 7.

RSG(%) = —Cextrato o 1000y, 7

NSGcontrole negativo
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O comprimento das raizes ou plantulas crescidas nas placas com as fragdes (Fr. Hx e
Fr. Res. MeOH:H>O) e nas placas dos controles positivo e negativo foi medido com o auxilio
de um paquimetro de ago inoxidavel, sendo os valores expressos em centimetros (cm). A
porcentagem relativa de crescimento radicular (RRG, %) em cada placa foi calculada (Equacao
8), pela razao entre a média aritmética do comprimento das raizes das fragoes (Fr. Hx e Fr. Res.

MeOH:H»0) (mfmgées) ¢ amédia aritmética do comprimento das raizes do controle negativo

(RGontrote negativo)- D€POIs, o indice de germinagdo (G, %) foi calculado pela Equagdo 9.

RRG (%) = ——2fraes 5 10094 (8)

RGeontrole negativo

RSG (%) X RRG (%)
100 )

IG (%) =

O grau de fitotoxicidade das fra¢des (Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H»O) foi definido
qualitativamente, com base no indice de germinacdo (/G), de acordo com a classificagdao de

Belo (2011) apresentada no Quadro 1.

Quadro 1 — Classificagdo qualitativa de fitotoxicidade.

1G (%) Classificagao do material
> 100 Potencializador da germinacao e do crescimento da raiz das plantas.
80 - 100 Nao fitotoxico; composto maturado.
60 - 80 Moderadamente fitotoxico.
30-60 Fitotoxico.
<30 Muito fitotoxico.

Fonte: Belo (2011)

3.8.2 Atividade citotoxica contra nauplios de Artemia sp.

O teste de citotoxicidade foi realizado pelo método de eclosdo de cistos do
microcrustdceo marinho de género Artemia, Ordem Anostraca, conforme a metodologia
proposta por Meyer et al. (1982), com algumas adaptagdes. Os cistos desidratados foram
adquiridos no mercado varejista de aquarismo em Fortaleza, Ceara, com taxa de eclosao minima

de 90%.
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Primeiramente, 500 mg de cistos foram pesados e transferidos para um recipiente
de vidro contendo 500 mL de dgua destilada, submetida a aera¢do continua por uma bomba de
aquario e iluminada por uma lampada de LED de 20 W, durante um periodo de 2 horas. Apos
esse tempo, os cistos hidratados foram lavados com solugao de hipoclorito de s6dio (NaClO) a
50% at¢ reduzir a intensidade da coloragao marrom, indicando a remogao de residuos de matéria
organica e impurezas. Em seguida, os cistos foram enxaguados abundantemente com agua
corrente para eliminar quaisquer residuos de NaClO.

Em seguida, os cistos foram transferidos para outro recipiente contendo 500 mL de
agua do mar, na propor¢ao de 1 g de cisto por litro, e mantidos sob iluminagao fornecida por
lampada LED de 20 W, temperatura de 25 °C, com salinidade de 30 e pH 7,0. A iluminagao foi
fornecida a uma distancia aproximada de 30 cm. A aeracgdo foi iniciada 15 minutos antes da
transferéncia dos cistos € permaneceu durante todo o periodo de incubagao de 48 horas.

As Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:O foram preparadas individualmente por meio da
dissolugdo de 1 mg de cada fragdo em 10 mL de dgua do mar, obtendo-se solu¢des na
concentragdo de 100 pg/mL. Para o preparo das solugdes na concentragdo de 1.000 pg/mL,
foram dissolvidos 10 mg de cada fracdo em 10 mL de agua do mar. Para auxiliar na
solubilizagdo das amostras, adicionaram-se 10 gotas de dimetilsulféxido (DMSO) a 10% (v/v).

O bioensaio foi conduzido em placas de acrilico de 24 pocos em quadruplicata. Em
cada poco, foram colocados dez nauplios de Artemia sp., na fase Il de desenvolvimento, e 2,5
mL das Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0, nas concentragdes 100 e 1.000 pg/mL. O controle
negativo foi preparado com 2,5 mL de 4gua do mar, e o controle positivo, com 2,5 mL de dgua
do mar e 500 uL. de DMSO.

As placas foram incubadas por 48 horas a temperatura de 25 °C. A contagem do
numero de nauplios mortos foi realizada duas vezes, com auxilio de uma lupa: A primeira
contagem foi realizada com 24 horas, e a segunda, no fim do periodo de incubacdo com 48
horas. A mortalidade foi considerada confirmada pela auséncia de movimento dos nauplios.

Para validade do ensaio, a mortalidade no controle negativo ndo poderia ultrapassar 10%.

3.8.3 Atividade toxicolégica no modelo experimental zebrafish (Danio rerio)

O experimento foi conduzido no Laboratdério de Biotecnologia da Reproducao de
Peixes (LBRP), vinculado ao Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB/UECE), da Faculdade
de Veterindria (FAVET), da Universidade Estadual do Ceard (UECE), localizado em Fortaleza.
O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Utilizagdo de Animais (CEUA/UECE), sob o
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numero de processo 02393257/2023.

Foram utilizados trinta exemplares de zebrafish (Danio rerio), distribuidos
aleatoriamente em trés aquarios, com dez individuos cada, identificados como grupo controle,
Fr. Hx 100 pg/mL e Fr. Hx 1.000 pg/mL. Os animais foram expostos durante 96 horas as
diferentes concentragdes da Fr Hx, solubilizada em etanol 95%.

Os aquérios apresentaram volume util de 4 L e os peixes foram mantidos sob
fotoperiodo controlado de 14 h claro/10 h escuro, com alimentagdo realizada trés vezes ao dia
utilizando ragdo comercial (Peixes Basic Alcon®) e nauplios de Artemia sp.

Durante o periodo experimental, os parametros fisico-quimicos da agua, como
temperatura, pH, amonia, nitrito, dureza e oxigénio dissolvido, foram monitorados a cada 24
horas, conforme a metodologia de Westerfield (2000). A temperatura, o pH e o oxigénio
dissolvido foram mensurados com sonda multipardmetro portatil AKSO, modelo SX836,
enquanto amonia, nitrito e dureza foram determinados por testes colorimétricos LabconTest.

Ao final do periodo experimental de exposi¢ao a Fr. Hx, os exemplares de zebrafish
foram submetidos a eutanasia por imersdo em solucdo de 6leo de cravo (eugenol), preparada na
proporcao de 1:10:1.000 (eugenol:alcool:adgua). Antes e apds a exposicdo experimental, os

individuos foram pesados e medidos.

3.9 Avaliacao de filmes comestiveis

As solugdes destinadas a formagdo dos filmes foram preparadas a partir de uma
matriz de carragenana e glicerol, posteriormente enriquecidas com as Fr. Hx e Fr. Res.
MeOH:H:0 nas concentra¢des 100 pg/mL e 1.000 pg/mL. A avaliagcdo da qualidade dos filmes
comestiveis incluiu a medi¢do da espessura das peliculas, bem como a anélise dos efeitos da
adicdo das fracdes (Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H20) nas propriedades de permeabilidade ao vapor
de agua, solubilidade em é4gua e caracteristicas de cor. Essas andlises visaram compreender as
alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e sensoriais dos filmes em funcao da adigdo das Fr.
Hx e Fr. Res. MeOH:H-O nas concentragdes 100 e 1.000 pg/mL, contribuindo para a avaliagao
de sua potencial aplicabilidade na drea de embalagens alimenticias. Todas essas analises foram
realizadas no Laboratério de Tecnologia do Pescado (LATEPE), do Departamento de
Engenharia de Pesca (DEP) da Universidade Federal do Ceara (UFC).
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3.9.1 Preparacdo das solucoes dos filmes e revestimentos comestiveis

Os filmes comestiveis foram obtidos por meio da técnica de evaporacao do
solvente, fundamentada nos procedimentos descritos por Arcan e Yemenicioglu (2011), Souza,
Ditchfield e Tadini (2010), Vasconez et al. (2009) e Veladsquez-Hernandez et al. (2021), com
algumas modificacdes.

Inicialmente, foi preparada uma solucdo contendo 1,5% (m/v) de carragenana,
extraida da macroalga marinha vermelha H. pseudomusciformis, pela dissolugao de 4,05 g do
polissacarideo sulfatado (PS) em 360 mL de 4gua destilada, sob agitacdo mecanica continua
por 2 horas. A partir dessa solucdo, foram separadas trés aliquotas de 120 mL, as quais foram
adicionados 225 pL de glicerol, atuando como agente plastificante para conferir maior
flexibilidade as peliculas e facilitar a reorganizacdo das cadeias poliméricas. Posteriormente,
0,1 mL da concentragdo de 100 pg/mL e 1 mL da concentragdo de 1.000 ug/mL das fragdes
(Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H,0) foram incorporadas a cada aliquota, seguidas de agitagdo em

agitador magnético por 2 horas, garantindo dispersdao homogénea dos componentes.

3.9.2 Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi avaliada pelo método gravimétrico
ASTM-E-96-92, com modificagdes conforme descrito por Guillard et al. (2003), McHugh,
Avenabustillos e Krochta (1993). Nesse procedimento, foi medida a taxa de transmissdo do
vapor de agua por unidade de area, utilizando um filme de espessura conhecida, sob um
gradiente de pressdo entre duas superficies especificas, controlando-se a umidade relativa e a
temperatura.

Os filmes produzidos foram fixados na parte superior de células de permeacao, nas
quais foram colocados 50 mL de 4gua destilada, mantendo-se uma umidade relativa de 100% e
uma pressao de vapor de 2.337,808 Pa a 20 °C. Essas células foram posicionadas em um
dessecador contendo silica gel, a uma temperatura de 25 °C e umidade relativa de 10%,
garantindo condicdes de pressdo de vapor de 4gua em regime estacionario.

Durante o experimento, as células de permeacdo foram pesadas a cada 2 horas, ao
longo de um periodo total de 8 horas, para monitorar a reducdo de peso devido a transmissdo
de vapor. Apos esse intervalo, a espessura de cada filme foi medida em nove pontos distintos,
usando-se um micrometro digital, garantindo uma avaliag@o precisa da espessura média que foi

expressa em milimetros (mm).
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Os dados de redugdo de peso ao longo do tempo (em horas) foram representados
graficamente, permitindo-se calcular os coeficientes angulares (b) das equagdes lineares que
relacionaram a perda de peso ao tempo para as diferentes concentragdes (100 e 1.000 pg/mL)
das fragdes (Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H>O). Esses coeficientes foram utilizados para determinar
as taxas de transmissdo de vapor de agua, dividindo-se os valores pelas respectivas areas dos
filmes, que foram convertidas de mm? para m? (sendo 5.674,502 mm? igual a 0,005675 m?).

Por fim, a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi calculada pela Equacao 10
e expressa em g/dia - m - atm, considerando a taxa de transmissdo de vapor de dgua através
do filme (TTVA, g/m? - h), a espessura média do filme (L, m) e a diferenca de pressio parcial
de vapor de dgua entre os lados do filme (4P, atm). Assim, foi possivel fazer uma avalia¢ao
quantitativa da transferéncia de dgua do interior da célula de permeagdo para a silica gel no

dessecador.

TTVAXL

i (10)

PVA(g/dia-m - atm) =

3.9.3 Solubilidade em dgua (S)

Para determinar a solubilidade em agua (S), a matéria seca inicial (MSi) dos filmes
foi obtida pela secagem de discos de 2 cm de diametro, cortados com bisturi, e colocados em
estufa a 100 °C por 24 horas. Apos esse periodo, os discos foram pesados e submersos em 50
mL de 4gua destilada, por 24 horas a 25 °C. Em seguida, eles foram retirados, e levados
novamente a estufa para secagem a 100 °C por mais 24 horas para determinar a matéria seca
final (MS¥). A solubilidade em 4gua foi calculada como a porcentagem da matéria seca do filme
ap6s 24 horas de imersdao em agua destilada, conforme a Equagdo 11, seguindo o método
descrito por Gontard, Guilbert e Cuq (2006), com algumas alteracdes. Todas as medi¢des foram

realizadas em triplicata para garantir a precisdo dos resultados.

_ MS; - MS¢

S
MS;

x 100% (1T)

3.9.4 Cor

As coordenadas de cor dos filmes foram determinadas de acordo com o

procedimento descrito por Cian et al. (2014), utilizando-se um colorimetro digital Konica
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Minolta Chroma Meter CR-400. Com base na escala CIELab (L*, a* e b*), o sensor de
refletdncia foi empregado para medir a luminosidade (L*) e as intensidades de vermelhidao
(+a*), esverdeamento (—a*), amarelecimento (+b*) e azulamento (—b*). O equipamento foi
calibrado previamente, com a placa padrdao de coordenadas: Lydrao = 96,7; apaarao = —0,03 €
bpadrio = T1,73. Para cada amostra de filme, foram realizadas trés medigdes, assegurando a
precisdo e a reprodutibilidade dos dados obtidos. Os resultados referentes as coordenadas de
cor (L*, a* e b*) das Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:O foram apresentados como média + desvio

padrao.

3.10 Analises estatisticas

Os teores de compostos fenolicos totais (CFT) e de flavonoides (TF) nos extratos
hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt), metandlico (MeOH) e polissacarideos (PS), foram
submetidos a analise de variancia unifatorial. De modo semelhante, as atividades antioxidantes
dos extratos e controles positivos, obtidas em diferentes concentragdes, foram comparadas pela
andlise de variancia unifatorial. Quando necessario, o teste de Tukey foi utilizado para a
comparagdo das médias. Todos os pressupostos dos testes paramétricos foram atendidos,

adotando-se um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimentos dos extratos

A partir de 331 g da biomassa liofilizada da macroalga marinha vermelha Hypnea
pseudomusciformis, as extracdes com n-hexano, acetato de etila e metanol resultaram em
6,991 g (extrato Hx), 1,241 g (extrato AcOEt) e 4,465 g (extrato MeOH), correspondendo a
rendimentos de 2,11%, 0,37% e 1,35%, respectivamente (Tabela 1), os quais foram
considerados baixos.

Os polissacarideos sulfatados (PS) foram obtidos a partir de 10 g dos residuos
gerados das extra¢do com n-hexano, acetato de etila e metanol, apos secagem a 30 °C por 30
minutos. A extracdo dos PS resultou em 1,891 g, correspondendo a um rendimento de 18,91%

(Tabela 1).

Tabela 1 — Rendimentos de extragdo da macroalga marinha vermelha Hypnea

pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

Extratos Massa (g) Rendimento (%)
Hexanico (Hx) 6,991 2,11
Acetato de etila (AcOEY) 1,241 0,37
Metanolico (MeOH) 4,465 1,35
Polissacarideos sulfatados (PS) 1,891 18,91

Fonte: Autora (2026)

Os rendimentos obtidos para os extratos da macroalga H. pseudomusciformis
variaram entre 0,37% e 2,11% (Tabela 1). Estudos indicaram que o rendimento de extracdo em
algas pode variar amplamente em func¢ao da espécie, do solvente e das condi¢des experimentais,
sendo comum a obtencao de valores reduzidos quando hd maior seletividade na extragao de
metabolitos secundérios. Além disso, revisdes sobre compostos bioativos em macroalgas
destacam que a composi¢do quimica e o rendimento dos extratos sdo fortemente influenciados
por fatores como sazonalidade, condi¢cdes ambientais e método de extragdo (Alvarez-Gomez;
Korbee; Figueroa, 2016).

Ao comparar os resultados obtidos neste trabalho com os descritos por Abreu
(2022), observou-se que o rendimento do extrato em acetato de etila da feoficea Ericaria

selaginoides foi consideravelmente superior ao obtido para H. pseudomusciformis (0,37%)
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(Tabela 1), o que pode ser explicado principalmente pelas diferengas na composi¢ao quimica
entre as espécies. Macroalgas pardas tendem a apresentar maior teor de compostos lipofilicos e
fendlicos, como terpenoides e florotaninos, que possuem maior afinidade por solventes de
polaridade intermediaria, como o acetato de etila. Em contraste, macroalgas vermelhas sdo ricas
em polissacarideos sulfatados, uma macromolécula polar que ndo ¢ eficientemente extraida por
esse solvente, resultando em menores rendimentos. Além disso, fatores metodologicos, como
condigdes de extracdo e propor¢ao solvente/matriz, também podem contribuir para essa
variacao, evidenciando que o menor rendimento observado esta mais relacionado a natureza da
biomassa e a seletividade do solvente do que a eficiéncia do processo (Ajala et al., 2023;
Generali¢ Mekini€ et al., 2019).

O rendimento dos polissacarideos sulfatados (PS) obtidos de H. pseudomusciformis
foi igual a 18,91% (Tabela 1), superior ao relatado por Premarathna (2024) para Chondrus
crispus, cujos valores variaram entre 4,8% e 15%. De forma semelhante, Manggau et al. (2022)
reportaram rendimento de 6,365% para a macroalga parda Sargassum polycystum, indicando
uma eficiéncia mais baixa no processo de obtengdo. As diferengas observadas podem ser
atribuidas, principalmente, a fatores intrinsecos as espécies, uma vez que macroalgas distintas
apresentam variagoes significativas na composi¢do quimica e no teor de PS em suas paredes
celulares. Adicionalmente, parametros experimentais, como o método de extragdo, tempo,
temperatura e solvente utilizados, exercem influéncia direta sobre o rendimento final,

contribuindo para as variacdes relatadas na literatura.

4.2 Quantificacio dos teores de compostos fendlicos totais (CFT)

Para a quantificacdo dos teores de compostos fendlicos totais (CFT) nos extratos de
H. pseudomusciformis (Hx, AcOEt, MeOH e PS) foi construida uma curva de calibragdo
utilizando-se como padrao acido galico em concentragdes variando de 10 a 200 pg/mL, com
linearidade mantida até 150 pg/mL, conforme demonstrado no Grafico 1.

Os teores de CFT determinados para os extratos Hx, AcOEt, MeOH e PS
encontram-se na Tabela 2, evidenciando diferencas estatisticamente significativas entre si

(p <0,05).
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Grafico 1 — Curva padrdo de acido galico (G7384, Sigma), nas concentracdes de 10 a 150 pg/mL, usada para a

quantificac@o dos teores de compostos fenodlicos totais (CFT).
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Fonte: Autora (2026)

Tabela 2 — Teores de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt) e
metandlico (MeOH) e dos polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga marinha vermelha Hypnea

pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceard, em maio de 2024.

Extratos CFT (mg EAG/g extrato)
Hexanico (Hx) 17,451 £ 0,276
Acetato de etila (AcOEt) 15,589° + 1,048
Metanolico (MeOH) 11,056° + 0,498
Polissacarideos sulfatados (PS) 4,777¢ £ 0,120

Fonte: Autora (2026)

Os resultados de CFT apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre
todos os extratos avaliados, com maior teor observado no extrato Hx (17,451 + 0,276 mg
EAG/g), seguido pelos extratos AcOEt, MeOH e PS, que exibiu o menor valor (Tabela 2).
Considerando que os compostos fendlicos sdo majoritariamente polares, o predominio no
extrato Hx sugeriu a presenca de fendlicos de menor polaridade ou sua associagdo com
componentes lipofilicos da macroalga, favorecendo sua extracdo em solventes menos polares.
Adicionalmente, a menor concentragcdo no extrato MeOH pode estar relacionada a coextracao
de compostos nao fendlicos, reduzindo o teor relativo de fenolicos, enquanto os baixos valores

de PS sdo compativeis com sua composi¢do predominantemente carboidratada. Em conjunto,
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esses resulatdos demonstraram a influéncia da polaridade do solvente, das interagdes matriz-
composto e das condi¢des de extracdo na determinagdo do contetido fendlico.

Os teores de CFT obtidos no presente estudo (Tabela 2) foram superiores aos
relatados por Jesus et al. (2025) para Laminaria hyperborea (6,28 mg EAG/g) e Ascophyllum
nodosum (4,31 mg EAG/g), especialmente nos extratos Hx e AcOEt, que apresentaram valores
mais elevados. Essa diferen¢a pode indicar que a H. pseudomusciformis possui maior potencial
para acumulagdo de compostos fenolicos ou que o protocolo de extragdo empregado foi mais
eficiente na recuperagao desses metabolitos.

Os resultados descritos por Nursid et al. (2020) indicaram que o teor de compostos
fenodlicos tende a aumentar com a polaridade do solvente, sendo o metanol frequentemente mais
eficiente na extracdo desses metabolitos. Os extratos metandlicos das espécies Gelidium
latifolium (24,38 mg EAG/g), Laurencia sp. (24,97 mg EAG/g) e Gracilaria salicornia (23,37
mg EAG/g) apresentaram valores superiores aos observados nos extratos da macroalga H.
pseudomusciformis, especialmente no extrato MeOH (Tabela 2).

Yildiz et al. (2011) encontraram baixos teores de CFT na macroalga vermelha
Gracilaria bursa-pastoris (0,35 £ 0,05 mg EAG/g), enquanto Hidayati et al. (2023) reportaram
um teor de 4,67 mg EAG/g para o extrato metanolico de Gracilaria sp. Essas diferencas
interespecificas mostraram a variabilidade no conteudo fenodlico, possivelmente influenciada
por fatores ambientais, caracteristicas metabolicas e condi¢des de extracao.

Em condi¢des ideais, ndo se espera a presenca de CFT em extratos de PS,
considerando que estes sdo constituidos majoritariamente por unidades de agucares, enquanto
os compostos fendlicos pertencem a uma classe distinta de metabodlitos secundarios. Entretanto,
em extratos provenientes de macroalgas, a deteccao desses compostos tem sido recorrentemente
reportada, sendo atribuida, sobretudo, a coextracdo durante o processo de isolamento, a
ocorréncia de interagdes nao covalentes com a matriz polissacaridica e/ou a presenca de
impurezas decorrentes de etapas de purificagdo nao totalmente eficientes. Adicionalmente,
evidéncias sugerem que polissacarideos de origem algal podem reter pequenas quantidades de
compostos fenolicos associados, os quais podem influenciar propriedades biologicas, como a
atividade antioxidante. Nesse sentido, a quantificagdo de fendlicos totais em fragdes
polissacaridicas nao deve ser interpretada, necessariamente, como uma limitagdo metodologica,
mas sim como um indicativo do grau de pureza da amostra e das possiveis interagdes entre

diferentes classes de compostos presentes no sistema (Fernandes; Coimbra, 2023).
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4.3 Quantificacio dos teores de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina)
(TF)

A determinagdo dos teores de flavonoides (TF) nos extratos de H.
pseudomusciformis (Hx, AcOEt, MeOH e PS) foi realizada utilizando-se uma curva padrao de
quercetina, preparada em concentracdes entre 10 e 200 pug/mL. A linearidade da curva foi
mantida até¢ 100 pg/mL, conforme demonstrado no Grafico 2.

Os resultados de TF dos extratos Hx, AcOEt, MeOH e PS encontram-se na Tabela

3, evidenciando diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Grafico 2 — Curva padrdo de quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentragdes de 10 a 100 pg/mL, usada para a

quantificacdo do teor de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF).
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Fonte: Autora (2026)

Tabela 3 — Teores de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF) dos extratos hexanico (Hx),
acetato de etila (AcOEt), metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga marinha vermelha

Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

Extratos TF (mg EQg extrato)
Hexanico (Hx) Nao detectado
Acetato de etila (AcOEY) 74,902% + 3,555
Metanolico (MeOH) 26,504° + 1,122
Polissacarideos sulfatados (PS) Nao detectado

Fonte: Autora (2026)
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Os valores de TF foram detectados apenas nos extratos AcOEt (74,902 + 3,555 mg
EQ/g) e MeOH (26,504 + 1,122 mg EQ/g), sendo o primeiro significativamente maior. Nos
extratos Hx e PS, os flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) ndo foram
detectados nas concentragdes testadas (Tabela 3). Esses resultados indicaram que os
flavonoides presentes possuem polaridade intermediaria, sendo extraidos mais eficientemente
por solventes de média polaridade, ressaltando a influéncia do solvente na extragdo desses
compostos.

Ferdous et al. (2025) reportaram teor de flavonoides totais de 38,58 mg QE/g para
o extrato AcOEt da microalga Tetraselmis sp., valor inferior ao observado no presente estudo
com o mesmo solvente (74,902 mg EQ/g) e superior ao extrato MeOH (26,504 mg EQ/g),
destacando a eficiéncia de AcOEt na extracdo desses compostos (Tabela 3).

Por sua vez, Sernita, Sahidin e Soekamto (2023) encontraram teores de flavonoides
totais em extratos MeOH das rodoéfitas Gracilaria sp. (1,96 + 0,12 mg EQ/g), Gracilaria spp.
(0,72 £ 0,09 mg EQ/g) e Kappaphycus alvarezii (0,22 + 0,23 mg EQ/g), os quais foram
substancialmente inferiores aos obtidos no presente estudo com o mesmo solvente (26,504 mg
EQ/g) (Tabela 3). Hidayati ef al. (2023) também observaram baixo teor de flavonoides totais
(2,26 mg EQ/g), no extrato MeOH de Gracilaria sp., muito menor quando comparado ao de H.
pseudomusciformis (Tabela 3).Em conjunto, esses resultados ressaltaram a influéncia dos
fatores biologicos e das condi¢gdes de extracdo na determinagdo do conteudo de flavonoides,
provando a existéncia de diferencas marcantes no acimulo desses metabolitos entre espécies

de géneros diferentes ou mesmo do mesmo género.

4.4 Atividades antioxidantes in vitro

4.4.1 Capacidade de sequestro do radical livre DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazila)

A atividade antioxidante, avaliada com base na capacidade de sequestro do radical
livre DPPH, ¢ amplamente empregada na andlise de diversos materiais biologicos. Os
resultados obtidos para essa atividade, expressos pela eficiéncia na reducao do radical DPPH,
estdo apresentados na Tabela 4 e Grafico 3. As andlises foram conduzidas com o controle
positivo, acido ascorbico e com os extratos Hx, AcOEt e MeOH nas concentragdes de 50 a

2.500 pg/mL e com o extrato PS nas concentragdes de 50 a 1.000 pg/mL.
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Tabela 4 — Capacidade de sequestro do radical livie DPPH do controle positivo (adcido ascorbico) e dos extratos
hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt), metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga

marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

Padrao Extratos
Concentracao ]
Acido
(ng/mL) Hx (%) AcOEt (%) MeOH (%) PS (%)
Ascorbico (%)
50 15,767*+ 1,174 9,766+ 1,488 4,479 + 1,838 9,655+ 0,513 1,845+ 0,077
100 32,173*£ 0,979 8,718+ 1,201 3,997 + 0,337 3,667 + 0,888 3,177+ 1,018
250 87,316°+£ 5,073 8,063+ 1,125 6,924 + 1,041 2,497+ 1,011 2,754 £ 0,715
500 96,9054+ 0,108  7,571*+ 1,004 2,565+ 0,153 2,960 + 0,107 3,464 + 0,865
1.000 97,1604£0,042 7,266+ 1,817 4,436 + 0,582 4,197 £ 0,436 3,374 £ 0,031
1.500 97,080¢+£0,078  6,611*+£3,570 3,954 £ 0,406 4,040 + 1,149 -
2.000 97,1874+ 0,116 6,658+ 1,470 7,682 £ 0,046 7,498 £ 0,145 -
2.500 97,097¢£0,120  7,186*= 0,540 7,584 +£ 0,138 7,192 +£ 0,750 -

Fonte: Autora (2026)

Grafico 3 — Capacidade de sequestro do radical livie DPPH do controle positivo (acido ascorbico) e dos extratos
hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanolico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga

marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.
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Fonte: Autora (2026)

Para o acido ascorbico, usado com padrdo, os resultados mostraram aumento
progressivo da atividade de sequetro do radical DPPH com o aumento da concentragdo, até a

atividade atingir essencialmente 100% a partir de 500 pg/mL, confirmando sua elevada
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capacidade antioxidante e a adequacdo do ensaio. Em contraste, os extratos Hx, AcOEt, MeOH
e PS apresentaram atividades significativamente inferiores em todas as concentracgdes testadas,
com variagdes pouco expressivas ao longo do aumento da concentracdo. De modo geral, os
extratos analisados no presente trabalho apresentaram baixa capacidade de sequestro do radical
DPPH, sem uma resposta dose-dependente definida, contrastando com o comportamento
observado para o composto padrao (Tabela 4, Grafico 3).

Dimova et al. (2021) reportaram maxima atividade de sequestro do DPPH igual a
13,64% = 0,77%, para extratos metanolicos da clorofita Ulva rigida, valor superior aos
observados no presente estudo para o extrato MeOH de H. pseudomusciformis (Tabela 4,
Grafico 3). Da mesma forma, Widyastuti, Wulandari e Masdugqi (2023) também detectaram
atividade antioxidante classificada como muito fraca (ICso = 242,28 ppm), no extrato etandlico
da macroalga vermelha Kappaphycus alvarezii (variedade verde).

Em contapartida, Widyaswari et al. (2024) analisaram duas espécies do género
Sargassum (S. polycystum e S. ilicifolium) e encontraram atividade antioxidante de moderada a
elevada, tendo quantificado ICso de 51,34 ppm e 51,25 ppm, respectivamente. Urrea-Victoria
et al. (2022) também detectaram elevada atividade de sequestro do DPPH na feo6fita Sargassum
stenophyllum (93,3 a 100%) e na rodofita Pyropia spiralis (79,1 a 100%), cultivadas por 7 dias
em diferentes temperaturas.

Essas diferencas podem ser atribuidas a auséncia de compostos fenolicos e
flavonoides nos extratos analisados ou ao uso de extratos pouco concentrados, além de possiveis
variagdes estruturais dos metabolitos presentes. Adicionalmente, fatores como o método de
extracdo, polaridade dos solventes e grau de pureza das fragdes podem influenciar diretamente
a capacidade antioxidante, justificando as discrepancias observadas. Esses resultados ajudaram
a reforcar o fato de que a atividade antioxidante em macroalgas estd fortemente associada a
composicdo quimica dos extratos, influenciada por fatores interespecificos e condigdes
ambientais naturais e/ou de cultivo, e a presenca de metabolitos secundarios com reconhecido
potencial redox (Machado et al., 2010).

A atividade maxima de aproximadamente 3% do extrato PS de H.
pseudosmusciformis (Tabela 4, Grafico 3) foi muito inferior aquela reportada por Mousavian et
al. (2022) para a microalga marinha Picochlorum sp. (85%). Essa diferenca marcante sugeriu
que os PS analisados neste trabalho possuem menor capacidade de neutralizacao de radicais
livres, possivelmente em fungdo de variagdes estruturais, como grau de sulfatacdo, massa
molecular e conformag¢do quimica. Além disso, fatores como a espécie de origem, o método de

extracdo e o grau de pureza das amostras podem influenciar diretamente a atividade
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antioxidante, contribuindo para as discrepancias observadas entre os resultados.

4.4.2 Capacidade de sequestro do radical livre ABTS" (2,2'- azino-bis(3-ethylbenzo-

thiazoline-6-sulfonic acid)diammoninum salt)

A atividade antioxidante dos extratos Hx, AcOEt, MeOH e PS foi também avaliada
com base na capacidade de neutralizagdo do radical catibnico ABTS". Os dados obtidos
encontram-se na Tabela 5 e no Grafico 4. O 4cido ascorbico foi utilizado como controle
positivo, os extratos Hx, AcOEt, MeOH foram testados em concentragdes de 50 a 2.500 pg/mL

e o extrato PS, nas concentra¢des de 50 a 1.000 pg/mL.

Tabela 5 — Capacidade de sequestro do radical livre ABTS" do controle positivo (4cido ascorbico) e dos extratos
hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanolico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga

marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

. Padrao Extratos
Concentragao _
Acido
(ug/mL) _ Hx (%) AcOEt (%) MeOH (%) PS (%)
Ascorbico (%)

50 15,580°42,490  11,996*£0,966  22,159°1,539  16,263%+2,124  25,046%+2,247
100 28,517°+2.517 12,440°+1,209  25,598%+1,014 17,406°+0,410 21,6980+3,341
250 76,141°+1,814 13,148%+1,566  27,458%°+1,142 16,672°+1,134 20,444°+1,089
500 100,0689+0,408 13,029%+2,059  24,378%+1,953 17,841°+1,990 22,040°+1,875
1.000 100,2659+0,056  13,5412+0,936  30,070°+0,919 22,091°+0,964 28,252+3,783
1.500 100,0779£0,400 13,677%+0,218  35,0109+0,949 24,549°+1,937 -
2.000 100,486%0,173  15,523%+£1,297  42,434°£2,080 30,010°+0,624 -
2.500 100,299¢£0,281  17,446°t1,159  41,189°t1,948 30,684°+1,486 -

Fonte: Autora (2026)
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Gréfico 4 — Capacidade de sequestro do radical livrie ABTS" do controle positivo (4cido ascorbico) e dos extratos
hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt), metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga

marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.
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Fonte: Autora (2026)

Verificou-se um aumento de atividade dependente da concentragdo para o padrao
acido ascorbico, que atingiu valores proximos a 100% a partir de 500 pg/mL. Os extratos,
apresentaram comportamento semelhante. Entre eles, o AcOEt exibiu o melhor desempenho
global, com crescimento progressivo da atividade antioxidante, alcangando valores superiores
a 40% nas maiores concentragdes, sendo estatisticamente superior aos demais extratos em
concentragoes elevadas (Tabela 5, Grafico 4). Esse resultado preconiza maior eficiéncia na
extracdo de compostos bioativos de polaridade intermediaria, possivelmente relacionados a
atividade antioxidante.

O extrato MeOH apresentou atividade moderada, com aumento gradual conforme
a concentracao, atingindo cerca de 30% nas maiores concentragdes, indicando a presenca de
compostos antioxidantes, porém em menor quantidade ou eficdcia quando comparado ao
extrato AcOEt. Ja no extrato Hx, os menores valores foram detectados em todas as
concentragdes, com baixa variagao, sugerindo reduzida presenga de compostos antioxidantes
no extrato mais apolar (Tabela 5, Grafico 4).

O extrato PS apresentou comportamento intermediario, com valores relativamente
elevados nas menores concentragdes (especialmente a 50 pg/mL), porém sem tendéncia clara
de aumento proporcional com a concentracao (Tabela 5, Grafico 4), o que pode demonstrar a

presenca de compostos com atividade antioxidante mais eficientes em baixas doses ou possiveis
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interferéncias na resposta do ensaio.

Os resultados do presente estudo, quando comparados aos descritos por Inacio
(2023), revelaram diferengas marcantes quanto ao comportamento antioxidante de espécies de
macroalgas e solventes de extracdo. Enquanto o extrato aquoso da rodofita Jania rubens
apresentou elevado desempenho, atingindo 99,65% de inibi¢do do radical ABTS",
correspondendo a um forte potencial antioxidante, possivelmente associado a presenca de
compostos fendlicos hidrossoluveis, na espécie H. pseudomusciformis observou-se um perfil
distinto. O extrato AcOEt apresentou maior atividade no ensaio ABTS*, com valores superiores
a40%, enquanto o MeOH alcangou aproximadamente 30% nas maiores concentragdes testadas
(Tabela 5, Grafico 4). Essa variagao pode sinalizar que, embora ambas as espécies apresentem
potencial bioativo, a eficiéncia antioxidante esta diretamente relacionada a natureza quimica
dos metabdlitos extraidos e a polaridade do solvente utilizado, ressaltando o fato de que
compostos de média polaridade podem desempenhar papel mais relevante em H.
pseudomusciformis (Tabela 5, Grafico 4), ao passo que compostos mais polares parecem ser
predominantes em J. rubens.

A atividade de inibicao do radical ABTS" reportada por Youssef ef al. (2023), para
o extrato acetonico da rodofita Corallina officinalis, nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL, foi
de 29,42% + 0,57% e 46,39% =+ 0,63%, respectivamente, superior aquela observada para os
extratos AcOEt e MeOH, nas maiores concentracdes (Tabela 5, Grafico 4). Esses dados
reforcaram o fato de que, embora ambas pertencam ao grupo das macroalgas vermelhas, C.
officinalis apresentou maior eficiéncia antioxidante, pois niveis elevados de inibi¢do foram
registrados em baixas concentragdes, enquanto para H. pseudomusciformis foi necessario
concentragdes mais elevadas para alcangar respostas semelhantes (Tabela 5, Grafico 4). Essas
diferencas podem ser atribuidas tanto a maior afinidade da acetona para extrair compostos
bioativos com alta atividade antioxidante, quanto as particularidades do perfil quimico da
espécie, sugerindo maior concentracdo ou maior reatividade de metabolitos antioxidantes em
Corallina officinalis quando comparada a H. pseudomusciformis.

De acordo com Lee, Hwang e Kim (2025), a atividade antioxidante da macroalga
parda Sargassum filicinum, avaliada pelo ensaio ABTS", foi de 13,20% =+ 0,54%, tendo sido
considerada baixa e semelhante aos resultados observados para H. pseudomusciformis,
especialmente para extratos de menor eficiéncia antioxidante, como o Hx ou mesmo o MeOH
em concentragdes iniciais (Tabela 5, Grafico 4). Essa similaridade sugeriu que, em ambas as
situacdes, hd uma menor concentragdo ou menor reatividade de compostos capazes de

\

neutralizar o radical ABTSY, o que pode estar diretamente relacionado a natureza dos
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metabolitos extraidos e a polaridade do solvente empregado. Além disso, valores reduzidos de
inibicdo podem indicar que os compostos antioxidantes presentes possuem baixa afinidade pelo
radical ABTS" ou estdo presentes em quantidades insuficientes para promover uma resposta
assertiva. Dessa forma, os resultados refor¢aram o fato de que a atividade antioxidante ¢
fortemente dependente tanto da composi¢ao quimica da espécie quanto das condi¢des de
extracdo, e que nem todas as macroalgas vermelhas ou pardas apresentam elevado potencial
antioxidante sob as mesmas condi¢des experimentais.

Mousavian et al. (2022) demonstraram que os PS das microalgas Chlorella
sorokiniana e Chlorella sp. apresentaram elevada atividade antioxidante, com mais de 90% de
sequestro do radical ABTS'. Em comparagdo, os valores obtidos para PS extraidos da
macroalga vermelha H. pseudomusciformis, variando de 1,845% + 0,077% a 3,464% + 0,865%,
indicaram uma atividade consideravelmente inferior (Tabela 5, Grafico 4). Essa discrepancia
evidenciou que a capacidade antioxidante dos PS pode variar amplamente entre diferentes
espécies, sendo influenciada por caracteristicas estruturais, como grau de sulfatagdo, massa
molecular e conformagdo, além de fatores metodologicos, incluindo condi¢des de extragdo e

pureza das amostras analisadas.

4.4.3 Poder de quelacgdo de ions ferrosos (FIC)

Os dados referentes a capacidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC) encontram-se
dispostos na Tabela 6 e Grafico 5, abrangendo o controle positivo, EDTA e os extratos Hx,
AcOEt e MeOH, testados nas concentracdes entre 50 e 2.500 ug/mL e o extrato PS nas
concentragdes de 50 a 1.000 pg/mL.

Os resultados de capacidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC) demonstraram
comportamento claramente dependente da concentragdo para o padrao EDTA, que atingiu
valores proximos de 100% a partir da concentracao de 250 pg/mL, mostrando elevada eficiéncia
na complexagdo de ions ferrosos (Fe?"). Esse perfil confirmou a elevada afinidade do EDTA
por ions metalicos e validou a sensibilidade do método empregado, uma vez que o controle

positivo teve elevada capacidade de quelagio de Fe?* em concentragdo baixa.
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Tabela 6 — Poder de quelagdo de ions ferrosos (FIC) do controle positivo (EDTA) e dos extratos hexanico (Hx),
acetato de etila (AcOEt) e metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga marinha vermelha

Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceard, em maio de 2024.

Concentragio Padrao Extratos
(ug/mL) EDTA (%) Hx (%) AcOEt (%) | MeOH (%) PS (%)

50 32,524*+0,611 24,445°+3,405 28,109%£1,487 10,939"+0,307 36,445+5,880
100 66,877°+0,222 19,754°*+2,521 39,298+3,685 13,692°+3,463 4,254%+1,397
250 100,427°40,128  41,734°+4,841 43,249%+3 185 13,199%+3,055 7,682+0,804
500 99,893°+0,028 76,419°£3,967 44,442°+3 949 15,0617+0,049 4,526%+0,453

1.000 99,934°+£0,055  75,691%+0,790  28,813%+3,687 16,508"+6,105 2,529%+0,491

1.500 99,904°+0,037 77,906°¢1,013 29,8617£1,352 12,721*+0,919 -

2.000 99,815°£0,088  69,073%+1,558  20,672°+0,612 11,272%£1,148 -

2.500 99,931°+0,081 68,024°£1,102  24,995%+£3,157  12,126°+1,826 -

Fonte: Autora (2026)

Grafico 5 — Poder de quelagdo de ions ferrosos (FIC) do controle positivo (EDTA) e dos extratos hexanico (Hx),
acetato de etila (AcOEt) e metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga marinha vermelha

Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

—e— EDTA
—@&— Hx
—&— AcOEt
—e&— MeOH
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Concentragdo (ng/mL)

Fonte: Autora (2026)

Entre os extratos, o Hx apresentou o melhor desempenho, com aumento progressivo
da atividade até atingir valores superiores a 75% nas concentracoes intermediarias (500-1.500

png/mL) (Tabela 6, Grafico 5). Esse comportamento sugeriu a presenca de compostos com
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capacidade de interagdo com ions metalicos, mesmo sendo um extrato de baixa polaridade.
Embora a quelagdo de ferro seja frequentemente associada a compostos polares, como
fendlicos, estudos indicam que outros metabdlitos, incluindo terpenoides e compostos
lipofilicos, também podem contribuir para esse mecanismo. A leve reducdo da atividade em
concentragdes mais elevadas pode estar relacionada a saturagdo do sistema ou a formacgao de
agregados que dificultam a interagdo com o Fe*" (Gutiérrez-Del-Rio et al., 2021; Wojtunik-
Kulesza; Dubiel; Klimek, 2025).

O extrato AcOEt apresentou atividade intermedidria, com valor maximo de
44,442% + 3,949%, seguidos de declinio em concentragdes mais elevadas (Tabela 6, Grafico
5). Esse perfil pode estar associado a presenca de compostos com grupos funcionais capazes de
coordenar ions metalicos, como hidroxilas e carbonilas, tipicos de compostos fenolicos de
polaridade intermediaria. A capacidade quelante de compostos fenolicos estd diretamente
relacionada a sua estrutura quimica, especialmente a posi¢ao e nimero de grupos hidroxila, o
que pode justificar a atividade moderada observada (Sun; Shahrajabian, 2023).

Por outro lado, o extrato MeOH apresentou baixa capacidade quelante e auséncia
de resposta dependente da concentracdo (Tabela 6, Grafico 5), indicando que os compostos
extraidos nesse solvente possuem baixa afinidade por Fe?'. Esse resultado reforgou que nem
todos os compostos polares contribuem efetivamente para a quelagdo de metais, mesmo sendo
frequentemente associados a atividade antioxidante em outros ensaios.

O extrato PS apresentou comportamento distinto, com maior atividade (36,445% =+
5,880%) na menor concentracdo (50 pg/mL) e redugdo acentuada nas concentragdes
subsequentes (Tabela 6, Grafico 5). Esse padrdao pode estar relacionado a limitagdes fisico-
quimicas, como aumento da viscosidade, formag¢ao de agregados ou impedimento estérico, que
dificultam a interag¢@o entre os grupos funcionais dos polissacarideos (como sulfatos) e os ions
Fe?" em concentragdes mais elevadas. Embora polissacarideos sulfatados de macroalgas sejam
descritos como agentes quelantes, sua eficiéncia depende da acessibilidade dos grupos
anidnicos e da conformac¢ao molecular (Guehaz et al, 2025).

De modo geral, os resultados indicaram que a capacidade de quelagcdo de ions
ferrosos ndo estd exclusivamente relacionada a polaridade dos extratos, sendo fortemente
influenciada pelas caracteristicas estruturais dos compostos presentes, como grupos hidroxila e
carbonila capazes de interagir com ions metalicos (Kejik et al., 2021). O extrato Hx, apesar de
menos polar, demonstrou maior eficiéncia, sugerindo a contribui¢ao de metabdlitos alternativos
na complexacdo de Fe®*. Esses resultados reforcaram a importancia de avaliar diferentes

extratos e mecanismos antioxidantes, uma vez que a atividade quelante pode divergir
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significativamente de outros métodos antioxidantes, como DPPH e ABTS.

Ruiz-Medina, Sanson e Gonzalez-Rodriguez (2022) analisaram extratos
metanolicos de 24 macroalgas, ¢ os dados de FIC demonstraram que essa atividade foi
fortemente influenciada pelo processamento da biomassa e pela composicdo quimica das
espécies, apresentando comportamento varidvel entre macroalgas. Eles verificaram que em
cerca de 50% das espécies, como Canistrocarpus cervicornis ¢ Grateloupia imbricata, a
atividade foi significativamente maior em amostras in natura, indicando possivel degradagao
ou alteracao estrutural de compostos quelantes apds a secagem, enquanto em outras, como
Wrangelia argus, a atividade foi favorecida pela desidratacdo, sugerindo maior exposi¢ao ou
liberagdo de metabolitos ativos. A perda total da atividade em Jania virgata reforcou a
sensibilidade de determinados compostos as condi¢des de secagem, ao passo que espécies como
Lophocladia trichoclados mantiveram ou aumentaram sua eficiéncia, ressaltando estabilidade
quimica mais acentuada. Algumas espécies apresentaram valores elevados, como G. imbricata
(73,81%) e L. trichoclados (até 74,48%), destacando o potencial natural dessas macroalgas
como agentes quelantes. De modo geral, como observado nos seus resultados experimentais
(Tabela 6), a atividade FIC ndo dependeu apenas da polaridade dos extratos, mas principalmente
da estrutura e disponibilidade de grupos funcionais capazes de interagir com Fe*", sendo
também influenciada por fatores como concentragdo, processamento € possiveis interagoes
intermoleculares.

De acordo com Chaiklahan et al. (2025), os polissacarideos extraidos da macroalga
verde Caulerpa lentillifera apresentaram FIC de 0,88 mg/mL, indicando baixa eficiéncia
quelante em comparagdo aos resultados obtidos no presente estudo, cuja atividade maxima de
36,445% =+ 5,880% (Tabela 6, Grafico 5). Essa diferenca pode estar relacionada a variagdes na
composicdo quimica dos polissacarideos, no grau de sulfatacdo, na estrutura molecular e nas
condi¢des experimentais empregadas, fatores que influenciaram diretamente a interagdo com

Fe?** e, consequentemente, a capacidade quelante.

4.4.4 Poder de reducdo de ions férricos (FRAP)

Os resultados do poder de redugdo de ions férricos (FRAP) para o controle positivo,
BHA, e para os extratos Hx, AcOEt e MeOH, nas concentragdes entre 50 e 2.500 pg/mL, e o
extrato PS, nas concentracdes de 50 a 1.000 pg/mL estdo apresentados na Tabela 7 e Grafico 6.
Os dados correspondem a média = desvio padrao das absorbancias medidas a 700 nm.

A interpretacdo dos resultados baseou-se na relagdo direta entre os valores de
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absorbancia e a capacidade redutora: quanto maior a absorbancia, maior o FRAP. Para o BHA,

observou-se um aumento progressivo da atividade redutora até a concentracao de 1.000 pg/mL.

Tabela 7 — Poder de redugdo de ions férricos (FRAP) do controle positivo (BHA) e dos extratos hexanico (Hx),
acetato de etila (AcOEt), metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga marinha vermelha

Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceard, em maio de 2024.

Concentragao Padrao Extratos
(ug/mL) BHA Hx AcOEt MeOH PS

50 0,24032£0,0105  0,0459°+0,0023  0,0429°+0,0026 0,04822+0,0008 0,0385%+0,0007
100 0,3956°+0,0054  0,0434°+0,0043  0,0463*+0,0015 0,0580°+0,0080 0,0403*+0,0017
250 0,7296°+0,0929  0,0444°+0,0042 0,0529*+0,0020 0,0590°+0,0035 0,0397°+0,0023
500 1,34829+0,0523  0,0640'+0,0174 0,0575%+0,0025 0,6980°+0,0021 0,0425%+0,0017

1.000 1,9057°40,1118  0,0671°+0,059  0,0805°+0,0035 0,9000%+0,0021 0,0413?+0,0020

1.500 1,6525+0,2276  0,0739*°+0,0048 0,0872°+0,0083  0,1277°+0,0060 -

2.000 1,7317¢£0,1050  0,0879°£0,0047  0,1307°+0,0087  0,1435%0,0013 -

2.500 1,6302t£0,1317  0,0879°+0,0054  0,1267°+£0,0136  0,1530%£0,0038 -

Fonte: Autora (2026)

Grafico 6 — Poder de redugdo de ions férricos (FRAP) do controle positivo (BHA) e dos extratos hexanico (Hx),
acetato de etila (AcOEt), metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da macroalga marinha vermelha

Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.
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Fonte: Autora (2026)
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O composto padrao BHA apresentou aumento progressivo do poder redutor com a
concentragdo, atingindo valor méximo de 1,9057 + 0,1118 em 1.000 pg/mL, seguido de leve
estabilizacao/queda (Tabela 7, Grafico 6). Esse comportamento ¢ tipico de compostos com alta
capacidade de doacao de elétrons, refletindo eficiéncia na redugdo de Fe*' para Fe?*'. As
diferengas estatisticas entre as concentragdes confirmam um efeito dose-dependente bem
definido, validando o ensaio (Tabela 7, Grafico 6).

Embora o extrato MeOH tenha apresentado FRAP baixo nas menores
concentragdes, houve um aumento a partir de 500 pg/mL (0,6980 + 0,0021), atingindo 0,9000
+ 0,0021 em 1.000 pg/mL. Esse resultado indicou capacidade redutora em concentragdes
intermediarias, sugerindo a presenga de compostos, possivelmente fenolicos, com potencial de
doagdo de elétrons. A queda brusca em 1.500 pg/mL (0,1277 + 0,0060) e discreto aumento, a
seguir (Tabela 7, Grafico 6), pode indicar instabilidade dos compostos, interferéncia no ensaio
ou até saturacdo do sistema, o que ¢ relativamente comum em matrizes complexas (Spiegel et
al., 2020).

O extrato AcOEt apresentou comportamento moderado, com aumento gradual da
atividade em fun¢do da concentragdo, atingindo valores mdximos nas maiores concentragdes
(Tabela 7, Grafico 6). Esse perfil sugeriu presenca de compostos com capacidade redutora
intermediaria, provavelmente fenolicos de média polaridade, mas em menor quantidade ou
eficiéncia em relagdo ao extrato MeOH.

O extrato Hx apresentou os menores valores, com leve aumento nas maiores
concentragdes, indicando baixa capacidade de reducdo (Tabela 7, Grafico 6). Esse resultado foi
coerente com a natureza apolar desse extrato, que tendeu a concentrar compostos com menor
capacidade de doacao de elétrons (Fioroni et al., 2023).

Os PS apresentaram baixa atividade de redugdo em todas as concentragdes testadas
(Tabela 7, Grafico 6). De fato, os polissacarideos ndo sdo reconhecidos como fortes agentes
redutores no ensaio FRAP, explicando a baixa atividade global (Nwachukwu et al., 2021).

Na literatura, observa-se uma diferenca marcante no FRAP de extratos MeOH e Hx
e entre espécies. El-Sheekh et al. (2021) afirmaram que os extratos MeOH apresentam FRAP
(mg equivalentes de 4cido ascorbico/g extrato) significativamente superiores em todas as
macroalgas, com destaque para Jania rubens (22,7 £ 1,0) e Taonia atomaria (22,6 £ 0,8),
seguidas por Padina pavonia (13,6 £ 0,2) e Corallina elongata (4,1 = 0,1). Em contraste, os
extratos Hx exibiram atividade FRAP muito baixa, variando de 0,25 a 4,1, com os maiores
valores em 7. atomaria (4,1 £0,2) e os menores em J. rubens (0,35 £ 0,0) e C. elongata (0,25

+ 0,0). Esse padrao mostrou que o poder redutor esta fortemente associado a extragdo com
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solventes polares, como o metanol, sugerindo a predominancia de compostos com alta
capacidade de doacdo de elétrons, como fendlicos, enquanto os extratos apolares (hexano)
concentraram metabolitos com baixa contribui¢ao para esse mecanismo. Além disso, a variacao
entre espécies indicou que a composi¢do quimica também desempenhou papel fundamental.
Os valores de FRAP reportados por Premarathna et al. (2024) para PS da macroalga
Ahnfeltiopsis devoniensis (40,3 = 2,4 a 372,6 + 3,4 ng/mL) e Chondrus crispus (378,1 £2,1 a
585,9 + 2,1 pg/mL) mostraram ampla variagao na capacidade de redugdo de ions férricos entre
diferentes macroalgas, indicando que a atividade antioxidante foi fortemente dependente da
composicao estrutural dos polissacarideos. De modo geral, os maiores valores observados em
C. crispus sugerem maior eficiéncia na doagdo de elétrons, possivelmente associada a
diferengas no grau de sulfatacdo, peso molecular e conformacao das cadeias polissacaridicas,
fatores conhecidos por influenciar a atividade redutora. Em contraste, os valores mais baixos
registrados para A. devoniensis indicaram menor potencial antioxidante nesse mecanismo
especifico. Esses resultados reforcaram que, embora polissacarideos possam apresentar
atividade no ensaio FRAP, sua eficiéncia ¢ variavel e, geralmente, inferior a de compostos
fendlicos, sendo altamente dependente da estrutura quimica e das condigdes de extracao, o que

deve ser considerado ao comparar diferentes estudos.

4.4.5 Atividade inibitoria do branqueamento do f-caroteno (BCB)

Os resultados da atividade antioxidante avaliada pelo ensaio de inibicdo do
branqueamento do -caroteno (BCB) estdo expressos em percentual de inibi¢do, como média +
desvio padrao, e apresentados na Tabela 8 e Grafico 7. As amostras analisadas incluiram o
controle positivo - 4cido ascorbico, os extratos Hx, AcOEt e MeOH, testados nas concentragdes
de 50 a 2.500 pg/Ml, e o extrato PS, nas concentracdes de 50 a 1.000 pg/mL.

Verificou-se que os extratos AcOEt, MeOH e PS de H. pseudomusciformis
apresentaram semelhante eficdcia na inibicdo do branqueamento do B-caroteno em comparagao

ao acido ascorbico, em todas as concentragdes avaliadas (Tabela 8, Grafico 7).
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Tabela 8 — Atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB) do controle positivo (4cido ascérbico) e
dos extratos hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt) e metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da
macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio

de 2024.

. Padrao Extratos
Concentragdo _
Acido
(ng/mL) ' Hx (%) AcOEt (%) | MeOH (%) PS (%)
ascorbico (%)

50 81,808%+1,237 70,397°+1,371 84,435+2,276 84,555+0,188 83,904+2,066
100 83,795*+1,876 81,503°+0,437  86,805%+0,497  86,666°+0,848 -

250 87,887°+1,188 80,191°+0,700  88,0372+0,268  88,013%+1,561  86,5612*+0,833
500 89,755%+0,323  79,288°+0,485  89,655°+0,141  90,297t0,948  87,634°+0,728
1.000 90,962°+0,674  75,335°+1,636  89,689%+1,124  90,4679+0,360  88,392°+1,117
1.500 92,259°+1,660 72,324°£0,827  89,943%+2.194  90,588+0,445 -
2.000 92,335°¢1,039  65,589°t1,747  88,876+1,318  90,8829+1,026 -
2.500 92,204°+0,234 - 91,194°£3,442  89,272°+0,469 -

Fonte: Autora (2026)

Grafico 7 — Atividade inibitéria do branqueamento do -caroteno (BCB) do controle positivo (acido ascorbico) e
dos extratos hexanico (Hx), acetato de etila (AcOEt) e metandlico (MeOH) e polissacarideos sulfatados (PS), da
macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio

de 2024.
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Os resultados do ensaio de branqueamento do B-caroteno (BCB) revelaram que
todos os extratos (Hx, AcOEt, MeOH e PS) da macroalga vermelha H. pseudomusciformis
apresentaram atividade antioxidante relevante, com variagdes dependentes da concentragao e
do tipo de extrato (Tabela 8, Grafico 7). De modo geral, o controle positivo (4cido ascorbico)
exibiu aumento progressivo da atividade com a elevag¢ao da concentragdo, partindo de 81,81%
(50 pg/mL) até atingir valores superiores a 92% nas maiores concentragdes, o que confirmou
sua elevada capacidade antioxidante e valida o ensaio.

Os extratos AcOEt e MeOH se destacaram por apresentarem atividades
antioxidantes elevadas e comparaveis ao padrdo em diversas concentracdes. J4 na menor
concentragdo (50 pg/mL), ambos os extratos apresentaram valores superiores ao acido
ascorbico, indicando alta eficiéncia na prevengao da oxidagao lipidica mesmo em baixas doses.
Esse comportamento se manteve relativamente estdvel ao longo das concentragdes testadas,
com valores proximos ou superiores a 89% nas maiores concentragdes, sugerindo a presenca
de compostos com forte capacidade de neutralizagdo de radicais livres (Tabela 8, Grafico 7).

O extrato Hx, por outro lado, apresentou atividade antioxidante inferior aos demais
e uma tendéncia de redug@o com o aumento da concentragao, iniciando com 70,40% (50 pg/mL)
e baixando para 65,59% (2.000 ug/mL). Esse comportamento pode estar relacionado a
predominancia de compostos apolares, que, em alguns casos, possuem menor efici€éncia em
sistemas de emulsdo como o ensaio BCB, ou ainda a possivel presen¢a de compostos com efeito
pré-oxidante em concentragdes mais elevadas (Sotler ez al., 2019).

O extrato PS apresentou atividade antioxidante, variando de 83,90% (50 pg/mL) a
88,39% (1.000 pg/mL). Observou-se um discreto aumento da atividade com a elevacdo da
concentracgao, seguido de estabiliza¢do nas maiores concentragdes, sugerindo um possivel efeito
de saturacdo. O desempenho dos PS permaneceu proximo ao do acido ascorbico, evidenciando
seu potencial como antioxidante natural (Tabela 8, Gréfico 7).

De forma geral, os resultados indicaram que os extratos mais polares (AcOEt e
MeOH) e o PS apresentaram maior potencial antioxidante no sistema BCB, quando comparados
ao extrato Hx (Tabela 8, Grafico 7). Esses resultados reforgaram a importancia da polaridade
dos solventes na extragdo de compostos bioativos e sugerem que H. pseudomusciformis pode
ser uma fonte promissora de substancias com potencial aplicagdo antioxidante, especialmente
em sistemas lipidicos.

De acordo com O’Sullivan ef al. (2011), no ensaio de descoloragdao do B-caroteno
(BCB), todos os extratos de macroalgas, na concentragdo 10 mg/mL, reduziram o

branqueamento do -caroteno em pelo menos 50%. Dentre eles, destacaram-se os extratos das
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feoficeas Ascophyllum nodosum e Fucus vesiculosus, com 76,3% e 71,2% de protecao,
respectivamente. O trolox, usado como padrdo, nas concentracdes de 0,05 a 0,53 mg/mL
apresentou atividade de 77% a 100%. As atividades mais baixas registradas nos extratos algais
ocorreram, possivelmente, devido a menor pureza e a complexidade de suas matrizes. Mesmo
assim, os resultados indicaram que as macroalgas sdo fontes promissoras de antioxidantes em
sistemas lipofilicos, capazes de retardar a degradacdo do B-caroteno, embora sua eficicia

dependa da concentragdo e da composi¢ao quimica dos extratos.

4.5 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), empregando como fase
movel o sistema n-hexano:acetato de etila (50:50, v/v), possibilitou a detec¢ao de 151
compostos distintos, com base nos valores dos fatores de retencao (Rf) determinados. Esse
quantitativo revelou ampla diversidade quimica entre os extratos (Hx, AcOEt e MeOH) e as
fragdes (Fr. Hx, Fr. AcOEt, Fr. MeOH:H-O e Fr. Res. MeOH:H»O) avaliados, evidenciando a
elevada complexidade metabdlica da matriz investigada.

Tal complexidade ¢ consistente com o perfil quimico geralmente descrito para
macroalgas marinhas, organismos que sintetizam uma variedade de metabdlitos secundarios
como estratégia adaptativa frente a pressdes ambientais, incluindo exposicdo a radiagdo
ultravioleta, predacdo por herbivoros e flutuacdes de salinidade. Dessa forma, o expressivo
nimero de compostos observados refor¢ou o potencial quimico da espécie estudada e sua
relevancia para investigagdes fitoquimicas aprofundadas (Carpena et al., 2024).

Entre os extratos brutos, o AcOEt apresentou o perfil cromatografico mais
diversificado, evidenciado pelo maior nimero de compostos detectados pelos diferentes
reveladores, sendo o Unico no qual todos os reveladores empregados detectaram pelo menos
um composto. Esse comportamento pode ser atribuido a polaridade intermediaria do solvente,
que favorece a extracdo de metabolitos com ampla faixa de polaridade, incluindo compostos
fendlicos, terpenoides oxigenados e outras substancias de carater moderadamente polar. Tal
caracteristica conferiu ao extrato AcOEt maior diversidade quimica detectavel por diferentes
sistemas reveladores.

Em contraste, a fragdo acetato de etila (Fr. AcOEt) apresentou o menor numero de
compostos detectados, com apenas dois Rf identificados, sob as condi¢des cromatograficas
empregadas. Esse resultado pode indicar baixa concentracdo de metabolitos nessa fracdo ou

limitagdo da fase modvel utilizada na adequada resolu¢do de seus constituintes. Também ¢
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possivel que os compostos presentes possuam baixa reatividade frente aos reveladores
empregados.

Os reveladores vanilina e anisaldeido destacaram-se como os mais eficientes, uma
vez que permitiram a deteccdo de compostos em todas as amostras analisadas, incluindo
extratos e fracdes. Esses reagentes sdo amplamente reconhecidos por sua sensibilidade frente a
diferentes classes de compostos organicos, especialmente metabdlitos fendlicos, terpenoides e
compostos carbonilicos. A elevada resposta observada sugeriu predominancia de metabodlitos
secundarios reativos a esses sistemas cromogeénicos.

A fragdo residual metanol agua (Fr. Res. MeOH:H>O) apresentou o maior nimero
de compostos detectados pelos reveladores, indicando concentragdo significativa de substancias
de maior polaridade. Esse resultado foi coerente com a natureza desses sistemas extrativos, que
tendem a concentrar compostos fendlicos, flavonoides e outras substancias hidrossoluveis. A
maior diversidade de Rf nessa fracdo sugeriu que parte expressiva dos metabolitos presentes
na matriz apresentou carater polar ou semi-polar.

De modo geral, os resultados demonstraram que o sistema eluente empregado
(Hx:AcOEt 50:50, v/v) foi eficiente na separacao de compostos com ampla faixa de polaridade,
embora diferengas marcantes tenham sido observadas entre extratos e fragcdes. O destaque do
extrato AcOEt e da fracdo mais polar (Fr. Res. MeOH:H>0) sugeriu que metabolitos de
polaridades maiores predominaram na matriz analisada, indicando potencial quimico relevante

para investigagdes posteriores de isolamento e caracterizagao estrutural.

4.6 Avaliacao toxicologica das fragcoes

4.6.1 Atividade fitotoxica contra sementes de pepino aodai melhorado (Cucumis sativus)

Os resultados dos ensaios de fitotoxicidade da fragdo hexanica (Fr. Hx) e fragdo
residual metanol agua (Fr. Res. MeOH:H:0), avaliadas em sementes de pepino aodai

melhorado (Cucumis sativus), estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Resultados das médias de crescimento radicular (MCR), porcentagem relativa de germinagdo (RSG),
porcentagem relativa de crescimento radicular (RRG) e indice de germinagédo (IG) da atividade fitotoxica da fragéo
hexanica (Hx) e a fragdo residual metanol agua (Fr. Res. MeOH:H,»0), nas concentragoes 100 ¢ 1.000 pg/mL,
obtidas a partir da macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco,
Caucaia, Ceara, em maio de 2024, e dos controles negativo e positivo, contra sementes de pepino aodai melhorado

(Cucumis sativus), ap6s sete dias de incubagao.

Identificacio MRC (mm) | RSG (%) RRG (%) IG (%)
Fr. Hx 100 pg/mL 128,531 96,667 102,833 99,406
Fr. Hx 1.000 pg/mL 119,6345 96,667 95,715 92,525
Fr. Res. MeOH:H,O 100 pg/mL 133,693 100 106,963 106,963
Fr. Res. MeOH:HO 1.000 pg/mL 63,693 93,333 50,958 47,561
Controle negativo (CN) 104,723 93,333 - -
CN com cloroférmio 124,990 100 - -
Controle positivo (CP) 0 0 0 0
CP com cloroférmio 0 0 0 0

Fonte: Autora (2026)

Nos controles negativos, agua destilada e dgua destilada acrescida de 1 mL de
cloroférmio, foi realizada analise estatistica, que evidenciou diferenca significativa (p < 0,05)
nos valores de germinacgdo e crescimento das plantulas. Diante dessa diferencga, e considerando
que as fragdes avaliadas continham cloroférmio, adotou-se como referéncia o controle negativo
com cloroférmio, por apresentar similaridade com as condi¢des experimentais. Assim, a média
do controle negativo com cloroférmio foi utilizada nos calculos das medidas de crescimento
radicular (MCR), porcentagem relativa de germinacdo (RSG), porcentagem relativa de
crescimento radicular (RRG) e indice de germinacdo (IG) (Tabela 9).

Nos controles positivos, solucao salina a 0,5% e solu¢do salina a 0,5% acrescida de
1 mL de cloroférmio, conforme esperado, ndo houve germinacdo das sementes de C. sativus
(Tabela 9). Segundo Oliveira e Oliveira (2023), a presenca de NaCl interfere negativamente no
desenvolvimento vegetal em diferentes fases. A intensidade da resposta varia entre as sementes,
mas, em muitos casos, mesmo baixas concentracdes de sal ja sdo suficientes para comprometer
a emergéncia das plantulas, devido a reducdo do potencial hidrico do meio, que limita a
absorcao de 4agua, além do desequilibrio nutricional e dos efeitos de toxicidade i6nica.

O controle negativo apresentou valores elevados de RSG (93,33%), confirmando a
viabilidade do sistema experimental e a auséncia de interferéncia significativa do solvente. J&

o controle positivo resultou em inibicao total (/G = 0%), validando a sensibilidade do ensaio
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e demonstrando sua capacidade de detectar efeitos toxicos (Tabela 9). Em conjunto, os dados
indicaram que, enquanto a Fr. Hx mostrou-se biologicamente segura nas condigdes avaliadas,
a Fr. Res. MeOH:H>O apresentou potencial citotdxico na concentragdo mais elevada, o que
deve ser considerado em aplicagdes futuras.

Os resultados demonstraram que a Fr. Hx. ndo apresentou fitotoxicidade nas
concentragdes avaliadas. Em 100 pg/mL, IG foi 99,41%, com RSG igual a 96,67% e RRG de
102,83%, indicando que, além de ndo inibir, essa concentracao pode ter favorecido levemente
o crescimento radicular. Na concentracao 1.000 pg/mL, houve discreta redug¢do no 1G (92,53%)
eno RRG (95,71%), mas os valores ainda permaneceram elevados, sugerindo que a Fr. Hx. ndo
¢ fitotoxica nem mesmo na maior concentracao (Tabela 9).

A Fr. Res. MeOH:H>O apresentou comportamento claramente dependente da
concentracdo. Na menor concentragdo (100 pg/mL), observou-se IG de 106,96%, com RSG de
100% e RRG de 106,96%, indicando efeito estimulatério sobre a germinagdo e o crescimento
radicular (Tabela 9). Esse tipo de resposta pode estar associado a presenca de compostos
bioativos que, em baixas concentragdes, atuam promovendo o desenvolvimento vegetal.
Entretanto, na concentragdo 1.000 pg/mL, houve uma redug¢do acentuada nos parametros
avaliados, IG de 47,56% e RRG de 50,96%, evidenciando efeito fitotoxico, o que caracteriza
uma resposta tipica de dose-dependéncia.

Os controles negativos apresentaram altos valores de germinacdo e crescimento,
com destaque para o controle com cloroformio (MRC de 124,99 mm e RSG de 100%) (Tabela
9), indicando que o cloroférmio, nas condigdes testadas, ndo exerceu efeito inibitdrio relevante
e pode até ter favorecido o crescimento radicular em relacdo ao controle somente com agua.
Esse resultado justificou sua utilizagdo como referéncia para os calculos dos parametros
relativos. Por outro lado, os controles positivos, com e sem cloroférmio, apresentaram inibi¢ao
total (IG = 0%), confirmando a sensibilidade do bioensaio e sua adequagdo para detectar
efeitos fitotoxicos.

De modo geral, os dados evidenciaram que a atividade das fragdes foi influenciada
pela concentracao, sendo a Fr. Hx. considerada segura nas condi¢des avaliadas, enquanto a Fr.
Res. MeOH:H>O apresentou potencial fitotoxico na maior concentragdo, apesar de promover
estimulo ao crescimento em baixas concentragdes. Esses resultados reforgaram a importancia
de avaliar diferentes concentracdes para compreender melhor o efeito biologico de extratos
naturais.

Segundo Chukwuma et al. (2024), no ensaio fitotoxico com sementes de alface

utilizando extratos da rodofita Mastocarpus stellatus e da fedfita Palmaria dioica (1,5 mg/mL),
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observaram que os extratos polares (aquoso e metanolico) promoveram aumento no
crescimento das plantulas em pelo menos 34%, sugerindo efeito bioestimulante. Em contraste,
o extrato hexanico nao apresentou atividade, possivelmemte atribuida a auséncia de compostos
bioativos nesse extrato. Por outro lado, os extratos de acetato de etila foram os que exibiram
maior fitotoxicidade, especialmente para M. stellatus, que reduziu o crescimento em 44,5%,
seguido por P. dioica (20,2%). Esses resultados sugeriram que os compostos de polaridade
intermedidria possam estar mais associados a fitotoxicidade, embora o efeito global tenha sido
relativamente moderado, possivelmente em funcao da concentracao empregada.

De acordo com Puglisi et al. (2020), ao avaliarem o efeito de extratos das
microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus quadricauda na germinacdo de sementes da
planta angiosperma da familia Amaranthaceae, Befa vulgaris, verificaram efeito positivo
significativo (p < 0,01), dependente da concentracdo. O extrato de C. vulgaris destacou-se pela
maior eficiéncia, promovendo aumentos expressivos na germinag¢ao, com valores até 3,8 vezes
superiores ao controle nos estagios iniciais ¢ mantendo desempenho elevado ao longo do
periodo avaliado. Em contraste, o extrato de S. quadricauda apresentou efeito mais discreto e
tardio, com incrementos a partir do quarto dia e aumentos de até 1,3 vez em relagdo ao controle.
De modo geral, os resultados evidenciaram o potencial bioestimulante de extratos algais.

O estresse salino prejudica a germinagao € o crescimento de plantas, mas o uso de
bioestimulantes a base de algas pode mitigar esses efeitos. Um estudo com a planta da familia
Apocynaceae, Calotropis procera, usando extratos de Sargassum angustifolium e Spirulina
platensis, mostrou melhora significativa na germinagdo, vigor e crescimento sob estresse de
salinidade, com condutividade elétrica de 0, 7,5, 15 e 30 deciSiemens por metro (dS/m) de agua
do mar diluida.

Os extratos de algas foram mais eficazes, aumentando a germinagao e a tolerancia
ao sal em diferentes niveis. Em geral, baixas concentragdes desses extratos elevaram o
desempenho das plantas e a tolerancia ao estresse salino, indicando seu potencial como

bioestimulantes agricolas (Jafarlou et al., 2021).

4.6.2 Atividade citotoxica contra nauplios de Artemia sp.

O ensaio de letalidade frente a nauplios de Artemia sp. no estdgio II de
desenvolvimento demonstrou a atividade biologica das fragdes hexanica e residual
metanol:dgua (Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H>0), obtidas da macroalga marinha vermelha H.

pseudomusciformis, nas concentragdes 100 e 1.000 ug/mL. A mortalidade observada, bem
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como o percentual de organismos mortos no controle, encontram-se detalhados na Tabela 10,
permitindo comparar o efeito toxico das duas fracdes ao longo do tempo de exposicao (24 e 48
horas). Esses rseultados foram relevantes para discutir o potencial citotdxico e a presenca de

compostos bioativos na espécie avaliada.

Tabela 10 — Letalidade de nauplios de Artemia sp. frente a fragao hexanica (Fr. Hx) e a fragdo residual metanol
agua (Fr. Res. MeOH:H,0), nas concentracdes 100 e 1.000 ng/mL, obtidas a partir da macroalga marinha vermelha
Hypnea pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024, apds exposi¢do ao

dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%, por 24 ¢ 48 h.

24 h 48 h
Identificagao N¢individuos | % individuos | N¢individuos | % individuos
Total | Mortos mortos Total | Mortos mortos

Fr. Hx. 100 mg/mL 40 0 0 40 2 5

Fr. Hx. 1.000 mg/mL 40 40 100 40 40 100

Fr. Res. MeOH:H,O 100 pg/mL 40 0 0 40 2 5

Fr. Res. MeOH:H,O 1.000 pg/mL 40 0 0 40 40 100
Controle negativo (CN) 40 0 0 40 0 0
Controle positivo (CP) 40 40 100 40 40 100

Fonte: Autora (2026)

No presente estudo com fracdes da macroalga H. pseudomusciformis, o
dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% foi utilizado como controle positivo, apresentando
mortalidade de 100% dos nauplios de Artemia sp. apds 24 horas de exposicao, o que indicou
um efeito deletério sob as condi¢des testadas (Tabela 10). Esse resultado foi consistente com
relatos da literatura que indicaram que o DMSO pode apresentar atividade bioldgica em
sistemas aquaticos, especialmente em concentragdes elevadas, levando a respostas de
toxicidade em organismos modelo (Khalid ez al., 2025).

O controle negativo composto por agua do mar artificial ndo apresentou
mortalidade dos nauplios de Artemia sp. apds 48 horas de exposicdo, indicando adequada
viabilidade dos organismos e estabilidade das condig¢des experimentais ao longo do ensaio
(Tabela 10). Esse resultado confirmou que as condi¢des de cultivo ndo foram responséaveis por
efeitos deletérios, assegurando a validade do experimento e permitindo a interpretagdo
confiavel da atividade observada nas fragdes testadas em comparagao aos controles.

A Fr. Hx apresentou efeito toxico dependente da concentragdo sobre os nauplios de
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Artemia sp. Na concentragdo 100 pg/mL, ndo foi observada mortalidade ap6s 24 horas, porém,
apos 48 horas, registrou-se a morte de dois nauplios, indicando baixa toxicidade e efeito tardio.
Em contrapartida, na concentracao 1.000 pg/mL, os organismos apresentaram reducao imediata
da atividade locomotora, seguida de mortalidade total poucos minutos apds a exposi¢ao,
caracterizando efeito agudo e intenso.

A Fr. Res. MeOH:H:0 apresentou comportamento semelhante, porém menos
pronunciado. Na concentracdo 100 ug/mL, ndo houve mortalidade nas primeiras 24 horas,
sendo observada a morte de dois nauplios apenas apds 48 horas, sugerindo baixa toxicidade
tardia. Ja na concentragdo 1.000 pg/mL, ocorreu letalidade de 100% dos organismos apos 48
horas de exposi¢ao.

De modo geral, ambas as fragdes apresentaram baixa toxicidade na menor
concentracdo e elevada toxicidade na maior concentracdo testada, evidenciando efeito
dependente da dose e do tempo de exposi¢do. No entanto, a Fr. Hx apresentou agdo mais rapida
e intensa em comparacao a Fr. Res. MeOH:H-O, sugerindo diferencgas relacionadas a polaridade
e a composi¢ao quimica dos compostos bioativos presentes.

Tubril et al. (2024) realizaram um ensaio de letalidade utilizando Artemia sp. como
modelo para triagem preliminar da atividade citotoxica de extratos etanolicos da cloréofita Ulva
intestinalis. O extrato bruto na concentracdo 100 pg/mL provocou 50% de mortalidade,
indicando efeito citotoxico moderado. O valor de CLso foi de 92,38 pg/mL, enquanto o controle
positivo, dicromato de potassio (K2Cr20-), apresentou CLso de 125,28 pg/mL, sugerindo que o
extrato da macroalga exibiu atividade citotoxica relativamente mais intensa em comparagao ao
controle utilizado.

A Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0 de H. pseudomusciformis demonstraram efeito
toxico com mortalidade total observada em 1.000 mg/mL e baixa mortalidade a 100 mg/mL
(Tabela 10). Comparativamente, o extrato da macroalga vermelha Eucheuma spinosum,
apresentou elevada toxicidade no ensaio com Artemia salina, com CLso de 58,82 ppm (=0,058
mg/mL), indicando alta poténcia biologica em baixas concentragdes (Hamrun et al., 2020).
Dessa forma, os resultados evidenciaram que o extrato de E. spinosum foi consideravelmente
mais citotoxico, uma vez que promoveu efeito letal em concentracdes muito inferiores,
enquanto as Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:O apresentaram um perfil de menor toxicidade relativa
(Tabela 10).

De modo geral, os resultados obtidos com Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:O de
H. pseudomusciformis apresentaram atividade bioldgica dependente da concentracdo e do

tempo de exposi¢ao, com perfis distintos quanto a cinética de a¢do, destacando-se o efeito
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agudo da Fr. Hx e a resposta tardia da Fr. Res. MeOH:H->0. Quando comparados com os dados
da literatura, observou-se menor poténcia citotoxica nas fragoes (Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H20)
deste estudo, o que pode estar relacionado a natureza dos compostos extraidos. Assim, embora
os resultados tenham confirmado o potencial bioativo das fragdes analisadas, sua menor
toxicidade relativa pode representar uma vantagem em aplicacdes que demandem maior
seguranc¢a. No entanto, tais achados devem ser considerados preliminares, sendo necessarios
estudos adicionais para isolamento dos compostos ativos, elucidacdo dos mecanismos de agao

e avaliacao toxicologica mais aprofundada.

4.6.3 Atividade toxicolégica no modelo experimental zebrafish (Danio rerio)

Durante o periodo experimental de 96 horas, os zebrafish expostos a Fr. Hx nas
concentragdes 100 e 1.000 pg/mL apresentaram 100% de sobrevivéncia durante todo o
experimento, ndo sendo observadas alteracdes comportamentais severas ou sinais evidentes de
toxicidade aguda, quando comparados aos individuos do grupo controle.

Os parametros fisico-quimicos da agua permaneceram, de modo geral, dentro das
condi¢des adequadas para manutencdo da espécie nas 96 h de duracdo do experimento.
Entretanto, observou-se aumento discreto nos niveis de amonia nas ultimas 48 h, provavelmente
relacionado ao acimulo de excretas dos animais, associado a auséncia de trocas parciais de
agua durante o periodo experimental. Essa pequena alteracdo ndo foi suficiente para
comprometer o bem-estar e/ou a sobrevivéncia dos individuos.

Os animais do grupo controle apresentaram peso médio de 0,383 g + 0,126 g e
comprimento médio de 3,82 cm + 0,68 cm, enquanto os grupos tratados com Fr. Hx. 100 pg/mL
e 1.000 pg/mL apresentaram médias de 0,351 g+ 0,084 g e 0,325 g+ 0,072 g para peso, € 3,69
cm=* 0,37 cme 3,51 cm £ 0,29 cm para comprimento, respectivamente (Tabela 11).

A utilizagdo do zebrafish como modelo experimental ¢ amplamente empregada em
ensaios toxicologicos devido a sua elevada sensibilidade fisiologica, facilidade de manutengdo
e boa correlagdo com respostas observadas em outros vertebrados. Nesse contexto, a avaliagao
biométrica dos animais, por meio das medidas de peso e comprimento individuais, antes e apds
o periodo experimental, foi realizada com o objetivo de garantir a homogeneidade dos grupos

experimentais e maior rigor cientifico aos ensaios.
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Tabela 11 — Peso e comprimento, expressos como média + desvio padrao (n = 10), de zebrafish (Danio rerio), do
grupo controle e da fragdo hexanica (Fr. Hx), de Hypnea pseudomusciformis, nas concentra¢cdes 100 ¢ 1.000

pg/mL, durante 96 horas.

. Fr. Hx Fr. Hx
Identificaca ntrol ’ '
dentificagdo Grupo controle 100 pg/mL 1.000 pg/mL
Peso (g) 0,383+ 0,126 0,351 £ 0,084 0,325+ 0,072
Comprimento (cm) 3,82+0,68 3,69 +0,37 3,51+0,29

Fonte: Autora (2026)

Resultados semelhantes foram observados por Yang et al. (2018), que avaliaram o
efeito de extratos ricos em arsénio das macroalgas marinhas pardas Ecklonia cava, Undaria
pinnatifida e Hizikia fusiformis sobre zebrafish e verificaram auséncia de diferencas
significativas na taxa de sobrevivéncia de embrides e adultos nas concentracdes testadas. Na
concentragdo 100 ppm, o ritmo cardiaco, a morte celular ou a produgdo de espécies reativas de
oxigénio ndo mostraram diferenca estatistica nos embrides.

Gonzélez-Penagos et al. (2024) observaram alteracdes morfoldgicas e efeitos
toxicos em embrides de zebrafish expostos ao extrato etandlico de Sargassum spp.,
principalmente em concentragdes mais elevadas (200 mg/L e 400 mg/L), evidenciando que a
toxicidade de compostos derivados de macroalgas pode variar de acordo com o tipo de extrato

e a dose empregada.

4.7 Avaliacio dos filmes biodegradaveis

Filmes comestiveis atuam como barreiras protetoras entre o alimento e o ambiente,
contribuindo para sua conservacao. Nesse contexto, a incorporagao de compostos bioativos tem
sido amplamente investigada, especialmente aqueles derivados de macroalgas marinhas, que
sdo fontes de polissacarideos com elevada capacidade de formagdo de filmes,
biodegradabilidade e baixa toxicidade. Além disso, esses biopolimeros podem apresentar
atividades antioxidantes e antimicrobianas, favorecendo o aumento da vida util dos alimentos
e a manutencao da qualidade (Sinha, 2025).

Os filmes foram preparados a partir de uma matriz de carragenana, polissacarideo
extraido da macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis, sendo posteriormente
incorporados com a Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0 nas concentracdes de 100 ¢ 1.000 pg/mL.

Apos a obtencao dos filmes, eles foram avaliados quanto as propriedades de permeabilidade ao
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vapor de agua, solubilidade em 4gua e parametros de cor.

4.7.1 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Na Tabela 12 estdo apresentados os valores de espessura dos filmes de carragenana
incorporados com Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H-O, nas concentragdes de 100 e 1.000 pg/mL,
juntamente com os respectivos valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA), permitindo
avaliar a influéncia da incorporacao das fragdes nas propriedades fisicas e de barreira dos

filmes.

Tabela 12 — Resultados da espessura e permeabilidade ao vapor de agua (PVA), dos filmes de carragenana
incorporados com a fragdo hexanica (Fr. Hx) e a frag@o residual metanol agua (Fr. Res. MeOH:H,0), nas
concentragdes 100 e 1.000 pg/mL, obtidas a partir da macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis,

coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

Caracteristicas avaliadas
Identificagao .
Espessura (mm) PV A (g/dia - m - atm)
Fr. Hx 100 pg/mL 0,039+0,010 0,234 + 0,058
Fr. Hx 1.000 pg/mL 0,035 +0,007 0,196 + 0,041
Fr. Res. MeOH:H,O 100 pg/mL 0,057+ 0,013 0,300 + 0,071
Fr. Res. MeOH:H,O 1.000 pg/mL 0,042 £ 0,010 0,224 £ 0,053
Controle 0,057+ 0,133 0,340 + 0,080

Fonte: Autora (2026)

Os valores médios de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes contendo
as fragdes foram numericamente inferiores ao do filme controle. O menor valor foi observado
para o filme incorporado com a Fr. Hx na concentra¢dao de 1.000 pg/mL (0,196 + 0,041
g/dia-m-atm), seguido da Fr. Hx 100 pg/mL (0,234 + 0,058 g/dia-m-atm). Os filmes contendo
a Fr. Res. MeOH:H-O apresentaram valores intermediarios, enquanto o controle apresentou o
maior valor médio de PVA (0,340 + 0,080 g/dia-m-atm).

De modo geral, a redugdo da PV A foi acompanhada pela diminui¢do da espessura
dos filmes, sugerindo uma organizagdo estrutural mais eficiente e menor passagem de vapor de
agua. Resultados semelhantes foram descritos por Tyuftin et al. (2022), demonstrando que a
eficiéncia de barreira ndo depende apenas da espessura, mas também da estrutura do material.

Gongi et al. (2022), ao caracterizarem filmes biodegradaveis a base de substancias
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poliméricas extracelulares (EPS) da microalga Graesiella sp., relataram permeabilidade ao
vapor de agua de 0,038 + 0,006, indicando uma propriedade de barreira superior a maioria dos
filmes a base de biopolimeros. Esse valor foi inferior aos observados no presente estudo (Tabela
12), sugerindo que a composicao baseada em EPS pode promover uma estrutura mais densa e
menos permeavel, possivelmente devido a maior coesdo intermolecular e organizagdo da matriz
polimérica.

Por fim, os resultados indicaram que a permeabilidade ndo depende exclusivamente
da espessura, mas também da estrutura interna e das interagdes moleculares promovidas pelas
fragdes incorporadas. Esse comportamento refor¢ou que modificagdes na composicao do filme
podem ser mais determinantes para as propriedades de barreira do que variagdes dimensionais

isoladas.

4.7.2 Solubilidade em dgua (S)

Os filmes controle apresentaram valores finais de solubilidade (S) entre 0,0004 g e
0,0024 g, ap6s 24 horas de imersdo em agua, indicando que parte do material permaneceu
insolivel e manteve sua integridade estrutural. A porcentagem de solubilidade desses filmes
variou entre 84% e 98%.

Em contraste, os filmes contendo Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0O apresentaram
solubilidade total em agua, independentemente da concentra¢do utilizada (100 ou 1.000
ug/mL), demonstrando completa dissolucdo dos filmes no meio aquoso. O aumento da
concentracdo nao alterou esse comportamento, sugerindo que o efeito das fracdes sobre a
solubilidade j4 havia atingido seu limite nas condi¢des avaliadas.

De modo geral, os resultados indicaram que a incorporacao das fracdes aumentou
a afinidade dos filmes por agua, favorecendo sua dissolucdo. Esse efeito pode estar relacionado
a modificacdo da estrutura do material, facilitando a penetracdo e a a¢do da agua.

Augusto et al. (2024) verificaram que a incorporagdo de extrato de Sargassum
resultou em filmes com maior resisténcia a agua, comprovada por uma reducao de 11% na
solubilidade. Esse comportamento contrastou com os resultados do presente estudo, em que a
adi¢do da Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H-O promoveu solubilidade total dos filmes, indicando que
o efeito dos extratos sobre essa propriedade pode variar de acordo com sua composi¢ao quimica
e interagdo com a matriz polimérica.

Sousa (2023), ao estudar filmes elaborados com carragenana e incorporados com 1,

2 e 4 mg do extrato e da fracdo hexanica da macroalga parda Lobophora variegata, observou
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que, ap6s 24 h de imersdo em agua destilada a 25 °C, os filmes se dissolveram completamente.
Esse comportamento foi atribuido a natureza hidrossoluvel da carragenana, cuja caracteristica
foi mantida mesmo com a adi¢do dos extratos. Esse achado estd em concordancia com o
presente estudo, no qual os filmes contendo Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0 também apresentaram
solubilidade de 100%, evidenciando que a matriz polimérica exerceu papel predominante nesse
parametro, mantendo elevada afinidade com a 4dgua independentemente da incorporagdo das
fracoes.

Dessa forma, os resultados indicaram que a solubilidade dos filmes esta fortemente
relacionada a natureza da matriz polimérica, sendo a carragenana determinante para a elevada
afinidade com a agua, mesmo na presenga das fragdes incorporadas. Observou-se que a adi¢ao
de Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0 nao foi suficiente para reduzir essa caracteristica, resultando
em filmes completamente soluveis. Assim, embora essa propriedade possa ser vantajosa para
aplicagdes especificas que demandem rapida dissolugdo, também limita o uso desses materiais
em sistemas que exigem maior resisténcia a umidade, devendo sua aplicagdo ser

cuidadosamente direcionada conforme a finalidade desejada.

4.7.3 Cor

Os valores de luminosidade (L*), bem como dos pardmetros cromaticos a* e b*,
obtidos para os filmes incorporados com Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H-O, nas concentragdes de
100 e 1.000 pg/mL, estdo apresentados na Tabela 13. Os valores de média + desvio padrao de

L*, a* e b* estdo mostrados na Tabela 14.
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Tabela 13 — Resultados das leituras das coordenadas de cor L* (luminosidade), a* (vermelho/verde: +a indica cor
vermelha e —a indica cor verde) e b* (amarelo/azul: +b indica cor amarela e —b indica cor azul), dos filmes de
carragenana incorporados com a fra¢ao hexanica (Fr. Hx) e a fragdo residual metanol agua (Fr. Res. MeOH:H»0),
nas concentracdes 100 e 1.000 pg/mL, obtidas a partir da macroalga marinha vermelha Hypnea

pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

Parametros colorimétricos
L* a* b*
Identificagao
100 1.000 100 1.000 100 1.000
pug/mL pug/mL pg/mL pug/mL ug/mL ug/mL

91,66 83,34 0,68 4,17 10,89 22,88

83,60 82,38 3,61 4,32 21,62 25,37

85,05 84,91 2,89 3,12 20,39 20,08

82,21 77,67 3,20 5,93 17,66 33,56

Fr. Hx 84,72 80,00 2,82 4,90 18,29 29,84
84,15 80,38 3,53 4,80 22,94 28,78

90,57 79,74 0,85 5,19 13,14 28,40

91,36 83,27 0,74 4,13 17,01 23,95

82,53 88,97 4,14 3,75 23,80 22,25

84,74 83,91 3,20 3,98 22,28 22,02

86,74 85,56 2,04 3,05 18,21 20,75

86,30 86,09 2,26 2,77 20,65 20,24

— 81,06 86,49 4,51 2,54 25,07 20,29
MeOHHLO 79,21 84,41 4,59 3,86 24,25 22,88
7421 80,42 5,45 5,05 28,02 28,94

71,99 78,62 8,00 5,73 34,35 31,87

89,14 79,29 1,23 5,48 16,51 31,80

88,60 84,30 1,31 3,93 17,52 23,25

Fonte: Autora (2026)
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Tabela 14 — Valores de média + desvio padrao das coordenadas de cor L* (luminosidade), a* (vermelho/verde: +a
indica cor vermelha e —a indica cor verde) e b* (amarelo/azul: +b indica cor amarela e —b indica cor azul) dos
filmes de carragenana incorporados com a fragdo hexanica (Fr. Hx) e a frac@o residual metanol agua (Fr. Res.
MeOH:H,0), nas concentragdes 100 e 1.000 pg/mL, obtidas a partir da macroalga marinha vermelha Hypnea

pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em maio de 2024.

Identificagao
Parametros
) ) Fr. Hx Fr. Res. MeOH:HO
colorimétricos
100 pg/mL 1.000 pg/mL 100 pg/mL 1.000 pg/mL
L* 86,21 + 3,86 82,30+ 3,36 82,44 £ 6,23 83,23 £3,00
a* 2,5+1,36 4,48 + 0,83 3,62+£2723 4,04+ 1,16
b* 18,42 £ 4,34 26,12 +4,31 22,98 +£5,71 24,67+ 4,84

Fonte: Autora (2026)

Os parametros colorimétricos evidenciaram variagdes nos valores de L*, a* e b*
em funcdo do tipo de fracdo e da concentragdo utilizada. Em relacdo ao parametro L*
(luminosidade), os filmes contendo a Fr. Hx apresentaram tendéncia de reducao dos valores
médios com o aumento da concentragdo de 100 para 1.000 pg/mL (de 86,21 + 3,86 para 82,30
+ 3,36), indicando filmes visualmente menos claros (Tabela 14). Esse comportamento pode
estar relacionado @ maior incorporagdo de compostos croméforos na matriz polimérica em
concentragdes mais elevadas. Para os filmes contendo a Fr. Res. MeOH:O, os valores de L*
variaram de 82,44 + 6,23 para 83,23 & 3,00, sem apresentar um padrao evidente de aumento ou
redu¢do da luminosidade, sugerindo menor influéncia da concentragdo sobre esse parametro
(Tabela 14).

Em relag¢do ao parametro a*, que representa a variacdo entre verde (-) e vermelho
(+), todos os filmes apresentaram valores positivos, indicando predominancia de tonalidades
avermelhadas. Nos filmes contendo a Fr. Hx, observou-se aumento dos valores médios de a*
com a elevacao da concentragdo (de 2,50 + 1,36 para 4,48 + 0,83), sugerindo tendéncia de
intensificagdo dessa tonalidade. Para os filmes contendo a Fr. Res. MeOH-O, os valores também
permaneceram positivos (de 3,62 + 2,23 para 4,04 £ 1,16), porém as variacdes foram menos
pronunciadas, indicando uma tendéncia de menor alteracdo desse parametro em comparagao a
Fr. Hx (Tabela 14).

Quanto ao parametro b* (variagdo entre azul (-) e amarelo (+)), todos os filmes
apresentaram valores positivos, evidenciando predominancia de coloragdo amarelada. Nos
filmes contendo a Fr. Hx, observou-se aumento dos valores médios de b* com o incremento da

maior concentragado (de 18,42 + 4,34 para 26,12 + 4,31), sugerindo intensificacdo da tonalidade
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amarela, possivelmente relacionada a presenca de compostos lipofilicos pigmentados. Nos
filmes contendo a Fr. Res. MeOH-O, também foi observada tendéncia de aumento dos valores
médios de b* (de 22,98 + 5,71 para 24,67 + 4,84), embora essa variagdo tenha sido menos
pronunciada (Tabela 14).

De forma geral, os resultados indicaram uma tendéncia de maior variacdo dos
parametros colorimétricos nos filmes contendo a Fr. Hx, especialmente na maior concentragdo,
com redugao dos valores médios de luminosidade (L*) e aumento dos parametros a* e b*. Em
contraste, os filmes contendo a Fr. Res. MeOH-O apresentaram varia¢des mais discretas e sem
um padrao tdo evidente, sugerindo menor interferéncia visual na matriz de carragenana (Tabela
14). Esses aspectos sdo relevantes, uma vez que alteragdes de cor podem influenciar a
aceitabilidade do consumidor e a aplicacao dos filmes em sistemas alimenticios.

Os valores de luminosidade (L*) observados neste estudo mostraram-se proximos
aos relatados por Vieira et al. (2025) para filmes elaborados a partir de polissacarideos
sulfatados de Gracilaria birdiae (81,14 + 122 a 85,58 + 0,87), evidenciando um
comportamento semelhante entre diferentes sistemas filmogénicos derivados de macroalgas
vermelhas. Essa proximidade preconiza que esses biopolimeros possuem, de modo geral,
elevada capacidade de formar filmes com boa transparéncia e aparéncia clara, caracteristicas
desejaveis para aplicagdes em embalagens comestiveis. Além disso, as pequenas variagdes nos
valores de L* podem estar associadas as diferencgas de concentracao das fragdes incorporadas e
as interacdes com o glicerol, que influenciam a estrutura da matriz e, consequentemente, a
dispersao da luz no material.

Dessa forma, os resultados obtidos reforgaram o potencial dos filmes a base de algas
marinhas como materiais promissores para aplicagdo em embalagens biodegradédveis, uma vez
que, além de apresentarem caracteristicas fisico-quimicas adequadas, podem atuar como
barreiras contra oxigénio e umidade, reduzindo processos de deterioracdo. A capacidade de
formar uma atmosfera modificada contribui para a inibigdo do crescimento microbiano e para
a diminui¢do de reagdes oxidativas, prolongando a vida util dos alimentos. Adicionalmente, a
presenca de compostos bioativos confere propriedades antimicrobianas, auxiliando na
manuten¢do da qualidade e seguranga de produtos, especialmente carneos e pescado,
evidenciando sua relevancia tecnoldgica e aplicabilidade na area de embalagens sustentaveis

(Waseem et al., 2023).
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5 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo realizar uma analise preliminar das principais
classes de compostos bioativos presentes na macroalga marinha vermelha H.
pseudomusciformis, coletada na Praia do Pacheco, no Estado do Ceara.

A macroalga marinha vermelha Hypnea pseudomusciformis foi submetida a
extracdo com n-hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), além da obtencao de
polissacarideos sulfatados (PS), apresentando rendimentos de 2,11%, 0,37%, 1,35% ¢ 18,91%,
respectivamente.

O extrato Hx apresentou o maior teor de compostos fendlicos totais (CFT),
enquanto o extrato AcOEt apresentou maior teores de flavonoides (TF), seguido do MeOH.

Quanto a atividade antioxidante, os extratos apresentaram resultados distintos de
acordo com o método empregado. Em relagdo ao DPPH, todos os extratos apresentaram baixa
capacidade antioxidante. O extrato AcOEt apresentou o melhor desempenho no ensaio ABTS",
enquanto o extrato Hx apresentou maior atividade no ensaio FIC. Pra os métodos FRAP ¢ BCB,
o extrato MeOH demonstrou maior poder redutor e maior capacidade de inibicdo da oxidacao
nas concentragdes avaliadas.

A andlise cromatografica por CCD permitiu a identificacdo preliminar de 151
compostos, evidenciando a elevada diversidade quimica da espécie. As andlises fitoquimicas
indicaram a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e polissacarideos sulfatados nos
extratos avaliados.

Nos ensaios fitotoxicologicos utilizando sementes de pepino Cucumis sativus, as
fracdes Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0O apresentaram baixa toxicidade na concentragdo de 100
png/mL, enquanto efeitos mais pronunciados foram observados em 1.000 pg/mL.

No ensaio de letalidade com nauplios de Artemia sp., ambas as fragdes
apresentaram toxicidade dependente da concentracdo e do tempo de exposi¢do, com
mortalidade total em 1.000 pg/mL, destacando-se a maior toxicidade da Fr. Hx.

No modelo experimental com zebrafish Danio rerio, a Fr. Hx ndo apresentou
toxicidade nas concentragdes avaliadas, sendo observada taxa de sobrevivéncia de 100%
durante todo o periodo experimental.

A incorporagdo das fracoes Fr. Hx e Fr. Res. MeOH:H:0O em filmes de carragenana
influenciou diretamente as propriedades fisico-quimicas dos materiais. Os filmes contendo Fr.
Hx apresentaram menores valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA), indicando

melhor propriedade de barreira. Além disso, os filmes contendo as fragcdes apresentaram
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solubilidade (S) total em 4gua apos 24 horas e alteragcdes nos parametros colorimétricos,
demonstrando influéncia das fragdes na estrutura e aparéncia dos materiais.

Dessa forma, os resultados demonstraram que H. pseudomusciformis constitui uma
fonte promissora de compostos bioativos com potencial antioxidante e aplicagdo no
desenvolvimento de filmes biodegradaveis, refor¢ando a necessidade de novos estudos para
isolamento, caracterizacdo e aplicacdo biotecnologica dos compostos responsaveis pelas

atividades observadas.
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