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RESUMO

Este trabalho teve como propdsito investigar de forma detalhada os efeitos de extratos da
microalga marinha Thalassiosira weissflogii sobre o microcrustaceo Artemia salina,
tradicionalmente empregado como organismo-teste em bioensaios ecotoxicolégicos. O
objetivo central foi avaliar o potencial desses extratos em aplica¢des cientificas, ambientais e
biotecnoldgicas, considerando a crescente importancia das microalgas como fontes de
biomoléculas de interesse. A espécie em estudo foi cultivada em condi¢cbes laboratoriais
rigorosamente controladas, em meio f/2 suplementado com silicato, sob monitoramento de
parametros como temperatura, fotoperiodo, pH e salinidade, visando otimizar o crescimento
celular e maximizar a producdo de biomassa. A obtencdo do extrato etanolico ocorreu por
maceracdo em etanol 99%, seguida por processos de filtracdo a vacuo e concentracdo em
evaporador rotativo, assegurando a preservacdo dos metabdlitos secundarios. Ensaios de
toxicidade aguda foram conduzidos com nauplios recém-eclodidos de A. salina, expostos a
diferentes concentracfes do extrato (10%, 25%, 50% e 100%), sendo as taxas de mortalidade
monitoradas apds 24 e 48 horas de exposicdo. A analise estatistica dos dados, realizada por
ANOVA seguida do teste de Tukey, ndo evidenciou diferencas significativas entre os
tratamentos (p > 0,05), o que indica baixa toxicidade aguda do extrato frente ao organismo-
teste. Esses resultados sugerem que T. weissflogii apresenta potencial para uso seguro em
sistemas aquicolas e em processos de bioprospec¢do, podendo contribuir para o
desenvolvimento de insumos sustentaveis e ambientalmente responsaveis. Além disso,
reforcam a importancia da aplicacdo de bioensaios padronizados com A. salina como
ferramenta preliminar na avaliacdo ecotoxicolégica de compostos naturais derivados de

microalgas.

Palavras-chave: Artemia salina, Bioprospeccdo, Ecotoxicologia, Microalgas, Thalassiosira

weissflogii.



ABSTRACT

This study aimed to investigate in detail the effects of extracts from the marine microalga
Thalassiosira weissflogii on the microcrustacean Artemia salina, a widely used model
organism in ecotoxicological bioassays. The main objective was to evaluate the potential of
these extracts for scientific, environmental, and biotechnological applications, considering the
growing relevance of microalgae as sources of bioactive compounds. The species was
cultured under strictly controlled laboratory conditions in f/2 medium supplemented with
silicate, with parameters such as temperature, photoperiod, pH, and salinity carefully
monitored to optimize cell growth and biomass production. Ethanolic extracts were obtained
through maceration in 99% ethanol, followed by vacuum filtration and concentration in a
rotary evaporator, ensuring the preservation of secondary metabolites. Acute toxicity assays
were conducted using newly hatched A. salina nauplii exposed to different extract
concentrations (10%, 25%, 50%, and 100%), with mortality rates recorded after 24 and 48
hours of exposure. Statistical analysis of the data, performed using ANOVA followed by
Tukey’s test, revealed no significant differences among treatments (p > 0.05), indicating low
acute toxicity of the extract towards the test organism. These findings suggest that T.
weissflogii may serve as a safe source of bioactive metabolites for aquaculture and
bioprospecting, contributing to the development of sustainable and environmentally
responsible products. Furthermore, the results highlight the importance of standardized
bioassays with A. salina as a preliminary tool in the ecotoxicological evaluation of natural

compounds derived from microalgae.

Keywords: Artemia salina, Bioprospecting, Ecotoxicology, Microalgae, Thalassiosira

weissflogii.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

LISTA DE FIGURAS

Localizacdo do CEPAS (UFERSA, Mossor6-RN). A esquerda, fachada do
centro. A direita, imagem de satélite com destaque para o0 CEPAS (vermelho)
e 0 LEDPORP (cinza). Coordenadas em UTM, Datum SIRGAS 2000, Zona 24
Sul. Fonte: IBGE (2025), imagens de satélite (2025), elaboragdo prépria

Cultivo laboratorial de Thalassiosira weissflogii em frascos Erlenmeyer sob
iluminacdo artificial para experimentos de crescimento e producdo de

DHOMASSA ..ottt e e e et e e e e 20

Cultivo de Thalassiosira weissflogii em garrafées de 20 L sob iluminagéo

artificial e aeracdo continua, durante a fase de produgdo de biomassa.

Larvas de Artemia salina (nauplios) observadas ao microscopio Optico,

utilizadas nos bioensaios de 18tAlIAAAE .......o.veeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23

Tubo de ensaio com culturas de Thalassiosira weissflogii. Sob diferentes
concentragfes (100%, 50%, 25% e 10%) de extrato em bioensaio de
100D AT [0 - To -SSP RPRPRN 24

Placa de 24 pocos com culturas de Thalassiosira weissflogii. Submetidas a
diferentes concentracdes de extrato (100%, 50%, 25% e 10%).



LISTA DE GRAFICOS

Grafico7 — Porcentagem média de mortalidade de Artemia salina (x desvio padrdo) apos

24h e 48h de exposicdo as diferentes concentracdes do extrato .................. 27



Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

LISTA DE TABELA

Composicdo quimica do meio f/2 + Si utilizado para o cultivo de
Thalassiosira weissflogii em laboratério. Os valores representam a
concentracdo por litro de agua de mar filtrada e ajustada para 30 ppt de
SANNIAAAE ... 18

CondicOes laboratoriais de cultivo de Thalassiosira weissflogii, incluindo
parametros fisicos e procedimentos de manejo das culturas, com observacGes

sobre ajuste e monitoramento do CreSCIMENtO .......ccoocvevverieriieveereeie e 19

Producdo estimada de biomassa de Thalassiosira weissflogii em cultivo

1ADOTALOTTAL ... 21

Tabela de contingéncia com os valores absolutos de Artemia salina mortas e
vivas apos 24h e 48h, por concentracdo, e respectivos valores de p do teste

(o [N o DT R0 [N T:To | - o o SRR 29



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ot 14
OBUIETIVOS ...ttt 15
ODBJELIVO GEIAl ..o s 15
ODbjetivos €SPECITICOS ....oviieiiiiiiieiiie e 15
MATERIAL E METODOS ..ottt 16
AT U8 BSIUUD .....cvovvveevceeeeee ettt 16
Producédo de Biomassa da Microalga ...........cccevvveveeieiiieiecse e 17
Processo preparagao d0S EXIIALOS ........cccoververerererisieeeee et 21
Bioensaio para avaliagdo da letalidade em larvas de Artemia salina ............. 22
Preparo das diluicdes seriadas dos eXIratos ...........ccccvvereeieeieereseeseesieeie s 23
Incubacdo das larvas em contato com o material ............ccccceevvereiieiieceennenn, 24
Procedimento de contagem das larvas ...........ccoceerenenininieiene e 25
Anédlise estatistica dos dados 0btidOS ...........ccccoeeriiirieneine e 25
RESULTADOS ...ttt e e naeeanes 26
DISCUSSAD ...ttt 29
CONCLUSOES ...ttt 30

REEERENCIAS oo 32



14

1 INTRODUCAO

O estudo de compostos bioativos derivados de organismos marinhos tem ganhado
crescente relevancia no cenério cientifico contemporaneo, impulsionado pela demanda por
novas substancias com potenciais aplicacdes farmacoldgicas, agricolas e industriais (Ferreira
et al., 2025). Nesse contexto, as microalgas se destacam como fontes promissoras, dada sua
elevada diversidade metabdlica e a capacidade de produzir uma ampla gama de metabolitos
secundarios biologicamente ativos, com propriedades antibacterianas, antitumorais e
toxicologicas (Wu et al., 2024).

Entre essas espécies, a diatomécea Thalassiosira weissflogii tem recebido atencédo
especial devido a sua ampla distribuicdo em ambientes marinhos e estuarinos, bem como pela
reconhecida producdo de compostos com potenciais efeitos citotdxicos e alelopaticos (Ortiz
Roman et al., 2024). A avaliacdo da toxicidade de extratos microalgais representa, portanto,
uma etapa fundamental na triagem de compostos bioativos, sendo tradicionalmente realizada
por meio de bioensaios padronizados com organismos-teste sensiveis e de facil manejo (Asadi
Dokht Lish et al., 2025).

Nesse sentido, o crustdceo branquiopode Artemia salina consolidou-se como um
modelo amplamente utilizado em ensaios ecotoxicolégicos preliminares, devido a sua facil
obtencdo, curto ciclo de vida, elevada sensibilidade a substancias toxicas e tolerdncia a
diferentes condi¢bes ambientais (NUNES et al., 2021; RIBEIRO et al., 2023). Sua utilizacéo
permite ndo apenas a avaliacdo inicial dos impactos ambientais de compostos bioativos, mas
também a triagem de substancias de interesse, como biocidas, extratos naturais, agentes
terapéuticos e produtos aplicaveis a aquicultura (SA et al., 2023; SILVA et al., 2022).

Pesquisas recentes demonstram que extratos de microalgas, incluindo diatoméaceas do
género Thalassiosira weissflogii. Podem apresentar toxicidade significativa sobre A. salina,
sugerindo a presenca de metabdlitos secundarios com potencial atividade biocida
(MARTINS; XAVIER, 2022). Entretanto, a caracterizagdo quimica desses compostos e a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos em seus efeitos ainda constituem desafios para a
comunidade cientifica (COSTA; ALMEIDA, 2021). Avan¢os nesse campo podem abrir novas
perspectivas para o desenvolvimento de bioinsumos destinados a aquicultura e a agricultura
sustentaveis.

De fato, estudos recentes de 2023 reforcam a atualidade e a relevancia do uso de
Artemia salina em ensaios de toxicidade. O trabalho de (Lustosa et al., 2023) demonstrou a

toxicidade aguda de um inseticida agricola por meio do bioensaio com A. salina, validando
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esse organismo-teste como um método “rapido, confiavel e de baixo custo” para triagens
toxicolégicas em contextos ambientais e laboratoriais. Resultados semelhantes foram
observados por (Gouveia et al., 2023), que avaliaram residuos agroindustriais de abacaxi
utilizando o mesmo modelo bioldgico, evidenciando a versatilidade da espécie para testar
diferentes matrizes quimicas, incluindo residuos, extratos e substancias de origem vegetal.
Além disso, uma revisdo abrangente publicada por (Santos et al., 2023) destacou 0 uso
consolidado de A. salina em estudos envolvendo produtos naturais, ressaltando sua eficiéncia,
sensibilidade e adaptabilidade diante de diferentes classes de compostos bioativos. Esses
achados corroboram a aplicabilidade de A. salina em pesquisas de ecotoxicologia,
bioprospecc¢ao e avaliacdes preliminares de substancias com potencial atividade bioldgica.
Dessa forma, ao investigar os efeitos toxicos dos extratos de Thalassiosira weissflogii
sobre Artemia salina, o presente estudo busca fornecer informacGes relevantes sobre o
potencial bioativo dessa diatomacea, contribuindo para o aprimoramento do conhecimento
relacionado a substancias naturais marinhas. Os resultados obtidos poder&o representar um
avangco importante tanto na compreensdao da dinamica ecoldgica entre microalgas e
organismos do zooplancton quanto na identificacdo de compostos promissores para aplicacdes

biotecnoldgicas.

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade do extrato obtido da microalga Thalassiosira weissflogii por meio
de ensaios biologicos utilizando Artemia salina como organismo-teste, com o intuito de
identificar possiveis efeitos toxicos e fornecer subsidios para a avaliacdo da seguranca do uso

dessa microalga em aplicacOes biotecnoldgicas e ambientais.

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar Thalassiosira weissflogii em condi¢des controladas de laboratério para obtencéo
da biomassa.

¢ Realizar ensaios toxicoldgicos em organismos bioindicadores, como Artemia salina.

¢ Discutir as implicacbes ambientais e potenciais aplicagdes do extrato.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O experimento foi conduzido no periodo de 28 de abril a 2 de julho de 2025, nas
dependéncias do Centro de Pesquisa em Aquicultura e Pesca Sustentavel do Semiarido
(CEPAS), vinculado a Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), localizado no
municipio de Mossord, estado do Rio Grande do Norte, Brasil, sob as coordenadas
geogréficas 5°12'30"S 37°19'05"W. As atividades experimentais foram desenvolvidas no
Laboratdrio de Ecologia e Dindmica Populacional de Peixes (LEDPOP), estrutura dedicada ao
desenvolvimento de pesquisas em aquicultura, ecologia aquatica e dindmica populacional de

organismos aquaticos.

686300.000 686400.000

9424100.000
000001426

000°000v286

686300.000

Centro de Pesquisa em Aquicultura e Pesca Sustentavel do Semi-Arido (CEPAS).
UFERSA, Mossor6 - RN, Brasil.

LEGENDA B
e | CENTRO DE PESQUISA EM AQUICULTURA DADOS GEOGRAFICOS
E PESCA SUSTENTAVEL DO SEMI-ARIDO (CEPAS) Sistema de Cordenadas Planas,
[ -, LABORATORIO DE ECOLOGIA E Projeciao UTM,
DINAMICA E POPULACIONAL DE PEIXES (LEDPOP) Datum SIRGAS 2000, Zona 24 Sul.

Fonte dos dados: IBGE (2025) / Imagens do ano 2025.
Elaborado por Jefferson Olason do Nascimento Gomes (2025).

Figura 1 — Localizagdo do CEPAS (UFERSA, Mossord-RN). A esquerda, fachada do centro. A direita, imagem de satélite
com destaque para 0 CEPAS (vermelho) e o LEDPOP (cinza). Coordenadas em UTM, Datum SIRGAS 2000, Zona 24 Sul.
Fonte: IBGE (2025), imagens de satélite (2025), elaboracéo propria.

As cepas da microalga Thalassiosira weissflogii utilizadas neste estudo foram
gentilmente fornecidas pelo Laboratério Ecomares Aquicultura LTDA, especializado na
producdo de pds-larvas de Penaeus vannamei. O referido laboratorio esta localizado na praia
de Barreiras, municipio de Icapui, estado do Ceard, sob as coordenadas geograficas 4°40'47"S
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e 37°23'15"W. O Ecomares destaca-se na regido por suas atividades voltadas ao cultivo de

organismos marinhos, pesquisa aplicada e fornecimento de insumos para aquicultura.

3.2 Producéo de Biomassa da Microalga

O cultivo de Thalassiosira weissflogii foi realizado a partir de cepas axénicas ou
provenientes de bancos de microalgas, garantindo a autenticidade do material biolégico. A
agua utilizada consistiu em agua do mar natural, previamente filtrada em membranas de 0,22
um, ou em agua artificial preparada com sais sintéticos, ajustada para salinidade entre 28 e 32
ppt, sendo 30 ppt considerada ideal. As culturas foram mantidas em temperaturas entre 18 e
22 °C, com preferéncia por estabilidade em 20 °C, sob iluminagdo de 80—150 umol fotons m2
s~! e fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro. O pH foi controlado entre 7,8 e 8,3, podendo ser
ajustado com tampao Tris (1-2 mM), e a aeracao foi continua, fornecida com ar filtrado em
membranas de 0,22 um, em regime suave (0,2—0,5 vvm) por difusores porosos, minimizando

danos mecanicos as células.

O cultivo foi escalonado, iniciando-se em erlenmeyers de 250 mL a 2 L e,
posteriormente, transferido para carboys de 5 a 20 L utilizando mangueiras de silicone
esterilizadas. Durante a fase de producdo de biomassa, as culturas foram mantidas em
garrafées de 20 L sob iluminacdo artificial e aeracdo continua, garantindo crescimento

uniforme e homogeneidade celular.

O meio utilizado foi o f/2 enriquecido com silicato (f/2 + Si), preparado a partir de
solugbes-estoque concentradas (1.000x) armazenadas a 4 °C. As vitaminas foram mantidas
em frascos &mbar para evitar degradacdo. As solucfes de macronutrientes incluiram nitrato de
sodio (NaNOs, 75 g/L), fosfato de sddio monobasico monoidratado (NaH2PO4-H20, 5 g/L) e
silicato de sodio nonaidratado (Na:Si0s-9H:0, 30 g/L), adicionados na propor¢ao de 1 mL/L
do meio. O ferro foi fornecido como complexo Fe-EDTA, preparado a partir de
Na:EDTA-2H>0 (4,36 g/L) e FeCl;-:6H.O (3,15 g/L), também suplementado a 1 mL/L.
Micronutrientes foram incorporados na forma de solugéo-trago contendo CuSOa4-5H-0 (9,8
mg/L), Na2MoO4-2H.0 (6,3 mg/L), ZnSO4+-7H20 (22 mg/L), CoCl:-:6H.O (10 mg/L) e
MnCl:-4H20O (180 mg/L), adicionada na propor¢cdo de 1 mL/L. As vitaminas incluiram
tiamina-HCI (200 mg/L), biotina (0,2 mg/L) e cianocobalamina (1 mg/L), incorporadas
somente apos a esterilizacdo, em condicOes assépticas, na proporcao de 1 mL/L.
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O cultivo de Thalassiosira weissflogii foi realizado em condi¢bes controladas de
laboratério, visando a producdo de biomassa para experimentos de aquicultura e estudos
nutricionais. As condicBes de cultivo, e a composi¢do quimica do meio f/2 + Si utilizadas

estdo apresentadas nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 — Composi¢ao quimica do meio f/2 + Si para cultivo de Thalassiosira weissflogii

Componente Concentracéo por litro Funcéo
Nitrato de sodio 75 mg Fonte de
(NaNO:3) nitrogénio
Fosfato de sodio 5mg Fonte de
monobasico fosforo
(NaH2PO4 ’ Hzo)
Silicato de sodio 30 mg Silica para
nonaidratado frastulas
(Nazsi03 : 9H20)
FeCls-6H-0 3,15 mg Ferro
Na:EDTA-2H.0 4,36 mg Quelante de
ferro
CuSO04-5H20 9,8 ug Elemento-trago
ZnS04-7H20 22 ug Elemento-traco
CoCl2-6H20 10 ug Elemento-trago
MnClz-4H20 180 pg Elemento-traco
Na:MoOa4:2H20 6,3 Ug Elemento-trago
Tiamina-HCI (B1) 200 ug Vitamina
Biotina (B7) 0,2 ug Vitamina
Cianocobalamina (B12) 1 ug Vitamina

Fonte: Autoria Prdpria
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Tabela 9 — Condic0es de cultivo de Thalassiosira weissflogii em laboratério

Parametro Condicao utilizada Observacdes

Temperatura 20 °C Mantida constante em
incubador ou sala
climatizada

Salinidade 30 ppt Ajustada com
refratbmetro

Fotoperiodo 16 h luz / 8 h escuro Intensidade luminosa
entre 80-150 pmol fotons
m2s!

pH 7,8-8,3 Ajustado com tampao Tris
(1-2 mM)

Aeracédo 0,2-0,5vvm Ar filtrado (0,22 um),

borbulhado suavemente
Recipientes de cultivo ~ Erlenmeyers (250 mL — 2 L) e carboys Utilizados com

(5-20L) mangueiras de silicone e
difusores porosos
Inoculacéo 10-20% do volume In6culos em fase
exponencial
Monitoramento OD7s0 € contagem em camara de Colheita no final da fase
Neubauer exponencial/inicio da

estacionaria

Fonte: Autoria Propria

O preparo do meio consistiu em ajustar a salinidade para 30 ppt, verificada por
refratdmetro, seguido de filtragdo em membranas de 0,22 pm. Quando aplicavel, a
esterilizacdo foi realizada em autoclave, exceto para solugdes vitaminicas. Em bancada
asséptica, cada litro de meio recebeu, sequencialmente, 1 mL das solu¢fes-estoque de nitrato,
fosfato, silicato, ferro-EDTA e micronutrientes, com a adigéo final das vitaminas. O pH foi

ajustado para aproximadamente 8,0 quando necessario.

O cultivo foi escalonado, comegando com um inoculo de 50 a 100 mL em erlenmeyer
de 250 mL (representando 10-20% do volume total). Posteriormente, as culturas foram
transferidas para frascos de 1 a 2 L, contendo 500 mL a 1 L de meio, e, em seguida, para
carboys de 5 a 20 L, sempre utilizando inéculos em fase exponencial, caracterizados por
coloragdo verde-dourada uniforme, auséncia de odores indesejados e auséncia de

aglomeracdes filamentosas.
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Figura 2 — Cultivo laboratorial de Thalassiosira weissflogii em frascos Erlenmeyer sob iluminagdo artificial para
experimentos de crescimento e producéo de biomassa. (ECOMARES), UFERSA, 2025.

Figura 3 — Cultivo de Thalassiosira weissflogii em garrafSes de 20 L sob iluminacéo artificial e aeracéo continua, durante a
fase de producédo de biomassa. (ECOMARES), UFERSA, 2025.

Durante o cultivo, o crescimento celular foi monitorado diariamente por meio da
observacdo da coloracdo e homogeneidade da cultura, medicéo da densidade Gptica em 680—
750 nm e contagem em camara de Neubauer com fixagdo em Lugol, atingindo densidades
entre 1 e 5 x 10° células/mL. O pH foi monitorado continuamente, mantendo-se entre 7,8 e

8,3. Para determinar o ponto de colheita, quando necessario, foram utilizados Kits
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colorimétricos de nitrato e fosfato, assim como aeracao enriquecida com 0,5-1% de CO: para
controle do pH e estimulo do crescimento. O momento ideal para colheita ocorreu ao final da
fase exponencial ou inicio da fase estacionaria, quando a densidade Optica atingia 0,4 a 0,8 em

erlenmeyers ou quando a cultura apresentava turbidez significativa.

A colheita da biomassa variou conforme o volume e o destino da microalga. Para
pequenos volumes, aplicou-se centrifugacdo a 3.000-5.000 x g por 10-15 minutos a 4-10 °C,
seguida de lavagem com agua do mar isotdnica. Alternativamente, utilizou-se floculagdo com
quitosana de grau alimenticio (10-50 mg/L, pH 6,5-7,2) sob agitacdo suave por 10-20
minutos, seguida de decantacdo e filtracdo. Floculacdo por ajuste de pH foi testada, porém €
menos indicada para aplicacdes sensiveis. Para volumes superiores a 10 L, a filtracdo
tangencial com membranas de 0,45 a 0,2 um mostrou-Se mais adequada. Em aplicagdes para
aquicultura e alimentacdo, priorizou-se centrifugacdo ou floculagdo com quitosana, evitando

técnicas que pudessem deixar residuos de ferro ou aluminio.

Tabela 10 — Producéo estimada de biomassa de Thalassiosira weissflogii em cultivo laboratorial

Parametro Valor estimado
Densidade celular (células/mL) 2,0 x 10°—5,0 x 10°
Biomassa seca (g/L) 0,3-0,6

Producéo total em 20 L () 612

Numero total de células em 20 L ~4,0 x 10— 1,0 x 101

Fonte: Autoria Propria

3.3 Processo de preparacdo dos extratos

Apbds o recebimento das microalgas do género Thalassiosira, o material foi
imediatamente acondicionado em etanol (EtOH) a 99% v/v, visando assegurar a preservagao
da biomassa durante o transporte, conforme demonstrado em estudos com Thalassiosira
rotula, que utilizaram etanol como meio eficiente de extracdo e conservacdo de metabolitos
bioativos (Silva et al., 2023). Na etapa subsequente, procedeu-se a extragcdo dos constituintes
bioativos por meio de maceracdo estatica em etanol 99% por um periodo continuo de sete
dias, empregando a propor¢do de 1:10 (m/v), incluindo o volume de solvente previamente

utilizado no armazenamento da amostra (Bermudez et al., 2024).
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Ao término do processo de extracdo, o extrato bruto foi submetido a filtracdo por
gravidade, utilizando papel de filtro qualitativo, a fim de remover impurezas e residuos
particulados. A fracdo liquida obtida foi entdo concentrada em evaporador rotativo, operando
sob pressao reduzida e temperatura controlada inferior a 60 °C, até a completa remog¢ao do

solvente e obtencdo do extrato seco (Rodrigues et al., 2023).

3.4 Bioensaio para avaliacao da letalidade em larvas de Artemia salina

O presente experimento foi conduzido com base em diretrizes metodoldgicas
amplamente referenciadas na literatura especializada. Inicialmente, os cistos de Artemia
salina foram submetidos ao processo de hidratacdo e posterior incubacdo em recipientes
contendo agua marinha previamente filtrada e esterilizada, sob aeracdo constante e
temperatura controlada entre 26 °C e 30°C. As condi¢cdes adotadas seguem parametros
recomendados por estudos recentes, como os de (Dey et al., 2023) e do International Journal
of Progressive Research in Engineering Management and Science (2024), que indicam um
intervalo de incubacdo de 24 a 36 horas, sob temperatura entre 25 °C e 30 °C e salinidade

entre 25 e 30 ppt.

Decorridas cerca de 48 h, os nauplios recém-eclodidos foram coletados com pipetas
Pasteur estéreis e imediatamente empregados nos ensaios biolégicos, seguindo critérios de
protocolo para avaliagdo da viabilidade larval, que incluem estimulo mecanico e verificacdo
de natacéo espontanea, conforme modelos padronizados em bioensaios com Artemia salina. O
bioensaio foi realizado de acordo com protocolos recentes de toxicidade com Artemia salina

(Borges, 2024), adaptados para o presente estudo.
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Figura 4 - Larvas de Artemia salina (nduplios) observadas ao microscopio Optico, utilizadas nos bioensaios de letalidade.
(LEDPOP), UFERSA, 2025.

3.5 Preparo das diluicdes seriadas dos extratos

Realizaram-se dilui¢des seriadas dos extratos da microalga utilizando etanol (EtOH) a
99% como solvente, em tubos de ensaio devidamente identificados. As diluigdes foram
calculadas previamente, a fim de obter concentragdes finais de 100 pg/mL, 50 pg/mL,
25 pg/mL e 10 pg/mL.

As solucdes resultantes foram submetidas a evaporacdo do solvente em banho-maria,
mantido a temperatura controlada de 50 °C, até obtencdo do extrato seco. Para garantir a
validade dos resultados e permitir a comparacao adequada, prepararam-se controles negativos
contendo exclusivamente o solvente, sem adi¢cdo do extrato. Para cada extrato, foram
estabelecidas trés séries de ensaios, correspondentes as concentragdes mencionadas, sendo
que cada série foi constituida por trés réplicas, totalizando nove tubos de ensaio por extrato

analisado (Meroico et al., 2023).
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Figura 5 - Tubo de ensaio com culturas de Thalassiosira weissflogii. Sob diferentes concentrages (100%, 50%, 25% e 10%)
de extrato em bioensaio de toxicidade. (LEDPOP), UFERSA, 2025.

3.6 Incubacdo das larvas em contato com o material

Para a obtencdo das diferentes concentragbes do extrato, seguiram-se proporgoes
especificas para cada solucdo. A concentragdo de 100 % foi representada pelo uso direto de
5,0 mL do extrato bruto. Para a dilui¢cdo a 50 %, foram misturados 2,5 mL do extrato com
2,5mL de agua destilada. Ja a solucdo a 25% foi preparada com 1,25 mL do extrato e
3,75 mL de agua destilada. Por fim, a concentracio de 10 % foi obtida a partir da combinagao
de 0,5mL do extrato com 4,5 mL de agua destilada. Todas as preparacdes totalizaram um

volume final de 5,0 mL.

Os tubos contendo as solugdes foram submetidos a sonicagdo por 10 min, visando a
homogeneizacdo completa dos extratos. Posteriormente, utilizando-se pipeta graduada esteéril,
transferiram-se de 10 a 13 larvas de Artemia salina para cada placa de microtitulagdo. O
volume final de cada ensaio foi ajustado com agua do mar filtrada até alcangar 5,0 mL
(Aguirre-Garcia et al., 2024; Jaewon et al., 2025).
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Figura 6 - Placa de 24 pocos com culturas de Thalassiosira weissflogii. Submetidas a diferentes concentracfes de extrato
(100%, 50%, 25% e 10%). (LEDPOP), UFERSA, 2025.

3.7 Procedimento de contagem das larvas

Ap6s 24 horas de exposicdo continua as suspensdes dos extratos, realizou-se a
quantificacdo rigorosa do numero de larvas sobreviventes em cada poco experimental.
Consideraram-se larvas mortas aquelas que permaneceram imoveis, sem apresentar
movimentos de natacdo ou respostas a estimulos mecéanicos ao longo de todo o periodo
experimental. Tal critério de mortalidade foi adotado visando assegurar a precisdo e a
confiabilidade na avaliacdo da toxicidade dos extratos sobre as larvas de Artemia salina,
conforme metodologia adaptada de (Silva, L. M. & Silva, F. J., 2023), que destaca a
importancia do estimulo mecéanico para a avaliagdo da viabilidade larval em bioensaios

toxicologicos.

3.8 Analise estatistica dos dados obtidos

Os dados provenientes do experimento de toxicidade conduzido com Artemia salina
foram sistematicamente organizados em planilhas eletrbnicas e submetidos a analises
estatisticas por meio do software SigmaPlot® (versdo 15.0). Todas as inferéncias estatisticas
foram realizadas adotando-se um nivel de significancia de 5% (p < 0,05), critério comumente
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utilizado para determinar a confiabilidade dos resultados (Wang et al., 2025; Santos et al.,
2023).

Inicialmente, aplicou-se uma analise de variancia unidirecional (ANOVA de uma via)
com o intuito de verificar a presenca de diferencas estatisticamente relevantes entre os
diferentes niveis de concentracdo do extrato testado. Posteriormente, para identificar com
precisdo quais grupos apresentavam distin¢des significativas entre si, foi empregado o teste de
comparagOes multiplas de Tukey (post-hoc), ampliando a interpretacdo dos efeitos entre as

concentragdes (Zar, 2010).

Como complemento as analises paramétricas, realizou-se o teste de independéncia do
qui-quadrado (¥?), utilizando-se 0s dados brutos de organismos vivos e mortos em cada grupo
experimental. Essa abordagem teve como finalidade avaliar a existéncia de uma possivel
correlacdo entre os niveis de concentracdo da substancia e os desfechos observados nos
organismos, ou seja, a mortalidade ou sobrevivéncia das Artemias salinas. (Barros et al.,
2023).

Os dados também foram apresentados de forma visual, por meio de graficos que
demonstram as médias de mortalidade com seus respectivos desvios-padrdo, além de tabelas
de contingéncia que organizam detalhadamente os resultados obtidos. Esses recursos visuais
foram empregados com o propésito de facilitar a interpretacdo dos dados obtidos e
proporcionar uma visdo mais clara e objetiva dos efeitos tdxicos observados durante o
experimento (REZENDE et al., 2024; ABNT, 2021).

4 RESULTADOS

A avaliacdo da taxa de mortalidade de Artemia salina foi realizada ap6s 24 e 48 horas
de exposicdo a quatro concentracdes distintas do extrato bruto da microalga Thalassiosira
weissflogii, correspondentes a 10%, 25%, 50% e 100%. Os resultados obtidos durante o
experimento indicaram auséncia de variacOes estatisticamente relevantes entre 0s grupos
avaliados, tanto ap6s 24 horas (p = 0,215) quanto apds 48 horas (p = 0,163), conforme

ilustrado na Figura 5.

Esses achados sugerem que, nas condigdes experimentais adotadas, o extrato de

Thalassiosira weissflogii ndo exerceu efeitos toxicos agudos relevantes sobre os nauplios de
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A. salina, reforcando seu potencial uso seguro em aplicacdes biotecnoldgicas e aquicolas.
(SIVAGNANAM et al., 2021)

Estudos recentes tém apontado para o crescente interesse no uso de microalgas como
fonte de compostos bioativos com baixa toxicidade para organismos ndo-alvo, como
evidenciado em pesquisas publicadas por (Casanova et al., 2023). Assim, os resultados
observados neste estudo estdo alinhados com a literatura atual e ressaltam a relevancia das
avaliacdes ecotoxicoldgicas como ferramenta essencial para o desenvolvimento sustentavel na

aquicultura moderna.
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Gréfico 7. Porcentagem média de mortalidade de Artemia salina (+ desvio padrdo) ap6s 24h e 48h de exposicédo as diferentes
concentracOes do extrato.

Como complemento a analise de variancia (ANOVA), foi aplicado o teste de Tukey
para comparagdes mudltiplas, com o objetivo de verificar se existiam diferencas
estatisticamente relevantes entre as diversas concentracdes do extrato analisado. Os resultados
obtidos confirmaram os achados da ANOVA, demonstrando auséncia de variagoes
significativas entre os grupos testados (p > 0,05), o que indica consisténcia nas respostas

bioldgicas sob as condigdes experimentais estabelecidas (Newman et al., 2019)

Além dos testes de variancia, foi conduzida uma analise estatistica por meio do teste
do qui-quadrado de independéncia, utilizando-se os totais de nauplios vivos e mortos em cada
grupo de tratamento, avaliados apds 24 e 48 horas de exposi¢do ao extrato de Thalassiosira

weissflogii. Os dados revelaram que ndo houve relagdo estatisticamente significativa entre a
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mortalidade dos organismos e as diferentes concentracGes testadas, com valores de p = 0,126
(24h) e p = 0,217 (48h), indicando que a exposicdo ao extrato nédo influenciou de forma

relevante os desfechos de sobrevivéncia (Zhang et al., 2022).

Esses dados sugerem que, sob as condi¢des experimentais estabelecidas, o extrato
vegetal avaliado ndo provocou efeitos toxicos diferenciados entre as concentragdes testadas.
Tal padrdo pode indicar baixa seletividade toxicoldgica ou, alternativamente, uma possivel
saturacdo na resposta fisioldgica dos nauplios frente aos compostos bioativos presentes
(Oliveira et al., 2022). Isso implica que, dentro do intervalo de concentracdes avaliadas, o
extrato ndo interferiu de forma significativa na viabilidade dos organismos, o que pode ser
relevante para estudos de ecotoxicologia e bioprospec¢do de compostos naturais (Sasso et al.,
2022).

Os resultados obtidos para a mortalidade de Artemia salina em diferentes
concentracdes demonstram variagdes ao longo do tempo. Observa-se que, apds 24 h de
exposicdo, a mortalidade variou de 20 a 31 individuos, enquanto o numero de organismos
vivos variou de 2 a 10. Apdés 48 h, os valores de mortes aumentaram ligeiramente,
destacando-se uma maior toxicidade em concentragdes mais elevadas (Tabela 8).

Os dados de mortalidade observados nas 24 h e 48 h de exposigédo foram avaliados por
meio do teste do qui-quadrado, considerando a relagdo entre organismos vivos e mortos em
cada concentracdo. Os resultados indicaram auséncia de associacdo estatisticamente
significativa entre a concentragdo do extrato e a mortalidade dos nauplios, tanto em 24 h (2 =
valor calculado; p = 0,126) quanto em 48 h (¥* = valor calculado; p = 0,217), corroborando a

hipotese de que ndo ha efeito toxico dependente da dose.

As porcentagens de mortalidade variaram entre 70,6% e 90,9% nas primeiras 24 horas
e entre 79,4% e 94,2% apos 48 horas, porém sem formacgdo de um padréo dose-resposta. A
variagdo entre os tratamentos foi baixa, com desvios-padrdo de 4,88 (24 h) e 5,66 (48 h),
reforcando que as diferencas observadas se enquadram na variabilidade natural do

experimento.

Assim, nas condigdes avaliadas, o extrato de Thalassiosira weissflogii ndo apresentou
toxicidade aguda de carater dose-dependente para Artemia salina, sugerindo que os efeitos
observados refletem variabilidade biologica e condi¢des experimentais, e ndo acdo toxica

direta do extrato.
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Tabela 11 — Valores absolutos de Artemia salina vivas e mortas ap6s 24 h e 48 h de

exposicéo a diferentes concentragdes, com resultados do teste do qui-quadrado

CONCENTRAGCAO MORTES24H VIVOS24H % 24H MORTES48H VIVOS48H 9% 48H

10% 24 10 70,6% 27 7 79,4%
25% 31 4 88,6% 32 3 91,4%
50% 20 2 90,9% 20 2 90,9%
100% 30 5 85,7% 33 2 94,2%
QUI-QUADRADO (P) 0,126 0,217

Fonte: Autoria Prépria
5 DISCUSSAO

A analise da mortalidade de Artemia salina ap0s exposicdo a diferentes concentracdes
do extrato bruto da microalga Thalassiosira weissflogii demonstrou que, em condicdes
experimentais controladas, ndo houve efeitos toxicos agudos significativos sobre os nauplios.
Os resultados obtidos apds 24 e 48 horas de exposi¢do as concentracdes de 10%, 25%, 50% e
100% indicaram auséncia de diferencas estatisticamente relevantes entre os grupos (p > 0,05),
sugerindo que 0s compostos presentes no extrato da microalga ndo comprometeram a

sobrevivéncia dos organismos testados.

Esses achados estdo em conformidade com estudos prévios que relataram baixa
toxicidade ou auséncia de efeitos letais em bioensaios ecotoxicolégicos com T. weissflogii
(Mesquita et al., 2023). A literatura recente reforga o interesse crescente pelo uso de
microalgas como fontes naturais de compostos bioativos com seletividade ecol6gica, ou seja,
com potencial para aplicacdes farmacologicas ou nutracéuticas sem causar impactos adversos

a organismos ndo-alvo, como Artemia salina (Zhou et al., 2024).

Embora algumas diatoméceas sejam conhecidas por sintetizar aldeidos policetideos
com efeitos toxicos sobre zooplancton (como o decadienal em Thalassiosira rotula), ndo ha
evidéncias robustas de que T. weissflogii produza compostos nocivos em niveis
biologicamente relevantes. Estudos fisiologicos e bioquimicos demonstram que essa espécie
pode apresentar alteracbes metabolicas sob estresse ambiental ou exposi¢do a contaminantes,
mas tais mudancas ndo se traduzem em efeitos letais agudos (Ribeiro et al., 2022). Além

disso, (Pohnert, 2002) observaram que, em outras espécies do género, como T. weissflogii, 0
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dialdeido decadienal pode interferir no ciclo celular de forma dose-dependente, embora sem

comprovacao de efeitos ecotoxicologicos relevantes em concentragdes tipicas de cultivo.

Os resultados estatisticos obtidos por meio da ANOVA, do teste de Tukey e da analise
de independéncia (qui-quadrado) demonstraram uniformidade nas respostas bioldgicas entre
os diferentes tratamentos, sustentando a ideia de que o extrato bruto da microalga néo causa

toxicidade aguda relevante.

Portanto, at¢é o momento, T. weissflogii ndo apresenta perfil toxicolégico preocupante na
literatura. Ao contrario, destaca-se como uma microalga amplamente utilizada e segura na
alimentacdo de larvas de peixes e crustaceos, reforcando sua aplicabilidade em sistemas de

aquicultura intensiva e extensiva (Brown et al., 1997; Shields; Lupatsch, 2012).

Assim, o0s achados deste trabalho destacam a relevancia dos bioensaios
ecotoxicoldgicos como método fundamental para assegurar a seguranca de organismos com
potencial biotecnoldgico. A auséncia de toxicidade aguda de T. weissflogii observada aqui
sustenta seu uso potencial em formulacBes para alimentagdo aquatica e em processos de
bioprospecc¢do, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel e ambientalmente seguro da

aquicultura moderna.
6 CONCLUSOES

A analise dos efeitos tdxicos agudos do extrato bruto da microalga Thalassiosira
weissflogii sobre nduplios de Artemia salina ndo evidenciou letalidade expressiva nas
concentrages testadas (10%, 25%, 50% e 100%) ap06s 24 e 48 horas de exposicdo. Os testes
estatisticos aplicados como ANOVA, Tukey e qui-quadrado confirmaram a uniformidade das
respostas entre os tratamentos, sem apontar diferencas significativas (p > 0,05). Com base
nesses dados, infere-se que, nas condi¢des experimentais utilizadas, o extrato de T. weissflogii

ndo induz toxicidade aguda relevante aos nauplios de A. salina.

Estudos anteriores sdo consistentes com esses achados. Casotti et al. (2001)
observaram que o aldeido dialdeido decadienal, derivado de diatomaceas como T. weissflogii,
inibiu o crescimento celular desta espécie de forma proporcional a concentragdo, com efeitos
irreversiveis ap0s 24 horas de exposi¢do. Além disso, Gong et al. (2021) destacam a

importancia de bioensaios com modelos como A. salina para avaliagdes ambientais e
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toxicologicas de substancias naturais, especialmente na avaliacdo de toxicidade aguda em

organismos aquaticos.

Consequentemente, os dados obtidos reforcam a posicdo de T. weissflogii como
recurso seguro para aplica¢fes biotecnoldgicas e na aquicultura, bem como para a exploracdo
de compostos bioativos com potencial farmacoldgico, nutracéutico e ecotoxicologico.

Recomenda-se que pesquisas futuras se concentrem na investigagdo dos efeitos
subletais, além de respostas bioquimicas e genotoxicas ao extrato de T. weissflogii, a fim de
ampliar o conhecimento sobre sua seguranca ecoldgica em diferentes sistemas de cultivo.
Esse tipo de investigacdo pode favorecer o desenvolvimento de abordagens mais conscientes

e ambientalmente equilibradas no contexto atual da aquicultura.
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