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RESUMO

As macroalgas marinhas séo formadas por macro e micromoléculas com alto
valor agregado e pode ser utilizadas para diferentes aplicacdes biotecnoldgicas.
Atualmente, algumas macroalgas ja sdo cultivadas em diversos paises, inclusive
o Brasil. As macroalgas Crassiphycus birdiae e Kappaphycus alvarezii sdo duas
algas cultivadas em territério brasileiro e seus metabdlitos primarios e secundarios
sao utilizados para diferentes finalidades. A literatura apresenta poucos trabalhos
em relacdo a caracterizacdo da biomassa in natura e residual (ap0s 0 processo
de extracdo), o que é importante para nortear suas possiveis aplicacdes. Por isso,
0 objetivo deste trabalho é caracterizar a biomassa in natura e residual e avaliar o
potencial antiviral de seus extratos. As micrografias obtidas por Microscopia
Eletronica de Varredura possibilitaram a visualizagdo morfolégica das biomassas
in natura e residual apresentando mudancas em ambas as amostras. A técnica de
Espectrometria de raios X por dispersao de Energia (EDS) detectou elementos
quimicos presentes nas biomassas como C, O, Na, Mg, S, CIl. K, Si, Ca. O
espectro de infravermelho das amostras in natura e residual indicou a presenca
de bandas caracteristicas dos polissacarideos presentes na parede celular das
algas: agar para C. birdiae e carragenana para K. alvarezii. A andlise de
Calorimetria Exploratoria Diferencial DSC mostrou as regides endotérmicas e
exotérmicas das amostras de biomassas que correspondem a desidratacdo e
degradacédo do polissacarideo presente na parede celular. Também foi avaliada a
potencial aplicacdo dos extratos obtidos das diferentes biomassas contra virus de
relevancia para saude humana. Os extratos organicos da biomassa in natura de
ambas as macroalgas foram avaliados contra o virus Mayaro. Estes foram
capazes de inibir a biossintese do MAYV de forma seletiva, apresentando valores
de indice de seletividade de 22,1 e 178,4 para os extratos de C. birdiae e K.
alvarezii, respectivamente. J4 o hidrolisado da biomassa residual da C. birdiae
obtido por extragdo em micro-ondas foi avaliado contra o HSV-1, porém, néo
exibiu atividade antiviral significativa a 50 pg/mL (inibicdo inferior a 20%). Os
resultados obtidos mostram que as macroalgas vermelhas de cultivo séo
matérias- primas promissoras para setores biotecnoldgicos.

Palavras-chaves: Macroalgas, Gracilaria birdiae, Crassiphycus birdiae,

Kappaphycus alvarezii, Biomassa, Antiviral.
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ABSTRACT

Marine macroalgae are composed of macro- and micromolecules with high
added value that can be used for different biotechnology applications. Currently,
some macroalgae are cultivated in different countries, including Brazil.
Crassiphycus birdiae and Kappaphycus alvarezii are two macroalgae cultivated in
Brazil, whose primary and secondary metabolites are used for different purposes.
There are few studies in the literature on the characterization of raw and residual
biomass (after the extraction process), which is important for guiding its possible
biotechnological applications. Therefore, the objective of this study is to
characterize the raw and residual biomass and to evaluate the antiviral potential of
their extracts. The micrographs obtained by scanning electron microscopy
revealed morphological visualization of raw and residual biomass, showing
changes in both samples. The Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS)
technique detected chemical elements present in the biomass, such as C, O, Na,
Mg, S, Cl, K, Si, and Ca. The infrared spectrum of the in natura and residual
samples indicated the presence of characteristic bands of the polysaccharides
present in the cell wall of algae: agar for C. birdiae and carrageenan for K.
alvarezii. Differential Scanning Calorimetry analysis (DSC) showed endothermic
and exothermic regions of the biomass samples, corresponding to the dehydration
and degradation of the polysaccharide present in the cell wall. Furthermore, we
evaluated the potential application of the extracts obtained from different
biomasses studied against clinically relevant viruses. Regarding the use of
substances extracted from macroalgae for antiviral evaluation against arboviruses,
there are few articles in the databases. Therefore, the organic extracts obtained
from raw biomass of both macroalgae were analyzed against the Mayaro virus.
These extracts inhibited MAYV replication in a selective manner, presenting a
selectivity index (Sl) values of 22.1 and 178,4 for C. birdiae and K. alvarezii
samples, respectively. The hydrolysate of residual biomass from C. birdiae
obtained from microwave was evaluated against Herpes simplex type 1 (HSV-1),
but no significant antiviral activity was observed at 50 pg/mL (inhibition lower than
20%). The results obtained show that cultivated red macroalgae are promising raw
materials for biotechnology sectors.

Keywords: Macroalgae, Gracilaria birdiae, Crassiphycus birdiae, Kappaphycus

alvarezii, Biomass, Antiviral.
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1.INTRODUCAO
1.1 MACROALGAS MARINHAS E SUA COMPOSIC;AO

O Brasil possui uma extensa costa, banhada pelo oceano atlantico, que se
estende da foz do rio Oiapoque (AP) a foz do rio Chui (RS), totalizando mais de
10.959 km, com uma grande diversidade marinha. No entanto, o clima apresenta
nuances sendo clima tropical na regido nordeste, uma zona temperada quente
que se estende do estado do Rio De Janeiro ao sul do pais e no meio dessas
duas regibes uma zona de transicdo com caracteristicas Unicas, localizada no
estado do Espirito Santo. Dentre os organismos que habitam o litoral brasileiro,
encontram-se as macroalgas que S&80 organismos eucariontes, aquaticos e
multicelulares. O ciclo de vida das macroalgas € complexo e varia de uma espécie
para outra, podendo se reproduzir sexual ou assexuadamente (JALILIAN et al.,
2020; DOS SANTOS et al., 2023).

Existem trés grupos principais de macroalgas marinhas, popularmente
conhecida por: algas verdes (Chlorophyta), vermelhas (Rhodophyta) e pardas
(Ochrophyta) (Pereira, 2021). O quadro 1 mostra de maneira resumida a divisao
de macroalgas (verdes, pardas e vermelhas) e algumas caracteristicas principais
desses organismos, como: pigmentos presentes, material de reserva e

composicao da parede celular.

Quadro 1- Caracteristicas dos pigmentos, produtos de reserva e constituintes da parede

celular de algas verde, pardas e vermelhas (adaptado de DAVIS et al., 2003)

Algas Pigmentos Material reserva Parede celular
Verdes Clorofila a,b; a,B,y | Amido (amilose e Algumas possuem
— carotenos; amilopectina (6leo celulose (B-1,4-
xantofilas em algumas) glicopirosideo, xilanos e

mananos ou parede
celular ausente, ou
algumas apresentam

calcificacdo

Pardas Clordfila a,c; B- Laminarano(B-1,3- | Celulose, acidoalginico;

caroteno e glucopiranosidio)

. Polissacaridio
fucoxantina e




outras xantofilas manitol sulfatado (Fucoidano)

Vermelhas Clorofila a; R- e C- | Amido florideano Celulose; Xilano;
ficocianina;Alofico (amilopectina) Polissacarideos
cianina; R- e C- sulfatados (galactanos)-
ficoeritrino; ae f — algumas ainda
caroteno e possuem Calcificagcéo e
xantofilas alginato em

corolinaceae

A parede celular ou envoltorio celular destes organismos varia conforme o
grupo ao qual pertencem, mas, em geral, tem funcdo de protecao, sustentacéo e
forma, além de auxiliar na resisténcia as condi¢cdes presentes no ambiente
aguatico. Esta estrutura € formada majoritariamente por uma matriz amorfa
composta por polissacarideos (DAVIS et al., 2003). Os polissacarideos da parede
celular sdo metabdlitos primarios primordiais para o desenvolvimento celular,
contribuindo para flexibilidade e resisténcia mecéanica. Esses carboidratos
possuem diferentes aplicabilidades na area da saude e na industria de alimentos
e também podem ser utilizados como indicadores ambientais e biossorventes
naturais. Essa capacidade de sequestrar metais do ambiente em que vivem é
feita através de certos grupos funcionais encontrados nesses biopolimeros
(MEICHIK et al. 2011).

Dentre os polissacarideos encontrados na parede celular das macroalgas,
pode-se citar a celulose, hemicelulose e outros polissacarideos sulfatados, como
agar, alginatos ou carragenanas (DAVIS et al.,, 2003).0s polissacarideos
sulfatados séo constituidos por anéis ciclicos e grupos funcionais, que influenciam
nas suas propriedades fisico-quimicas e consequentemente nas aplicacfes
biotecnolégicas. Outros constituintes da biomassa das macroalgas sédo proteinas,
lipidios, outros carboidratos, vitaminas, esterois, fibras, elementos inorganicos,
polifendis, entre outros (WELLS et al.,, 2017; GAMERO-VEJA et al., 2020; EL-
SAID E EL- SIKAILY, 2013).



1.2 CULTIVO, SUSTENTABILIDADE E APLICACOES DE
MACROALGAS MARINHAS

Em muitas regibes do mundo, algumas espécies de macroalgas marinhas
sao cultivadas e associadas a aplicagdes alimentares, principalmente em paises
que as consomem na sua alimentagcdo. Os cultivos de macroalgas possuem
importancia econdmica, ambiental e social. De acordo com a Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura (Food and Agriculture Organization
of the United Nations - FAO), o cultivo de macroalgas na América Latina e Caribe
cresceu 66% entre os anos de 2013 até 2023, ultrapassando 22000 tons em
2023, sendo as espécies mais cultivadas Gracilaria spp. e Kappaphycus alvarezii
(FAO, 2025).

A algicultura deve ser realizada de forma consciente e sustentavel, pois
assim, sera capaz de limitar a eutrofizacdo e sequestrar do meio carbono e metais
pesados (NAKHATE e MEER, 2021). Além disso, corroborar4 com o fato que a
populacdo mundial vive em constante crescimento e as algas cultivaveis sdo uma
fonte alternativa de nutrientes para os seres humanos (KAZIR et al.,, 2019;
CARDOZO et al., 2007).

No cenario mundial atual, existe uma intensa busca pelo desenvolvimento
sustentavel com grande preocupacdo com mudancas climaticas e isso ndo é
diferente nas pesquisas cientificas. As metas interligadas do Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) contribuem para isso, podemos destacar
algumas como: fome zero e agricultura sustentavel; energia limpa e acessivel;
agua potavel e saneamento; industria, inovagcado e infraestrutura; vida na agua
(NACOES UNIDAS, 2023). Além das metas da ODS, existe a economia azul, que
ocorre quando se utiliza os recursos dos oceanos e mares de forma sustentavel
(UNESCO, 2020). A sustentabilidade da industria que utiliza macroalgas provém
dos cultivos (maricultura) ja que assim € a forma de obtencé&o de biomassa algal
suficiente para producdo dos seus produtos sem prejudicar oS bancos naturais
gue preservam a vida marinha. Existem diferentes métodos de cultivo, podendo
ser offshore ou onshore, através de sistema de balsas, long-line ou gaiolas. No
entanto, a escolha do método ideal deve levar em consideracdo fatores
ambientais e conflitos com outras atividades (SIMOES et al., 2016).



O setor alimenticio é o que mais utiliza as macroalgas, mas elas possuem
outras aplica¢gBes relevantes, como na producdo de produtos biotecnoldgicos nos

setores farmacéutico, cosmético, agricultura e de energia (Figura 1).

Alimentagao

Agricultura Energia

Figura 1- Diferentes aplicagbes biotecnoldgicas das macroalgas.

Neste contexto, a utilizacdo da biomassa de macroalgas como fonte para
obtencdo de bioprodutos e biomateriais possui diversas vantagens, tais como
crescimento rapido, ndo competir com areas agricolas destinadas a alimentacao
da populacdo, ndo necessitar de insumos e irrigacdo, possibilidade de possuir
substancias quimicas Unicas e sua parede celular ndo possui lignina (PINTO et
al., 2002; LI et al., 2011; SHARMILA et al., 2021; CASSANI et al., 2022). A
composicdo da biomassa pode diferir de acordo com as espécies, regido
geografica, clima, entre outros fatores (SHARMILA et al., 2021). Por isso, a
caracterizagcdo da biomassa utilizada como matéria-prima € fundamental para

nortear a prospeccao biotecnoldgica.



Neste estudo sao utilizadas macroalgas vermelhas obtidas de cultivos legais
em territorio brasileiro. Elas produzem metabdlitos primarios e secundarios de
grande interesse industrial que sdo estudados para diversos setores. Além de
serem avaliadas pela sua composi¢cdo nutricional (GAMERO-VEJA et al., 2020),
por possuirem alto teor de proteinas, minerais, vitaminas, fibras alimentares,
acidos graxos e polissacarideos (PENALVER et al., 2020).

A composicao da sua biomassa é constituida por substancias bioativas que
sao promissoras, principalmente para aplicacées farmacéuticas como: acao anti-
inflamatoria, antioxidante, antiviral, antifingica, antibactericida, anticoagulante,
entre outras (AZIZ et al., 2020; ISMAIL et al., 2020), com seguranca satisfatoria
em modelos in vitro e in vivo (BOUAFIR et al., 2025).

O intuito do presente trabalho € caracterizar por diferentes técnicas a
biomassa in natura e residual das macroalgas cultivadas Crassiphycus birdiae
(E.Plastino & E.C.Oliveira) Gurgel, J. N. Norris & Fredericq (= Gracilaria birdiae
E.M.Plastino & E.C.Oliveira) (Algaebase, 2022), identificada como (Rhodophyta,
Florideophyceae, Gracilariales) (WoRMS, 2019) e Kappaphycus alvarezii (Doty)
L.M.Liao (WoRMS, 2015) e avaliar os extratos brutos obtidos como possiveis
agentes antivirais. As macroalgas de cultivo (maricultura) sdo fontes de
substancias bioativas e corroboram para ndo depredacédo de bancos naturais de
algas, quando se visa obtencao de bioprodutos em larga escala contribuindo com

a sustentabilidade.

1.3 COMPOSICAO DA BIOMASSA DA MACROALGA VERMELHA

Crassiphycus birdiae

A alga vermelha Gracilaria birdiae E. M. Plastino & E. C. Oliveira (Algaebase
2022) é atualmente identificada como Crassiphycus birdiae (E. Plastino & E. C.
Oliveira) Gurgel, J. N. Norris & Fredericq (Rhodophyta, Florideophyceae,
Gracilariales) (WoRMS, 2019) (Figura 2). Esta espécie possui 0 agar como
componente da matriz amorfa presente na parede celular. O agar é um coloide
hidrofilico e um biopolimero complexo com padrao heterogéneo de substituicdo

com diferentes graus e posi¢cdes de sulfatacdo. Esses polissacarideos possuem



funcdo de material de estoque e séo consideradas moléculas estruturais (ABD-
RAHIM et al., 2014).

Figura 2- Macraoalga vermelha Crassiphycus birdiae.
Fonte: Autora

O agar é formado por uma mistura de D e L-galactose conectadas por
ligagbes glicosidicas capazes de formar polissacarideos com cadeias alternadas
(Figura 3). Devido as diferentes conformacfes e cadeias laterais, formam um
complexo grupo com padrdao heterogénio de substituicdo (PAULA et al., 2018;
CIANCIA et al., 2020).

OH 7]
OH

Figura 3- Estrutura quimica da unidade de agar.

O teor de agar presente nas paredes celulares das macroalgas vermelhas
varia de 6 a 71% da sua massa seca. A qualidade deste polissacarideo pode ser
influenciada por caracteristicas fisicas e quimicas. De acordo com Lee et al.,
(2017), é dificil correlacionar os parametros que podem interferir na qualidade e
rendimento deste polissacarideo, jA que uma diversidade de fatores como
radiacdo solar, temperatura da agua, nutrientes disponiveis, alteram suas
caracteristicas.

Além do agar, outros polissacarideos bioativos que sdo analogos a

hemicelulose sdo encontrados na parede celular. Nas algas, esses constituintes



proporcionam maior flexibilidade frente a acdo de correntezas e ondas no
ambiente marinho (LEE et al., 2017).

A composicdo das amostras comerciais de C. birdiae provenientes do Rio
Grande do Norte, Brasil, foi determinada por Torres et al.,, (2019), conforme
apresentado na Tabela 1. A partir dos resultados, os pesquisadores concluiram
que esta biomassa possui alto teor em fibras e de &gar, revelando uma fonte de

matéria prima com potencial para diferentes aplicacdes biotecnoldgicas.

Tabela 1- Composicdo quimica aproximada da C. birdiae comercial (adaptada de
TORRES et al., 2019).

Composicao quimica aproximada Valores
Cinza, (100g)™ 4,45+ 0,13
Proteinas 4 (100g)™ 9,56 + 0,53
Valor energético 4 (100g)™ 95,55 + 6,69
Umidade 4 (100g)™ 11,77 + 1,17
Carboidratos 4 (100g)™ 73,44 + 1,31
Fibras 4 (100g)™ 60,84 + 0,87
Lipideos 0,76 £ 0,08

A caracterizacdo da biomassa ou dos bioprodutos obtidos da macroalga
através de diferentes técnicas, métodos e procedimentos, como Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) (KRISHNAN et al.,
2024) s&o importantes, pois orientam sua aplicabilidade biotecnoldgica.
Recentemente, a caracterizacdo dos biomaterias obtidos de C. birdiae por
diferentes técnicas possibilitou que Vieira et al., (2025) analisassem o0
polissacarideo agar, e o biofilme produzido a partir deste biopolimero natural para

utilizagdo de embalagens de alimentos.



1.4 COMPOSIC;AO DA BIOMASSA DA MACROALGA VERMELHA
MACROALGA VERMELHA K. alvarezii

A Kappaphycus alvarezii (Doty) L. M. Liao (Figura 4) € uma macroalga
vermelha que pode ser produzida em larga escala. Ela é cultivada globalmente,
incluindo na costa brasileira. A algicultura nacional da K. alvarezii apenas é
permitida em areas especificas nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa
Catarina e, mais recentemente, na Paraiba, por meio de uma autorizagéo formal
(VALENTI et al., 2021).

Figura 4- Cultivo da macroalga marinha Kappaphycus alvarezii.

Fonte: algaebase.org

A K. alvarezii possui metabdlitos bioativos em sua composicdo, conferindo-
Ihe um alto valor agregado que pode ser utilizado para diversos setores
biotecnoldgicos, inclusive como substancias promissoras para o desenvolvimento
de farmacos (JALAL et al., 2023). Neste contexto, destacam-se as carragenanas,
polissacarideos sulfatados, componente majoritario da parede celular que podem
ser aplicadas em diversos setores como industria alimenticia, de cosmético e
farmacéutica (OVALLE et al., 2026).



Estruturalmente, as carragenanas sao galactanas sulfatadas de cadeia linear
formadas pela diade B-(1—3)-D-galactopiranose e a (1—4)-D-galactopiranose ou
a (1—4)-3,6—anidro-D-galactopiranose, unidas por ligacdo glicosidica,
constituindo uma unidade repetitiva (USOV, 1984). Possuem ésteres sulfatados
em suas estruturas, nas quais os grupos sulfatados sao conectados pelas
ligacbes éster aos carbonos C2, C4 ou C6 dos residuos de galactose (DE
RUITER e RUDOLPH, 1997). Estas séo solUveis em agua e sua estrutura regular
varia de acordo com a fonte e com as condi¢cbes de extracdo (HARGREAVES et
al., 2013).

Ress (1963) introduziu um sistema de nomenclatura no qual letras gregas
sdo associadas as unidades repetitivas de carragenanas. Além disso, foi
estabelecido que, com base no padrdo de sulfatacdo da unidade A, pode-se
agrupa-las em quatro familias diferentes: kappa, lambda, beta e 6mega (RESS,
1963) como mostra a Figura 5.
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Figura 5- Diferentes estruturas quimicas das unidades de carragenanas.

A composi¢cdo quimica da biomassa € um fator importante para suas
aplicagbes, obter informacdes sobre ela auxilia na compreensdo das suas
propriedades quimicas e biolégicas. Masarin et al., (2016) realizaram uma
pesquisa a qual utilizava diferentes cepas de K. alvarezii, cuja composicao
guimica esta apresentada na Tabela 2, com isso foi possivel observar a média

percentual de constituintes das amostras.



Tabela 2- Composicdo quimica de diferentes cepas da K. alvarezii (adaptado de
MASARIN et al., 2016).

Kappaphycus alvarezii

Cinzas (%) 14,6- 17,2
Proteinas (%) 2,3-3,8
Lipidios (%) 0,2-1,3
Carboidratos (%) 51,6 — 55,8
Grupos sulfatados (%) 9,6 -10,8
Aromaticos insoluveis (%) 15-34
Acido galacturénico (%) 0,9-1,5

A K. alvarezii € uma das principais macroalgas cultivadas no mundo e, em
um trabalho de revisdo de Nunes et al., (2024), foi abordado as diferentes
aplicacdes biotecnoldgicas descritas para esta alga como: alimentacdo humana e
animal, cosmeéticos e desenvolvimentos de novos medicamentos, mostrando o
potencial dos seus metabdlitos. Apesar de a literatura mostrar diferentes
aplicacdes para as macroalgas, sdo escassos 0s estudos que relatam sobre sua
caracterizacdo antes e ap0s serem submetidas a algum processo de extracao
seletiva. Assim, a caracterizacdo das propriedades das macroalgas antes e ap0s
este processo é primordial para nortear as possiveis aplicacfes, valorizar as

biomassas das macroalgas e garantir a sustentabilidade.

1.5 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MACROALGAS
VERMELHAS COM ACAO ANTIVIRAL

As macroalgas possuem diferentes substancias bioativas promissoras para
uma variedade de atividades biol6gicas, como a acdo antiviral. Esse potencial
biotecnolégico pode ser obtido por meio de extratos brutos, substancias isoladas
ou até mesmo por combinacbes de substancias (DA SILVA et al., 2015;
CARPENA et al., 2023).

Os virus séo parasitas obrigatérios, ou seja, por ndo possuirem metabolismo
proprio, necessitam das células hospedeiras para se multiplicarem. Eles sdo
formados por um capsideo (proteinas), genoma (DNA ou RNA) com fita simples

ou dupla e alguns virus podem ser envelopados, ou seja, apresentam uma
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bicamada lipidica com glicoproteinas virais. Outros virus possuem outros tipos de
estruturas, alguns com maior complexidade estrutural (LOUTEN, 2016).

Os polissacarideos sulfatados presentes na biomassa das macroalgas
vermelhas sdo metabdlitos de interesse como potencial antiviral. Esses polimeros
naturais apresentam baixa toxicidade, s&do baratos, seguros e ainda
biodegradaveis. As carragenanas e 0S agares Sao promissores antivirais para
virus envelopados e nao envelopados (MONTANHA et al., 2009; AHMADI et al.,
2015).

A diversidade estrutural das substancias presentes nas macroalgas
proporciona propriedades fisico-quimicas distintas que em conjunto com as
caracteristicas dos virus atuam de forma diferentes em seus mecanismos de acao
(LOMARTINE e GONCALVES, 2022). Os biopolimeros sdo um exemplo, pois
devido as diferentes estruturas quimicas possuem um amplo espectro contra
patogenos (COONEY et al., 2025). Estas substancias podem ser usadas nao
apenas como agentes antivirais (AKTER et al., 2024).

O presente trabalho avaliou a atividade antiviral de seus extratos em dois

virus distintos, o Virus Herpes simples tipo 1(HSV-1) e o virus Mayaro (MAYV).
1.6 VIRUS HERPES SIMPLES TIPO 1 (HSV-1)

O virus Herpes simples 1 (HSV-1) é envelopado e possui fita dupla de DNA
como mostra a Figura 6 (SU et al., 2024). De acordo com a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), existem cerca de 3.8 bilhdes de pessoas no mundo com idade
inferior aos 50 anos, infectadas com o HSV-1 (WHO, 2024). A infec¢ao por HSV-1
pode ser assintoméatica, porém quando ocorrem o0s sintomas incluem herpes
orolabial, sicose herpética, infeccdo ocular, eczema herpético, infeccdo grave ou
cronica (SALEH et al., 2023). Além disso, no mundo, nas ultimas décadas houve
um aumento de infeccbes genital causada pelo HSV-1, mas principalmente entre
adolescentes e jovens adultos de regides de alta renda na América do Norte e
Europa Ocidental (ANDREU et al., 2025).
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Figura 6- Esquema representativo da estrutura da particula do HSV-1.
Fonte: adaptado de Su et al., 2024.

Atualmente, ainda ndo existe vacina contra este virus e o tratamento é
realizado pelo uso de medicamentos como o aciclovir (WHO, 2025).

O aciclovir € um farmaco antiviral sintético, que atua inibindo a enzima de
DNA polimerase viral, consequentemente interrompe a replicacdo viral, o que
reduz a excrecdo viral, acelera o processo de cicatrizacdo e interrompe o
aparecimento de novas lesbées (MORFIMN e THOUVENOL , 2003; GELLER et al.,
2012), a utilizacdo do aciclovir e demais medicamentos ndo erradicam o virus
latente, ou seja, ndo eliminam o virus completamente (CDC, 2021). No entanto, a
emergéncia de cepas virais resistentes aos farmacos antivirais disponiveis
justifica a busca por novos produtos bioativos, e as macroalgas marinhas tém sido
demonstradas como fontes promissoras de novos agentes antivirais (BARROS et
al., 2014, LV et al., 2025).

Na revisdo realizada por Ahmadi et al., (2015), os polissacarideos,
carragenanas e as galactanas, das macroalgas vermelhas apresentaram acao
anti-herpética contra HSV-1 e o virus Herpes simples tipo 2 (HSV-2) (AHMIDI et
al., 2015). Ja em 219, Mahomoodally et al., (2019) apresentou em seu trabalho
de revisdo substancias provenientes de macroalgas, obtidas principalmente de
fragdo aquosa, polissacarideos e o Griffithsin, ambos com agéo anti-herpética
contra HSV-1 e HSV-2.

No trabalho publicado por Lee (2020) aborda sobre a utilizagdo desse
polissacarideo sulfatado (carragenanas) de forma isolada ou em combinagdo com

outras substancias, que pode atuar como antiviral em diferentes virus do herpes,
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incluindo o HSV-1 (LEE, 2020). El-shafei et al. (2021) mostraram em sua revisao
como as macroalgas vermelhas possuem potencial atividade antiviral contra o
HSV-1 e HSV-2, devido os compostos bioativos presentes, particularmente os
polissacarideos sulfatados (EL-SHAFEI et al., 2021).

A revisdo publicada de Das & Bal, 2024 abordou o uso das carragenanas
extraidas de algas como matrizes para diferentes aplicabilidades biotecnologicas.
A acao antiviral de diferentes virus, dentre eles o0 HSV-1 e HSV-2, € uma das
bioatividades que as carragenanas sédo capazes de desempenhar devido as suas
estruturas quimicas, onde os polissacarideos sdo carregados negativamente e
podem se ligar as células da superficie viral, impedindo que o virus penetre na

célula do hospedeiro.

1.7 VIRUS MAYARO (MAYV)

O virus Mayaro (MAYV) é composto por envelope e fita simples de RNA
polaridade positiva (Figura 7). Por ser uma arbovirose, € transmitido ao ser
humano através da picada do mosquito fémea infectado. Mosquitos do género
Haemagogous sao normalmente os vetores, porém estudos mais recentes
demonstraram o potencial de transmissdo por mosquitos Aedes aegypti (LONG et
al., 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2025). Este virus ocorre em regides da
América Latina predominantemente. No Brasil, o0 maior indice de casos ocorre em
diferentes areas do Norte e Centro-Oeste, devido ao meio ambiente, mudancas
climaticas e a¢6es humanas. (WEI et al., 2024; MARTINS-FILHO et al., 2024).No
Brasil, um estudo utilizando registros laboratoriais e informagfes populacionais
entre 2015-2025 , observou que foram notificados 379 com predominancia nos
estados da Amazonas, Goias e Para (OLIVEIRA et al., 2026)
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Figura 7- Representacdo da estrutura do MAYV.
Fonte: adaptado de Wei et al., 2024

O MAYYV é causador da Febre Mayaro e sintomas apresentados sao febre,
artralgias, vomitos, diarreia, dor de cabeca, que assemelham com os de outras
arboviroses, principalmente a Chikungunya (GANJIAN e RIVIERE-CINNAMOND,
2020). N&o existe vacina ou farmacos antivirais especificos para tratamento e
prevencdo desta virose (MINISTERIO DA SAUDE, 2025). Ainda, o MAYV é uma
preocupacdo para saude publica, em regides endémicas e pela possivel
capacidade de disseminacdo em &reas urbanas. Por isso, se faz necessario a
busca de antivirais e as macroalgas sdo matrizes promissoras para obtencéo de
extratos ou compostos com bioatividade.

A figura 8 apresenta de forma resumida a metodologia utilizada no
presente trabalho para caracterizacdo da biomassa das macroalgas C. birdiae e

K. alvarezii e de seu potencial antiviral.
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Figura 8- Esquema resumido da metodologia empregada neste trabalho
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar a biomassa da macroalga Crassiphycus birdiae e Kappaphycus
alvarezii antes e ap0s o0 processo de extragdo organica e investigar seus extratos

para utilizacdo biotecnoldgica como agente antiviral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Extrair extratos bioativos presentes nas macroalgas vermelhas;

e Caracterizar morfologicamente a biomassa das algas vermelhas in natura
e residual por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);

e Analisar qualitativamente os elementos quimicos presentes nas amostras
de biomassas in natura e residual das macroalgas pela Técnica de
Espectrometria de raios X por dispersao de Energia (EDS);

e Identificar os grupos funcionais presentes nas amostras solidas da
biomassa in natura e residual das macroalgas por Espectroscopia de
infravermelho;

e Verificar as mudancas fisico-quimicas das biomassas das macroalgas
através de processos endotérmicos, exotérmicos utilizando a técnica de
Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC);

e Indicar os produtos naturais extraidos presentes no extrato organico obtido
das biomassas in natura das macroalgas C. birdiae e K. alvarezii por RMN H.

e Obter extratos aquosos através da reacao de auto hidrélise em reator de
micro-ondas das amostras de biomassas;

e Avaliar 0 extrato bruto aquoso da C.birdiae residual como possivel agente
antiviral contra o HSV-1;

e Avaliar 0 extrato bruto organico das macroalgas vermelhas como agente

antiviral contra o MAYV.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL ALGACEO, CELULAS E VIRUS

A macroalga C. birdiae foi obtida comercialmente da empresa AMBAP,
localizada na regido de Pitangui, no Estado do Rio Grande do Norte, Brasil. A
macroalga K. alvarezii foi obtida comercialmente de area cultivada em Paraty, na
regido sul do estado do Rio de Janeiro (S 23° 13; W 33") em 2016. Para
continuidade do trabalho, foi necesséario adquirir mais matéria-prima de K.
alvarezii obtidas de algicultura, pela empresa Algastech, que cultiva as algas na
Baia de Paraty, no sul do Estado do Rio de Janeiro, seguida de secagem natural.
As amostras foram maceradas com auxilio do gral e pistilo para obtencdo de
particulas menores e po.

Para realizacdo dos experimentos contra o HSV-1 foram utilizadas células
de rim de macaco verde africano (Vero; ATCC CCL-81) mantidas em meio DMEM
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO) e incubadas a 37° C
em atmosfera de 5% de CO..

As Células Vero também foram utilizadas para as analises antivirais contra
o MAYV. Elas foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM; Invitrogen, cat. n°® 11960) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB; Invitrogen). Antibioticos foram adicionados em concentracfes finais de 50
unidades/ml de penicilina e estreptomicina (Invitrogen, cat. n® 15070).

A cepa KOS do HSV-1 (sensivel ao aciclovir) utilizada neste trabalho foi
cedida gentilmente pela Profa. Dra. Ana Maria Viana Pinto, Departamento de
Microbiologia e Parasitologia, UFF. Este isolado clinico foi amplificado em células
Vero, usando multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1. Em 72 horas po6s-infec¢éo
(hpi), as ceélulas foram lisadas através de trés ciclos de congelamento e
descongelamento, o conteudo total foi clarificado por centrifugagcéo (4500 rpm por
3 minutos) e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C. O aciclovir
(ACV) foi utilizado como controle nas analises.

O MAYV foi gentilmente doado pelo professor Dr. Davis Ferreira, do
Departamento de Virologia, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, e foi
amplificado na linhagem celular C6/36 do mosquito Aedes albopictus (doada pelo
Prof. Davis Ferreira do departamento de microbiologia da Universidade Federal

do Rio de Janeiro), a 28°C. As células foram cultivadas em meio L-15 (Leibovitz)
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suplementado com 0,5% de caldo de triptose fosfato, 0,03% de glutamina, 1% de
solucdo de aminoéacidos nao essenciais MEM e 5% de FBS (BARROS et al.,
2024).

3.2 OBTENCAO DO MATERIAL RESIDUAL

As macroalgas obtidas de maricultura foram submetidas ao processo
extrativo com diclorometano durante uma semana em temperatura ambiente e
sem agitacdo, solvente capaz de extrair acidos graxos, terpenos e esteroides.
Apls a extragdo, o solvente foi retirado em evaporador rotatério sob pressédo
reduzida até a obtencdo de um residuo.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras secas de macroalgas cultivadas in natura e apds o processo
de extracdo (residual) foram transferidas em seguida para suporte contendo fita
adesiva de carbono. Estes suportes foram entéo introduzidos no equipamento de
deposicao de platina, LEICA em ACEG600, durante 2 minutos.

Apds a etapa de deposicdo, estas biomassas foram analisadas por
Microscopia Eletrénica de Varredura de emissdo de campos FEI com detector de
elétrons secundérios e pela Espectrometria de Raios X por Dispersédo de Energia
(EDS) modelo X FLASH 6/60, da Bruker, para verificacdo morfologica e da
composicdo quimica qualitativa da biomassa (LIMA et al.,, 2019; LIMA et al.,
2024).

3.4 INFRAVERMELHO DAS AMOSTRAS DE BIOMASSA SOLIDA

As analises de espectroscopia de infravermelho foram realizadas nas
biomassas sélidas (in natura e residual) para observar as bandas caracteristicas
dos grupos funcionais presentes nas amostras. O equipamento utilizado foi um
IRTrancer-100, um espectrofotdmetro infravermelho de transformada de Fourier, e

0 acessorio MIRacle, da Shimadzu. A andlise foi medida usando um detector
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DLATGS com varredura na faixa de 7800 a 350 cm™ e resolugédo de 1 cm™.
(LIMA et al., 2024)

3.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL/
CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

As amostras (12mg) foram analisadas por DSC 404 F1 Pegasus Netzsch
calibrado com uma amostra de indio sob uma atmosfera seca de Nitrogénio
passante. O intervalo de temperatura foi de 50°C até 300°C, aumentando
10°C/min com finalidade de medir as mudancas de entalpia em funcdo da
temperatura (LIMA et al., 2024).

3.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Aliguotas de 5 mg do extrato bruto das macroalgas tiveram a adicdo de
CDCI, (solvente deuterado) e foram analisadas por Ressonancia Magnética
Nuclear (300 MHz) no laboratério Multiusuario da Universidade Federal

Fluminense.

3.7 REACAO DE AUTO-HIDROLISE EM REATOR DE MICRO-
ONDAS DAS BIOMASSAS IN NATURA E RESIDUAL DAS
MACROALGAS VERMELHAS

O Reator de Micro-ondas CEM Discover, com presséo de 250 psi e o fluxo de
ar compressor (Figura 9) foi utilizado para realizar extracbes aquosas das
biomassas in natura e residual das macroalgas vermelhas. Neste processo,
foram utilizados tubos de reator de micro-ondas G30 com magneto em diferentes
condicdes de analises: influéncia de tempo (t), temperatura (T) e volume de 4gua
(V) utilizado para a reacao de autohidroélise para alga Kappaphycus alvarezii como

mostra a Tabela 3.
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Figura 9- Reator de Micro-ondas

Fonte: Autora

Tabela 3- Condicdes de reacdo de auto-hidrélise da biomassa de K. alvarezii in natura e

residual em reator de micro-ondas.

Amostra m (mg) T (°C) V (mL) t(min.)
1-in natura 200 100 16 10
2,6,9-in natura 200 100 16 30
3-in natura 200 100 16 60
4-in natura 200 30 16 30
5-in natura 200 60 16 30
7- in natura 200 100 4 30
8- in natura 200 100 8 30
10- residual 200 100 16 10
11,15,18- residual 200 100 16 30
12- residual 200 100 16 60
13- residual 200 30 16 30
14- residual 200 60 16 30
16- residual 200 100 4 30
17- residual 200 100 8 30

A macroalga C. birdiae residual passou pelo processo de extragdo por meio
da auto-hidrolise em reator de micro-ondas nas condi¢cdes que mostra a Tabela 4.

Tabela 4- Condicdes de auto-hidrélise da Crassiphycus birdiae residual em micro-ondas.

Amostra m (mg) T (°C) V (mL) t (min.)

GBExtMO 200 100 16 60

T=temperatura em °C
t=tempo em min.
V= volume de agua em mL
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3.8 ANALISE DE pH DOS EXTRATOS BRUTOS

O pH das amostras auto-hidrolisadas foram determinados através do uso da
fita indicadora de pH 0-14 da Merck.

3.9 TESTAGEM DO EXTRATO AQUOSO DA C. birdiae CONTRA O
VIRUS HSV-1

Os ensaios antivirais foram realizados em colaboragdo com o Laboratorio
de Virologia Molecular coordenado pela Profa. Izabel Paixdo, Departamento de
Biologia Celular e Molecular - GCM, Instituto de Biologia, Universidade Federal

Fluminense.

3.9.1 PREPARO DO EXTRATO AQUOSO

O extrato aquoso da Crassiphycus birdiae, obtido da auto-hidrolise em

reator de microondas foi preparado em agua estéril a 10 mg/mL.
3.9.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DO EXTRATO AQUOSO DE C. birdiae

Células Vero (2x10* células/poco) foram tratadas com diferentes
concentragdes das substancias (50, 100, 250, 500 e 1.000 pg/mL) por 72h a 37
°C e 5% CO,. Em seguida, a viabilidade celular foi determinada utilizando o
método de MTT, como descrito previamente (RABELO et al.,, 2023). Os
experimentos foram realizados trés vezes independentemente e em triplicata. A
concentragdo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% (CCsp) foi

estimada por regresséo linear.
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3.9.3 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIVIRAL DO EXTRATO AQUOSO DE C.
birdiae CONTRA O HSV-1

Células Vero (2x10° células/poco) foram infectadas com o virus Herpes
simplex tipo 1 (HSV-1) cepa KOS na multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1,0 por 1
h a 37 °C em atmosfera com 5% CO,. ApOs este periodo, o inéculo viral foi
removido e as células foram tratadas com 50 pg/mL do extrato aquoso da C.
birdiae por 24 h. Em seguida, as células foram lisadas através de trés ciclos de
congelamento e descongelamento e o titulo viral foi determinado pelo ensaio de
reducao de placas, como descrito anteriormente. (PIRES DE MELLO et al., 2016).
A taxa de inibicéo foi calculada em relacdo ao grupo de células infectadas e ndo
tratadas. Os experimentos foram realizados trés vezes de forma independente e
em triplicata. Esta metodologia também foi utilizada para avaliacdo antiviral do

extrato aquoso apds processo de precipitacao.

3.10 PRECIPITACAO E SECAGEM DO EXTRATO AQUOSO DA C.

birdiae

A precipitacdo dos polissacarideos e/ou oligossacarideos foi realizada
através do uso de etanol (CHEONG et al., 2018; LEANDRO et al., 2020) . O
extrato aquoso junto com o solvente adicionado permaneceu 24 horas em
repouso em temperatura ambiente. ApGs esse periodo foi realizada a filtracéo e
separacdo do material com papel filtro. O precipitado ficou armazenado em
temperatura de 1,5-2°C para secagem durante 1 més, apds isso seu

armazenamento foi feito a 4°C.
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3.11 AVALIAC;AO ANTIVIRAL DOS EXTRATOS ORGANICOS DAS
C. birdiae e K. alvarezii CONTRA O VIRUS MAYARO

3.11.1 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE CELULAR DOS EXTRATOS BRUTOS
ORGANICOS DAS MACROALGAS

Para avaliar o efeito citotoxico dos extratos brutos organicos, células VERO
(10°) foram cultivadas em placas de 96 pogos até atingirem 90% de confluéncia.
As células foram entédo tratadas com concentra¢des crescentes (25, 50, 100, 200,
400 e 800 pg/mL) dos extratos das macroalgas e incubadas 2 a 3 dias em meio
de cultura DMEM com 5% de SFB a 37 °C em atmosfera com 5% de CO;(Barros
et al., 2024). Para avaliacdo da viabilidade celular, o método MTT foi utilizado. Em
placas de 96 pocos previamente tratadas com os extratos, adicionou-se o
reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT, Sigma-
Aldrich) na concentracdo de 5 mg/mL e incubou-se por 3 h a 37 °C (Cirne-Santos
et al., 2017). A solucdo de MTT foi entdo removida e adicionaram-se 100 yM de
dimetilsulféxido (DMSO) em cada poco, incubando-se por 15 minutos para
dissolver os cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi realizada em um
leitor de ELISA a 550 nm. A porcentagem de células metabolicamente ativas foi
estimada em relacdo ao controle de células néo tratadas e comparada com as
células tratadas com os extratos, para determinar a citotoxicidade. Esses ensaios

foram realizados trés vezes de forma independente, cada um em triplicata.

3.11.2 ENSAIO DE REDUCAO DE PLACAS (MAYV)

Células VERO em placas de 24 pogos (10°) foram cultivadas em meio
DMEM. Apés atingirem a confluéncia, as células foram incubadas com MAYV
(MOI 0,1) por 2 h (CIRNE-SANTOS et al., 2017). Em seguida, as ceélulas foram
lavadas com PBS para remover qualquer virus residual e uma mistura de 2% (p/v)
de CMC (Sigma Aldrich) foi adicionada ao meio DMEM suplementado com 5% de
FBS, 5 mmol/L de L-glutamina e 0,20% de bicarbonato de sodio (CIRNE-SANTOS
et al.,, 2017). Diferentes concentragbes dos extratos (0,65; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0;

20,0; 40,0 pg/mL) foram adicionadas e as células foram incubadas a 37 °C em
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atmosfera com 5% de CO,. A formacéo de placas foi analisada diariamente por 3
a 5 dias. Apos a incubacgdo, as células foram fixadas com formaldeido a 10%,
coradas com cristal violeta a 1% e as placas de lise foram examinadas. O titulo
viral foi determinado como unidades formadoras de placa (UFP)/mL utilizando a
seguinte formula: contagem de placas x fator de diluicdo x (1 / volume de
inoculacéao) (CIRNE-SANTOS et al., 2017).

3.11.3 ENSAIO ANTIVIRAL DOS EXTRATOS BRUTOS ORGANICOS CONTRA
MAYV

A atividade antiviral foi avaliada utilizando um ensaio de reducéo de placas
virais. Inicialmente, células Vero foram cultivadas em placas de 24 pocos sob as
condi¢cbes previamente mencionadas e em seguida, infectadas com MAYV (MOI
0,1) na presenca ou auséncia de uma concentracdo de 20 pg/mL dos extratos
para a avaliacdo do potencial inibitério em concentracdo Unica. Apos, foi avaliado
o perfil de inibicdo em concentracBes varidveis dos extratos, especificamente
0,65; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 40 yg/mL. Apds 1 hora de adsorg¢ao a 37 °C, o indculo
remanescente foi substituido por meio contendo 2% de metilcelulose e a
concentracdo correspondente do extrato. As placas foram monitoradas
diariamente e as placas foram contadas e avaliadas diariamente entre 3 a 5 dias
de incubacdo a 37 °C em 5% de CO,. A concentragdo inibitoria 50% (ECsg) foi
determinada como a concentracdo dos extratos necessaria para reduzir a
producdo de UFP em 50%. Cada experimento foi realizado duas vezes com
amostras em triplicata ( Cirne-Santos et al., 2017) . A ribavirina foi utilizada como
controle (PIRES DE MELLO et al., 2018; MILLSAPPS et al., 2022) nas
concentracdes de 40; 20; 10; 5; 2,5;1,25 e 0,65 (curva dose- resposta).
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o método ANOVA seguido pelo teste
de Tukey usando o programa GraphPad Instant versdo 3 comparando 0s
controles com o0s extratos das macroalgas e 0s niveis de significancia sao
definidos por p < 0,0001; p < 0.01; p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS BIOMASSAS DA MACROALGA C.
birdiae E K. alvarezii IN NATURA E RESIDUAL POR MEV E EDS

As micrografias geradas pelo MEV possibilitaram a observag¢éo morfolégica
das biomassas estudadas. A biomassa in natura da alga C. birdiae apresentou
morfologia compacta e com baixa porosidade (Figura 10a, 10b, 10c). Apos a
extracdo com diclorometano, a morfologia foi modificada, apresentando um
aumento de porosidade (10d,10e,10f).

Figura 10- Micrografias da biomassa in natura e residual da macroalga C. birdiae. (a)
micrografia da biomassa in natura com magnitude de 500x, (b) micrografia da biomassa
in natura com 1000x e (c) micrografia da biomassa in natura 5000x, (d) micrografia da
biomassa residual com magnitude de 500x, (e) micrografia da biomassa residual em
1000x e (f) micrografia da biomassa residual em magnitude de 5000x.

As amostras de algas da C. birdiae foram analisadas pela técnica de EDS,
as regibes analisadas estdo destacadas por uma marcagdo retangular como
mostra a figura 11la e 11c. Na amostra in natura, foi observada a presenca dos

elementos quimicos carbono, oxigénio, sédio, magnésio, silicio, enxofre, cloro,
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potéssio, calcio e aluminio (Figura 11b). Porém, no espectro de EDS da biomassa
residual também foi observado o aparecimento de ferro como foi apresentado na
figura 11d.

(b)

e
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Figura 11- Micrografias e espectro de EDS da biomassa da alga C. birdiae. (a)
Micrografia da biomassa in natura (50x) e (b) seu espectro de EDS com 0s elementos
detectados. (c) Micrografia residual da biomassa residual (50x) e (d) seu espectro de
EDS. O pico ndo marcado nos espectros de EDS é referente a platina. As regides
analisadas pelo EDS estdo destacadas por uma marcacao retangular.

A micrografia da amostra in natura da alga C. birdiae em uma magnitude de
20.000x possibilitou a visualizagdo de uma espécie de diatomacea. A Figura 12a
mostra a micrografia de uma estrutura retangular com alto teor de silicio,
detectado pela técnica de EDS. O espectro de EDS feito em uma Unica regido na
superficie deste organismo (regido analisada pelo EDS esta destacada por uma
marcacao retangular) e detectou os elementos quimicos carbono, potassio e um

alto teor de silicio e oxigénio (Figural2b).
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Figura 12- Micrografia da diatomécea encontrada na biomassa in natura da alga C.
birdiae, (a) Micrografia da diatomacea com magnitude 20.000x. (b) espectro de EDS da

diatomacea. A regido analisada pelo EDS esta destacada por uma marcacao retangular.

As técnicas de MEV e EDS também foram utilizadas para analisar a
biomassa de K. alvarezii. As micrografias obtidas por MEV mostraram diferencas
morfologicas nas amostras de biomassas distintas. A amostra in natura, por
exemplo, apresentou morfologia densa com algumas cavidades e regidbes com
aparéncia filamentosa (Figura 13 a,b), enquanto a amostra residual apresentou
um aumento de aglomerados na sua superficie e aparéncia menos compactada
(Figura 13 c,d).

Figura 13- Micrografias da alga K. alvarezii in natura e do seu residuo apos a extragdo
com diclorometano. (a) Algas in natura com magnitude de 500x, e (b) micrografias com
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magnitude de 1000x. Micrografias da biomassa residual (c) em uma magnitude de 500x e
(d) em uma magnitude 1000x.

Com relacéao as analises por EDS, as regides analisadas estdo destacadas
por uma marcacao retangular, como apresenta a Figura 14a e 14c. Nas duas
amostras foram detectados os elementos quimicos carbono, oxigénio, sodio,

magnésio, enxofre, cloro, potassio (Figura 14b e 14d).

(b)

(d)

10 12 14 16 18 20
keV

Figura 14- Micrografias e espectros de EDS da biomassa da K. alvarezii e do residuo
gerado apOs a extracdo com diclorometano. (a) Micrografia da biomassa in natura
(magnitude 50x) e (b) seu espectro de EDS. (c) Micrografia da biomassa residual
(magnitude 50x) e (d) seu espectro de EDS. O pico nos espectros de EDS que ndo foram
marcados é referente a platina. As regides analisadas pelo EDS estao destacadas por

uma marcagao retangular.

As estruturas semelhantes as microfibrilas, estruturas com aparéncia
filamentosas como mencionado anteriormente, também foram analisadas pela
técnica de EDS (Figura 15). A micrografia foi realizada na amostra residual e a
analise de EDS foi feita de maneira pontual. Isso possibilitou a verificacdo de
elementos quimicos como carbono, oxigénio, cloro, potassio, nitrogénio, sédio,

magneésio e enxofre.
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Figura 15- Micrografia e espectro de EDS da biomassa residual da macroalga
Kappaphycus alvarezii. (a) Micrografia com as estruturas semelhantes a microfibrilas. (b)
Espectro de EDS do ponto selecionado para andlise (destacado em amarelo no painel a)
e 0s elementos quimicos detectados.

As analises de MEV e EDS com aumento de 10000x possibilitaram a
visualizacdo morfologia arredondadas com uma regido semelhante a um orificio
localizadas nas fendas presentes da biomassa in natura como mostra a Figura
16a. Através dos resultados de EDS em dois pontos distintos desta estrutura, foi
possivel detectar os elementos quimicos presentes (um na regido do orificio e
outro na lateral). Nas regifes analisadas foram detectados os mesmos elementos
quimicos potassio, carbono, oxigénio, enxofre, cloro, sédio e magnésio indicando

uma homogeneidade de elementos nesta estrutura (Figura 16b e 16d).
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Figura 16- Estruturas detectadas por MEV/EDS na biomassa in natura da K. alvarezii..
(a) e (b) Micrografias das estruturas com magnitude de 10000x. (c¢) Espectro de EDS da
regido do orificio presente na estrutura (d) Espectro de EDS da regido lateral da

estrutura.

4.2 INFRAVERMELHO DAS BIOMASSAS IN NATURA E RESIDUAL
DA C. birdiae E K. alvarezii

O espectro de IV das biomassas in natura e residual da C. birdiae, que é
composta principalmente pelo 4gar (BEZERRA e MARINHO-SORIANO, 2010),
esta apresentado na Figura 17 e mostra bandas com comprimentos de onda em
1630 cm™ que corresponde ao grupo C=0, bandas com absorcdes em 1367 e
1249 cm™ sdo indicativas aos grupamentos éster sulfato e S=O, 1155 cm™e 1036
cm™ possivelmente estdo relacionadas aos grupos C-O-H, C-O, C-C dos
polissacarideos presentes na biomassa, em 927 cm™ corresponde ao grupo C-O-
C do 3,6 anidro-a-L-galactopiranose e 886 cm™ banda caracteristica do C-O-SO3

pertencente ao polissacarideo agar. O espectro de infravermelho da biomassa in
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natura da C.birdiae (vermelho) apresentou similaridade com o espectro da

biomassa residual (preto).
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Figura 17- Comparagcdo do espectro de infravermelho da biomassa in natura (GBI,
vermelho) e residual (GBExt; preto) da macroalga C. birdiae apresentando bandas
caracteristicas do agar.

O espectro de IV referente a biomassa da K. alvarezii in natura (vermelho)
e residual (preto) esta representado na Figura 18. Nele, € possivel observar
bandas em um comprimento de onda de aproximadamente 845 cm™ caracteristico
de galactose-4-sulfatada, 1222cm™ banda indicativa de éster sulfatado, 1065 cm™
referente a ligacdo glicosidica , 923 cm™ sugere ser banda de 3,6-anidro-d-
galactose. Em 1634 cm™, foi detectada uma banda caracteristica do polimero
ligado a agua (MAHMOOD et al., 2014) e, em 1152 e 1032 cm™, bandas

sugestivas da presenca de celulose foram observadas (CHEN et al., 2016).
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Figura 18- Espectro de infravermelho da biomassa in natura (KAI, vermelho) e residual
(KAext; preto) da macroalga K. alvarezii apresentando bandas caracteristicas da

carragenana.

4.3 ANALISES DE DSC DA BIOMASSAS IN NATURA E RESIDUAL
DAS MACROALGAS C.birdiae e K. alvarezii

A técnica de DSC foi realizada com a finalidade de observar o comportamento
da biomassa quando aquecido numa faixa de temperatura. O espectro de DSC da
biomassa in natura da C. birdiae (GBI) apresentou duas regides distintas. Uma
regido endotérmica com pico maximo em 90,5°C e uma regido exotérmica com
pico maximo em 261,8 °C (Figura 19a). O espectro da biomassa residual da C.
birdiae (GBExt) apresentou uma regido endotérmica com pico maximo em 92,1°C
e a outra regido € exotérmica com pico maximo de 260,6°C como mostra a figura

19b. Ambos os termogramas apresentaram similaridade, indicando que a regiao
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endotérmica é referente a desidratacdo e a exotérmica indica a faixa de

temperatura que ocorre a degradacao dos polissacarideos.
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Figura 19- Termogramas das amostras de biomassas da C. birdiae (a) Termograma de
DSC da biomassa in natura da C. birdiae (GBI). (b) Termograma de DSC da biomassa

residual da Crassiphycus C. birdiae (GBExt).

A biomassa da alga in natura da K. alvarezii (KAI) e residual (KAExt) foi
também analisada pela técnica de DSC. No espectro apresentado na Figura 20,
foi possivel observar duas regifes diferentes. Uma regido endotérmica com pico
maximo em 88,7°C outra regido exotérmica, com dois picos maximos: o primeiro

em 184,3°C e o outro em 193,8°C para amostra in natura (Figura 20a). Ja analise
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de DSC na biomassa residual da K. alvarezii apresentou uma regido endotérmica
com o pico maximo em 89,0°C, e uma regido exotérmica que apresentou dois
picos maximos em 186°C e 194,9°C (Figura 20b). Analisando os termogramas
nao ocorreu mudanca significativa entre as amostras e apresentaram regiao
endotérmica referente a perca de agua (desidratacdo) da amostra e exotérmica

indicativa da degradacao dos polissacarideos.
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Figura 20- Termogramas das amostras de biomassas da K. alvarezii (a) Termograma de
DSC da biomassa in natura da K. alvarezii.(b) Termograma de DSC da biomassa residual
da K. alvarezii.
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4.4 EXTRACAO ORGANICA DAS MACROALGAS CULTIVADAS

A partir de 51,73 g de biomassa seca da K. alvarezii (empresa Algastech)
foi possivel obter 0,052g de extrato bruto. J& para a macroalga C.birdiae, de
30,00 g de biomassa seca, foi obtido 0,037g do extrato bruto.

45 CARACTERIZACAO DO EXTRATO BRUTO ORGANICO
OBTIDOS DAS MACROALGAS POR RMN

O extrato bruto obtido da alga K. alverezii apds a extracdo com diclorometano
foi analisado por RMN de proton como mostra a Figura 21. No espectro, foi
observado um sinal intenso em um deslocamento quimico (6) de 1,26 ppm
referente aos CH, de &cidos graxos, um sinal em 0,68 ppm, regido de
deslocamento quimico de CHg, sinais na regido de 5,35 e 5,30 ppm indicativo do
hidrogénio presente nas liga¢cdes duplas encontradas nas estruturas quimicas das

classes de esterol (C=C-H).
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Figura 21-Espectro de RMN *H do extrato bruto organico obtido em diclorometano da K.
alvarezii.
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O extrato bruto obtido da extragdo com diclorometano da C. birdiae também
foi analisado por RMN 'H (Figura 22). Foram observados sinais de diferentes
grupos funcionais de diversas classes quimicas de produtos naturais. Por
exemplo, foi possivel verificar sinais na regido com & de 0,7 -1,2 referentes aos
CHgs; 1,25 referente dos CH, das moléculas de &acidos graxos; 2-2,5 regido
indicativa de CH; em 5,30 ppm referente ao C=C-H encontradas nas estruturas

quimica de esterais.
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Figura 22- Espectro de RMN de 'H do extrato bruto organico obtido em diclorometano da
C. birdiae.

46 EXTRACAO DAS BIOMASSAS DAS MACROALGAS
VERMELHAS IN NATURA E RESIDUAL ASSISTIDA POR REATOR
DE MICRO-ONDAS: REACAO DE AUTO-HIDROLISE

A extragao assistida por micro-ondas teve como objetivo realizar um processo
de auto-hidrolise para romper a biomassa das macroalgas vermelhas, in natura e
residual da K. alvarezii e residual da C.birdiae, pela acdo da 4gua, aumentando a

eficiéncia de extracdo dos compostos bioativos. A Figura 23a mostra a biomossa
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antes do processo extrativo aquoso e a Figura 23b e 23c como ela aparentou
apoés a extracao.

Os extratos brutos aquosos da K. alvarezii apresentaram aspectos liquidos e
viscosos, com viscosidade crescente a medida que o volume de agua utilizada na
reacdo de auto-hidrdlise foi reduzido. Porém, os hidrolisados da amostra 7
(biomassa in natura) e amostra 16 (biomassa residual) apresentaram aparéncia
mais gelatinosa, ja que as condicfes de extracdo foram: volume de agua de 4
mL, 30 minutos e 100°C.

Figura 23- (a) Biomassa da macroalga K. alvarezii residual antes da extragdo assistida
por micro-ondas.(b) Extrato bruto heterogéneo da biomassa residual de K. alvarezii apés
extracdo assistida por micro-ondas utilizando 4 mL de solvente (c) Extrato bruto obtido

utilizando 16 mL de &gua.

A Tabela 5 mostra o pH obtido das amostras ap0s o processo de extracao.
Os extratos brutos heterogéneos aquosos apresentaram valores de pH entre 4/5 e
7. J4 o extrato bruto aquoso da C. birdiae obtido da auto-hidrélise em micro-ondas

apresentou pH 6.

Tabela 5- Amostras in natura e residual da Kappaphycus alvarezii com as respectivas
condicdes de reacado e o pH obtido apds a auto-hidrélise em reator de micro-ondas

Amostra m (mg) T (°C) V (mL) t(min.) pH
1-in natura 200 100 16 10 5
2,6,9-in natura 200 100 16 30 6
3-in natura 200 100 16 60 5
4-in natura 200 30 16 30 5
5-in natura 200 60 16 30 5/6
7-in natura 200 100 4 30 5/6
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8- in natura 200 100 8 30 4/5

10- residual 200 100 16 10 5
11,15,18- residual 200 100 16 30

12- residual 200 100 16 60

13- residual 200 30 16 30 4/5
14- residual 200 60 16 30 5
16- residual 200 100 4 30 6/7
17- residual 200 100 8 30 6/7

4.7 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIVIRAL DO EXTRATO
AQUOSO DA BIOMASSA RESIDUAL DE C. birdiae CONTRA HSV-
1

O extrato aquoso da biomassa residual de C. birdiae (GBextMO) foi testado
e apresentou um perfil citotoxico satisfatorio, com baixa toxicidade para células
Vero, o que é demonstrado pelo valor de CCsy superior a maior concentracao
testada (1000 pg/mL). Entdo, a atividade antiviral foi avaliada frente a
multiplicacdo do HSV-1 na concentracdo de 50 pg/mL. Apresentando taxas de

inibicdo de 19.09% = 3.46 para os extratos das macroalgas C. birdiae.

4.8 PRECIPITACAO E SECAGEM DA AMOSTRA AQUOSA DA C.
BIRDIAE RESIDUAL (CBextMO)

O extrato aquoso da biomassa da amostra GBextMO teve seus produtos
precipitados com etanol absoluto. Depois do periodo de 24 h, a amostra com o
solvente foi entdo filtrada e colocada em uma placa de petri para posteriormente
ser submetida a secagem a frio. Apés filtragem, a amostra apresentou aparéncia
gelatinosa (Figura 24a), a qual ficou mais rigida e um pouco escurecida apos

secagem (Figura 24b).
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Figura 24- Amostra aquosa da C. birdiae residual (a) Precipitado do extrato bruto aquoso
da C.birdiae residual obtido ap6s filtracdo. (b) Aparéncia da amostra apés o processo de
secagem.

4.9 AVALIACAO INIBITORIA DA MULTIPLICACAO DE HSV-1 COM
AMOSTRA AQUOSA DA C. birdiae RESIDUAL APOS
PRECIPITACAO DOS BIOATIVOS

Inicialmente, o efeito antiviral do extrato GBextMO precipitado (50 pg/mL)
foi avaliado frente a multiplicacdo da cepa HSV-1 (KOS) em células Vero. O

extrato inibiu apenas 15,50% da producéo de placas virais.

4.10 AVALIACAO ANTIVIRAL DOS EXTRATOS ORGANICOS DAS
MACROALGAS VERMELHAS C. birdiae E K. alvarezii CONTRA O
MAYV.

Os extratos brutos organicos das macroalgas vermelhas foram avaliados contra o
MAYV. Em relacéo a dose-resposta a ribavirina utilizada como controle apresentou
baixa atividade antiviral ao longo de toda a faixa de concentracdes testadas (0,65
a 40 pg), com apenas 5,3% de inibicdo viral a 20 pg/mL, ndo sendo possivel
determinar a ECsp, 0 que reflete sua eficacia limitada nas condigbes do ensaio,
além de um CCsp de 232 pg/mL.
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O extrato organico da K. alvarezii (KA) 41% de inibicdo a 20 ug/mL, ECso de
42,2 pg/mL e CCso de 932 pg/mL, resultando em um indice de seletividade (IS) de
22,1. Em contraste, o extrato bruto da C. birdiae (GB) apresentou maior atividade
antiviral, com 61% de inibicdo a 20 pug/mL, ECso de 5,8 pug/mL e CCso de 1035
pg/mL, resultando em um IS elevado de 178,4, evidenciando alta poténcia
antiviral e ampla margem de seguranca in vitro.

Na tabela 6, € possivel observar que os extratos KA e GB apresentam baixa
citotoxicidade, evidenciada pelos elevados valores de CCsy, quando comparados
a ribavirina, utilizada como controle. O extrato GB exibiu 0 maior CCsy (1035
pg/mL), indicando o menor potencial citotéxico entre os avaliados, seguido por KA
(932 pg/mL). Em contraste, a ribavirina apresentou CCsq significativamente inferior
(232 pg/mL), sugerindo maior toxicidade celular. Em relacéo ao potencial inibitorio
(Pl) a 20 pg/mL, o extrato GB destacou-se com 61% de inibicdo da biossintese
viral, seguido pelo extrato KA, o qual inibiu 41% da biossintese do MAYYV,
enguanto a ribavirina demonstrou atividade antiviral limitada (5,3%).

A analise do ECsy, parametro diretamente relacionado a poténcia antiviral,
reforca esse achado. Dessa forma, ao realizarmos uma andlise do gréfico de
dose—resposta, sdo notérias as diferencas entre os compostos avaliados frente ao
MAYV (Figura 23). A ribavirina apresentou baixa atividade antiviral ao longo de
toda a faixa de concentracdes testadas (0,65 a 40 pg/mL), com apenas 5,3% de
inibicdo a 20 uM, ndo sendo possivel determinar a ECso, 0 que reflete sua eficacia
limitada nas condi¢cdes do ensaio. O extrato GB apresentou ECsy de 5,8 pg/mL,
significativamente inferior ao observado para o extrato KA (42,2 pg/mL),
evidenciando maior atividade antiviral em concentracbes menores. Para a
ribavirina, a ECso néo foi determinada (N/D), possivelmente em funcdo da baixa

atividade antiviral observada nas condi¢des testadas e para o MAYV.
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Tabela 6- Citotoxicidade (CCs), atividade antiviral (ECs) e seletividade (IS) dos extratos
organicos das macroalgas K. alvarezii (KA) e C. birdiae (GB) contra o0 MAYV. Os dados

apresentados representam valores médios + desvios padrdo de trés experimentos

independentes.
CC50 b ECEO d
Extrato Pl (%) IS
(ug/mL)*? (ug/mL)*®
KA 932 £5,2 41,0 42,2+ 0,4 22,1
GB 1035 +6,8 61,0 5,8+28 178,4
Ribavirina 232 +4,4 5,3 N/D N/D

4Concentracéo que reduziu 50% a viabilidade celular;

®Potencial inibitério (20 ug/mL) dos extratos sobre a biossintese do MAYV,
calculado em relacéo ao grupo de células infectadas e nao tratadas;
‘Concentracéo que reduziu 50% da producéo de placas virais do MAYV;

90 IS foi calculado como a razéo entre CCso € ECsp.

100+ o
mm Ribavirina

1 KA

(=]
(=]
1

== GB
60

Inibigdo da Replicagdao do MAYV (%)
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Figura 25- Inibicdo da replicagdo do MAYV pelos extratos KA e GB. Células Vero
foram infectadas com MAYV (MOI 0,1) e tratadas com os extratos e ribavirina (controle)
nas concentracdes de 0,65; 1,25;2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40 pg/mL. Esses ensaios foram
realizados trés vezes de forma independente, cada um em triplicata. A analise estatistica
foi realizada utilizando o teste de Tukey, comparando os extratos KA e GB com a
ribavirina. A significancia estatistica € indicada da seguinte forma: *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001.
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5. DISCUSSAO

5.1 ANALISES MEV/EDS DAS MACROALGAS C. birdiae e K.
alvarezii IN NATURA E RESIDUAL

As analises de MEV da C. birdiae em diferentes magnitudes possibilitaram
observar as mudancas morfoldégicas apdés o0 processo de extragdo com
diclorometano. A amostra in natura apresentou morfologia compacta e com baixa
porosidade (Figura 10 a,b,c), apdés a extracdo, a morfologia foi modificada,
apresentando um aumento de porosidade (Figura 10 d,e,f). Essa modificacdo
sugere a acdo do solvente na biomassa para extrair os produtos naturais
presentes.

Os elementos quimicos carbono e oxigénio foram detectados pela técnica
de EDS e séo formadores de diferentes classes de substancias organicas, tanto
metabalitos primarios como secundarios. Além disso, foi observada a presenca do
elemento enxofre. Este € caracteristico do polissacarideo agar da parede celular
da alga C. birdiae (ARVIZU-HIGUERA et al., 2008).

Os elementos quimicos Célcio, Magnésio, Aluminio sdo metais leves que
podem ser incorporados a biomassa das algas, muitas vezes, por serem
necessarios para sua propria sobrevivéncia. O aparecimento do elemento quimico
ferro na alga C. birdiae apods extracdo com diclorometano sugere que a
modificacdo na biomassa da macroalga possibilitou que este elemento ficasse
exposto e assim mais facil de ser detectado.

A partir da analise das micrografias, foi possivel visualizar uma forma com
alto teor de silica presente na biomassa in natura da macroalga C. birdiae,
caracteristica de diatomacea (Figura 12). Elas também foram observadas através
da técnica de MEV/EDS na biomassa da macroalga parda Dictyota menstrualis
(LIMA et al.,, 2019). As diatomaceas sdo organismos marinhos unicelulares
revestidos por uma carapaca de silica muito resistente. Apesar de ser uma
macroalga cultivada e comercializada, sdo escassos os trabalhos que apresentam
a caracterizacao da C.birdiae por MEV ou EDS tanto in natura quanto residual.

As imagens das biomassas in natura e residual da K. alvarezii obtidas pelo
MEV possibilitaram verificar as alteracbes morfolégicas que ocorreram na
macroalga apds a extracdo dos metabolitos secundarios. A amostra in natura

apresentou morfologia densa com algumas cavidades e regifes com aparéncia
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filamentosa (Figura 13 a,b), enquanto a amostra residual apresentou um aumento
de aglomerados na sua superficie e aparéncia menos compactada (Figura 13
c,d), impedindo ver com nitidez as estruturas com aparéncia de microfibrilas.
Hans et al., (2023) realizaram andlises de MEV na biomassa residual de K.
alvarezii para verificacdo de possiveis mudancas morfolégicas oriundas de
diferentes técnicas de extracdo como a realizada em condi¢des fluido supercritico
para recuperar substancias de alto valor agregado, mostrando a importancia da
caracterizacdo das matérias-primas como foi apresentada nesse trabalho.

Em um estudo de Rajasulochama et al., (2010), foram verificados o0s
minerais presentes em espécies de Kappaphycus. Os resultados indicaram a
presenca de sédio, potassio, célcio, magnésio, ferro, cobre, flior, zinco, fosforo e
molibdénio. Alguns metais, como potassio, sodio, magnésio, foram identificados
nas amostras deste estudo através da técnica de EDS. Por outro lado, outros
(zinco, fésforo e molibdénio) ndo foram detectados e isso indica que a
composicdo da macroalga varia, por exemplo, do local e condic8es de cultivo.

O elemento enxofre foi detectado tanto na amostra in natura quanto na
amostra residual, indicando a presenca de carragenana, visto que é um o
elemento fundamental na composicdo desta substancia. A carragenana € um
polissacarideo presente na parede celular da alga e é formada por galactanas
sulfatadas. (USOV, 1984)

A celulose, o xilano, a hemicelulose sdo outros componentes da parede
celular das algas vermelhas (DAVIS et al.,, 2003; LEE et al., 2017). Essas
substancias possuem em sua composicdo o carbono e oxigénio, encontrado em
quantidades significativas na K. alvarezii in natura e no residuo de biomassa.

A macroalga K. alvarezii foi estudada por Roldan et al., (2017) e foi
sugerido que ela €& composta majoritariamente por carboidratos, sendo os
principais os galactanos e os glucanos. Ainda, os metais encontrados nestas
amostras foram potassio, calcio e sédio, além de proteinas, substancias com
grupos sulfatos e aromaticos insolGveis em sua biomassa (ROLDAN et al. 2017).
A biomassa da K. alvarezii é formada majoritariamente por uma matriz amorfa,
carragenana que possui grupos sulfatados em sua estrutura quimica que foi
detectada no presente trabalho pela técnica de EDS, além de outros metais como

carbono, oxigénio, cloro, potassio, nitrogénio, sédio, magnésio.
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No trabalho de Rudke et al., (2024) foram observadas as morfologias da
biomassa da K. alvarezii apos diferentes métodos de extracdo dos seus
compostos fendlicos, carragenanas e celuloses. A analise das micrografias
mostrou as mudancas na morfologia das macroalgas causada pelos processos de
extracdo. Na micrografia analisada de Rudke e colaboradores a biomassa tem
morfologia intacta e rugosa em uma magnitude de 50x, e teve pouca alteracao
apos a extracao dos compostos fendlicos (extracdo com etanol), no entanto neste
trabalho a biomassa residual obtida apdés a extracdo com diclorometano

apresentou mudanc¢a morfolégica na biomassa da macroalga.

5.2 ESPECTRO DE IV DAS AMOSTRAS DAS MACROALGAS C.

birdiae e K. alvarezii

O espectro de infravermelho (IV) das amostras solidas (biomassa) da C.
birdiae antes e ap0s o0 processo de extracdo com diclorometano apresentou
similaridade com a observacdo de vibracbes dos grupos caracteristicos
agarocoloides. A andlise do espectro (Figura 17) mostrou a visualizacdo de
bandas com comprimentos de onda em 1630 cm™ que corresponde ao grupo
C=0, bandas com absorcées em 1367 e 1249 cm™ sdo relativas aos grupamentos
éster sulfato e S=0, 1155 cm™ e 1036 cm™ possivelmente estéo relacionadas aos
grupos C-O-H, C-O, C-C dos polissacarideos, em 927 cm™ é referente ao grupo
C-O-C do 3,6 anidro-a-L-galactopiranose, banda em 885 cm™ caracteristica do
agar C-O-SO3; (SOUZA et al., 2012; AL-ALAWI et al., 2018; ROCHA et al., 2019).
Esse polissacarideo ndo pode ser extraido com solvente organico, mas sim com o
uso de agua quente. Ele é bastante utilizado para estudos biotecnoldgicos e na
industria farmacéutica (KHALIL et al., 2018).

As amostras de biomassas da K. alvarezii foram analisadas por
espectrometria de IV e o espectro apresentou diferentes bandas de absorcédo. A
extracdo realizada com diclorometano retirou da biomassa apenas os produtos
naturais capazes de serem extraidas por esse solvente. Por isso, foi possivel
observar bandas caracteristicas da carragenana (Figura 18), polissacarideo da

parede celular desta alga.
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Como exemplo, pode-se destacar as bandas caracteristicas da kappa
carragenana, um tipo de carragenana que pode ser encontrada em espécies de
K. alvarezii. As bandas em um comprimento de onda de aproximadamente 845
cm™ sugerem ser a galactose-4-sulfatada. O éster sulfatado apresenta banda em
1222 cm™, a ligacéo glicosidica possui uma absorcdo em torno de 1065 cm™, a
banda com absorcdo em 923 cm™ corresponde a 3,6-anidro-d-galactose
(MANUHARA et al., 2016; WEBBER et al., 2012). Além disso, foram observadas
bandas em 1634 cm™, caracteristica de ligacdo C=0O presente em proteinas e, em
1152 e 1032 cm™, bandas sugestivas da presenca de celulose (CHEN et al.,
2016).

5.3 ANALISES DE DSC DAS BIOMASSAS IN NATURA E
RESIDUAL DAS MACROALGAS C. birdae e K. alvarezii

O termograma da amostra da biomassa C. birdiae in natura apresentou
duas regifes distintas. Uma endotérmica pico maximo em 90,5°C, devido a um
possivel processo de desidratacdo e evaporacdo de volateis, e uma regido
exotérmica com pico maximo em 261,8 °C, referente a degradacdo do
polissacarideo agar presente na parede celular da macroalga (Figura 19a). O
espectro da biomassa residual da C. birdiae (GBExt) apresentou uma regiado
endotérmica com pico maximo em 92,1°C, devido ao processo de desidratacao e
desvolatizacdo, e a outra regido € exotérmica com pico maximo de 260,6°,
referente a degradacdo do Agar (Figura 19b). Ambos os termogramas nao
apresentaram diferencas significativas.

No termograma da K. alvarezii in natura, foi possivel observar uma regiao
endotérmica com pico maximo em 88,7 °C e outra regido exotérmica com dois
picos maximos, o primeiro em 184,3 °C e o outro em 193,8 °C (Figura 20a). No
termograma residual foi observada uma regido endotérmica com o pico maximo
em 89,0 °C e uma regido exotérmica com dois picos maximos em 186 °C e 194,9
°C, respectivamente (Figura 20b). Os termogramas das amostras da macroalga K.
alvarezii apresentaram similaridade. A regido endotérmica estd associada a
desidratacdo, evaporacdo dos volateis e a exotérmica a degradacdo do

polissacarideo, carragenana.
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Em um estudo de Wang et al. (2014), foram realizadas analises com
diferentes algas, incluindo alga vermelha, em uma faixa de temperatura de 50-
1200°C. O processo foi dividido em 3 estagios: desidratacdo, desvolatizacao e
estado “semi-coke” (WANG et al., 2014). Porém, no presente trabalho a
temperatura maxima de analise foi 300°C devido a limitagdo do equipamento
utilizado. No entanto, foi possivel observar no termograma a regido indicativa da
degradacéao do polissacarideo sulfatado.

O perfil dos termogramas apresentado pelas amostras de C. birdiae e K.
alvarezii apresentam diferencas, principalmente na regido de degradacdo do
polissacarideo que compde a parede celular. A C. birdiae que possui agar teve
seu carboidrato degradado em temperaturas mais elevadas que a K. alvarezii,
porém esta apresentou na regido de degradacdo dois picos com temperatura
maxima. Cassani et al., (2022) também observou essa diferenca nas taxas de
decomposicdo nas macroalgas analisadas, incluindo a Porphyra purpurea e
Palmaria palmata (algas vermelhas) indicando que a composicdo quimica e
estrutural das algas influencia nas diferentes temperaturas e perfis dos

termogramas.

5.4 ANALISE POR RMN DE PROTONS DOS EXTRATOS BRUTOS
ORGANICOS DAS MACROALGAS VERMELHAS

Os produtos naturais de organismos marinhos sao produzidos em resposta ao
ambiente em que vivem, pode ser para obtencdo de territorio, se livrar de
predadores ou até mesmo para ter uma reproducdo eficaz (THOMPSON E
THOMPSON, 2020). As macroalgas marinhas sdao um exemplo importante de
producdo de metabdlitos secundarios, pois sdo organismos que sao fixados a
substratos e constantemente tem influéncia das variaveis ecologicas daquele
lugar.

Neste trabalho, foi utilizado o diclorometano como solvente organico para
extrair produtos naturais e, dentre os metabdlitos extraidos por este solvente,
pode-se incluir terpenos, acidos graxos e esterois. Essas substancias sao

bioativas com diferentes potenciais biotecnologicos e, por isso, € importante a
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caracterizacdo dos possiveis componentes do extrato (CORTES et al., 2014; AZIZ
et al., 2019).

Na andlise por RMN de Proton, os diferentes hidrogénios presentes na
molécula possuem deslocamentos quimicos distintos, porém com faixa de valores
caracteristicos dos grupamentos funcionais hidrocarbénicos.

O extrato bruto é composto por diversos metabdlitos secundarios, o que
dificulta a analise por RMN de préton. Porém, foi possivel observar no espectro da
K. alvarezii (Figura 21) um sinal intenso em um deslocamento quimico de 1,26
ppm caracteristico de &cidos graxos, um sinal em 0,68 ppm referente a regido do
CHjs, sinais na regido de 5,35 e 5,30 ppm referente ao hidrogénio presente nas
ligacdes duplas encontradas nas estruturas quimicas de esterol e 0os outros sinais
gue possuem intensidade significativa sdo o TMS (referéncia) e o solvente
deuterado usado para analise (CDCl,). Essas classes fitoquimicas também foram
identificadas em diferentes tipos de extrato de K. alvarezii em trabalhos de
HAYDELBA et al., 2020 e VAGHELA et al., 2022.

Na pesquisa realizada por lllijas et al., (2023), foi observado que o método de
extracdo empregado na amostra de K. alvarezii influenciou na obtencao de acidos
graxos e contribuiu para identificacdo de substancias anteriormente néo
detectados. De acordo com o0s pesquisadores isso foi possivel devido a
desativacdo de enzimas por método de aquecimento que poderiam oxidar acidos
graxos poliinsanturados.

O extrato bruto obtido da extragcdo com diclorometano da C. birdiae também
foi analisado por RMN 'H (Figura 22), onde apresentou sinais de diferentes
grupos funcionais de diversas classes quimicas de produtos naturais. Neste, foi
possivel verificar sinais na regido com deslocamento quimico de 0,7-1,2 ppm,
caracteristico de CHg, sinais em 1,25 ppm, referentes a CH, dos acidos graxos,
sinais em 2-2,5 ppm caracteristico de CH, em 5,30 ppm referente a C=C-H,
presente nas estruturas quimicas de esteréis. Algumas substancias possiveis de
serem extraidos da C. birdiae sdo diferentes acidos graxos como: acido palmitico,
acido miristico e alguns derivados de colesterol (TOMAZ et al., 2012).

Com base nos espectros dos extratos brutos de ambas as amostras, sao
possiveis verificar a maior incidéncia de produtos naturais pertencentes a classe
dos &cidos graxos e ester6is em ambas as extracdes com diclorometano. Os

fitoquimicos extraidos das macroalgas sdo substancias bioativas com grande
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interesse para diferentes aplicabilidades biol6gicas, como por exemplo, acdo
antiofidica que utilizou o extrato bruto da Plocamium brasiliense para avaliar sua
bioatividade contra o veneno da cobra Bothrops jararaca (Da Silva et al., 2015).

A caracterizacdo da biomassa das macroalgas € primordial para
aperfeicoar sua aplicabilidade biotecnologica. Em um trabalho de Nunes et al.,
(2025) eles analisaram a macroalga K. alvarezii cultivada em regides diferentes
(Séo Paulo e Santa Catarina) e através de técnicas de caracterizacdo foi possivel
indicar que condi¢cdes ambientais a qual as algas se desenvolveram influenciaram

na composicao de seus metabalitos.

55 EXTRATO AQUOSO HETEROGENEO OBTIDO POR
MICROONDAS

As biomassas das macroalgas in natura e residual foram submetidas ao
processo de extracdo do polissacarideo, substancia com alto valor agregado para
diferentes setores. Essa extracdo pode ser realizada com diferentes técnicas,
normalmente utilizando agua quente, de forma convencional ou através do uso de
metodologias verdes. O uso de micro-ondas € um exemplo promissor de técnica
de extracdo verde, assim como ultrassom, extracdo com fluido supercritico e
extracdo com solvente pressurizado. As vantagens de utilizar micro-ondas nas
extracdes sdo menor tempo de processo, pouco solvente, extracdo de diferentes
matrizes, obtencdo de produtos naturais e a possibilidade de ter amostras em
larga escala (KHALIL et al., 2018; KRISHNAM et al., 2024).

As macroalgas sdo matrizes muito susceptiveis a irradiacdo micro-ondas,
devido ao alto teor de umidade presente em sua biomassa (VAZQUEZ-DELFIN et
al., 2014). Com isso, ocorre um aguecimento interno que expande as fibras e
libera o conteldo dessa biomassa no solvente utilizado (GAO et al., 2021).

O uso de reator de micro-ondas possui diferentes vantagens, a primeira
delas é o tempo de realizacdo da extragdo se tornando mais rapido que o método
convencional, é uma técnica eficiente que pode ser usado com a biomassa fresca.
A poténcia, tempo, temperatura e quantidade de solvente séo variaveis que

podem influenciar na extra¢do por micro-ondas (PEREZ et al., 2024).
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El-shafei et al., (2021) elaboraram um artigo de revisdo que abordava a acao
antiviral e antioxidante de substancias bioativas extraidas de macroalgas. Um dos
meétodos de extracdo abordado foi com o uso de micro-ondas, uma técnica nao
convencional que consiste na absor¢cdo de energia pelas moléculas polares do
solvente que gera uma perturbacédo nas ligacdes de hidrogénio dos compostos
presentes na parede celular da alga facilitando a penetracdo do solvente, que,
neste trabalho foi a 4gua, aumentando a extracdo das substancias.

Roldan et al., (2017) realizaram experimentos com a finalidade de
comparar a composi¢do quimica, estrutural e ultraestrutural de residuos gerados
da extracdo das carragenanas obtidas da K. alvarezii para futura utilizacdo na
producdo de bioetanol. Foram analisados os lipidios, proteinas, as galactanas e
glucanas, as estruturas e ultraestruturas da biomassa por MEV, Difracdo de Raios
X, IV e por RMN de carbono 13. Com essas técnicas, foi possivel caracterizar e
observar a morfologia das amostras, a presenca de metais como K, Ca, Na e
tracos de magnésio, ferro e silicio (ROLDAN et al., 2017). Neste trabalho foi
utilizados também diferentes técnicas de caracterizacédo para a biomassa residual,
apresentando suas caracteristicas para direcionar a sua aplicacdo biotecnoldgica,
corroborando para uma valorizagao total da alga.

Os polissacarideos das macroalgas servem como material de estoque e
moléculas estruturais. Esses biopolimeros normalmente sao hidrolisados por
métodos quimicos ou enziméticos para obtencdo de aclUcares para serem
fermentados e produzir bioetanol (ABD-RAHIN et al., 2014).

Em um estudo de Li et al., (2017), foi realizada a hidrélise de biomassa
lignoceluldsica em reator com agua ou com solucdo acida e os extratos obtidos
precisaram ser neutralizados. O pH das amostras hidrolisadas com agua geraram
valor de aproximadamente 3,3, devido aos grupos acéticos da hemicelulose (LI et
al., 2017). Ja& no caso dos extratos brutos heterogéneos obtidos da biomassa in
natura e residual de K. alvarezii tiveram seus valores de pH entre 4/5 e 7 e o
extrato bruto aquoso da C. birdiae apresentou pH 6. Cabe destacar que a parede
celular das macroalgas ndo possuem ligninas, o que pode contribuir para valores
de pH diferentes das biomassas vegetais.

Em um estudo de Vazquez-Delfin et al.,, (2014), foi possivel observar a
diferenca entre a extracdo da carragenana da alga Hypnea musciformis de

maneira convencional e com o uso de micro-ondas, usando a auto-hidrélise e o

50



KOH (reacao alcalina) nos dois procedimentos. Nos experimentos com o uso de
micro-ondas, foram utilizadas diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo das
reacoes: 85°C por 10min; 85°C por 20min; 95°C por 10 min; 95°C por 20min e
105°C por 10 min. Com isso, foi observado que a carragenana é degradada e,
para sua extracdo com uso de micro-ondas, é necessario que 0 processo ocorra
em temperaturas mais baixas (VAZQUEZ-DELFIN et al., 2014). Por isso, é
necessario identificar as substancias presentes no extrato agquoso para verificar
se as condicbes de extracdo (Tabela 3 e Tabela 4) ndo degradaram o
polissacarideo produzindo oligossacarideos e/ou agucares.

A precipitac@o dos polissacarideos e/ou oligossacarideos da amostra residual
da C. birdiae foi realizada com etanol absoluto (PERUMAL et al.,, 2024) e a
secagem foi feita a frio, possibilitando a retirada da 4gua da amostra. E importante
ressaltar que o método de secagem influéncia nas propriedades funcionais,
aparéncia e morfologia dos polissacarideos (AHMADI et al., 2019) e, como 0s
polissacarideos e/ou oligossacarideos sdo formados por aclUcares, a secagem em

temperatura ambiente ou em estufa foram descartados.

5.6 AVALIACAO ANTIVIRAL DO EXTRATO AQUOSO DA
BIOMASSA RESIDUAL DE C. birdiae CONTRA O HSV-1

Na literatura, extratos aquosos de diferentes macroalgas ja foram descritos
utilizando diversos meétodos, incluindo o uso de micro-ondas. Dentre eles, os
pesquisadores Boulho et al. (2017) realizaram a extracdo assistida por micro-
ondas do polissacarideo da Solieria chordalis (C.Agardh) J.Agardh, 1842 em
diferentes condi¢cbes de tempo (10, 15, 20, 25 min.) e temperatura (90 e 105°C), e
com isso analisaram qual extrato aquoso teria acdo antiviral contra o HSV. Com
os resultados obtidos pelos pesquisadores foi possivel verificar que em condi¢des
extremas de extracdo pode ocorrer a degradacgéo do polissacarideo. As condi¢des
utilizadas nas analises de Boulho et al.,, (2017) sao diferentes das que foram
utilizadas neste trabalho. No entanto, também foram aplicada condi¢cdes extremas
nas extragbes das amostras, que podem ter promovido a degradacdo da

carragenana e agar.
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A quebra dos polissacarideos pode resultar em oligossacarideos ou até
mesmos agucares (monossacarideos). Os oligossacarideos gerados através da
hidrolise no polimero natural 4gar sdo denominados agaro-oligosacarideos (AOS),
quando possuem as unidades de galactose, ou neoagaro-oligossacrideos
(NAOS), com as unidades de 3,6-anidrogalactose. J& os oligossacarideos de
carragenanas (COS) podem ser classificados de acordo com o0 nimero e posi¢ao
dos grupos sulfatos (CHEONG et al., 2018). Com o uso de condi¢bes extremas na
auto-hidrolise em reator de micro-ondas pode ter a possibilidade de degradacédo
dos polissacarideos sulfatados da biomassa das macroalgas gerando
oligossacarideos. Logo, sdo essas substancias que podem estar presentes nos
extratos brutos aquosos, até mesmo do que foi avaliado como antiviral contra
HSV-1 neste trabalho.

O extrato aquoso da biomassa residual de C. birdiae (GBextMo) testada
sem precipitagdo e secagem apresentou baixa citotoxicidade e taxa de inibicao da
biossintese do HSV-1 de apenas 19,09%. Com o objetivo de otimizar a atividade
antiviral, foi realizada a precipitacdo e secagem a frio, como pré-tratamento dos
polissacarideos e/ou oligossacarideos presentes na amostra para uma nova
avaliacdo da sua bioatividade. Ainda assim, a atividade anti-HSV-1 permaneceu
baixa, com percentual inibitério de 15,50%. Observando os resultados das
amostras avaliadas contra HSV-1, ap0s a precipitacdo e secagem ocorreu uma
diminuicdo no percentual inibitério, indicando que ao realizar esse processo a
amostra pode ter perdido alguma substancia (ou substancias) que poderia estar
atuando contra o virus.

A acao antiviral de polissacarideos de macroalgas ocorre majoritariamente
durante a etapa de adsorcao, ja que essas substancias competem pelo mesmo
receptor celular (MATSUHIRO et al., 2005; CHATTOPADHYAY et al., 2007). Por
isso, o tratamento de células ja infectadas com o HSV-1 com os extratos aquosos
pode ter resultado em inibicdo baixa da biossintese do HSV-1. Outro fator
importante a ser destacado sao as condi¢cdes de extragdes no reator de micro-
ondas que podem ter gerado degradacéo do polissacarideo.

A literatura apresenta uma diversidade de algas vermelhas utilizadas como
matriz de obtencdo de polissacarideos que podem estar em forma de extrato

bruto, isolados ou até mesmo modificados quimicamente para avaliagdo como
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agentes anti-herpéticos. Com isso, € possivel verificar como 0s polissacarideos,
obtidos da extracdo aquosa, podem ser promissores agentes contra HSV-1.

Hao et al., (2024) mostraram em sua revisdo que os polissacarideos das
macroalgas vermelhas de fato podem ser utilizados como agentes antivirais
contra 0 HSV-1.

A macroalga vermelha Schizymenia binderi teve seus polissacarideos
avaliados contra o0 HSV-1 e apresentaram CCso >100 pg/mL, ECso de 0,18 pg/mL
e IS > 5556 (MATSUHIRO et al., 2005).

Chattopadhyay et al. (2007) utilizaram como matriz a Grateloupia indica para
avaliacdo dos polissacarideos (galactanas sulfatados) em forma de extrato bruto e
fracdo. O extrato apresentou ECso de 0,27 pug/mL e IS de 3148, ja a fracdo ECsp
de 0,27 pg/mL e IS > 3703.

Ghosh et al. (2009) verificou a acdo anti-HSV-1 dos Xilomanos Sulfatados
(polissacarideos) presentes em Sebdenia polydactyla. A andlise foi feita no
polissacarideo nativo que apresentou CCso >1000 pug/mL, ECso de 2,8 pg/mL e IS
>357 e no polissacarideo modificado que indicou CCsp >1000 pg/mL, ECso de
0,35 pg/mL e IS > 2857.

No trabalho de Montanha et al. (2009) foi avaliado o polissacarideo de trés
espécies distintas, o valor de CCso >1500 pg/mL foi para todas as macroalgas. A
Eucheuma denticulatum apresentou ECso de 2,75 pg/mL e IS >545, ja Gigartina
acicularis o ECsp foi 26, IS >71 e a Kappaphycus cottonii mostrou ECso de 68
pHg/mL e IS >22.

Sphaerococcus coronopifolius e Boergeseniella thuyoides foram as algas
vermelhas utilizadas por Bouhlal et al., (2011). O CCso >250 pg/mL foi referente
as amostras de polissacarideos de ambas as macroalgas. A S. coronopifolius
apresentou o ECsp de 4,1 ug/mL e IS de 61 e a B. thuyoides teve ECso de 17,2
pg/mL e IS 14,5.

Os polissacarideos nativos e modificados da Nemalion helminthoides
apresentaram bioatividade (ug/mL) anti-HSV-1 de CCs de 1000, ECsp>40 e CCsg
250, ECsp de 1,89, respectivamente (Recalde et al., 2012).

A Lithothamnion muelleri apresentou CCsp > 2500 pg/mL, ECsp 49,64 pg/mL
e IS >50, para os polissacarideos avaliados como agentes anti-herpéticos
(Malagoli et al., 2014). A Solieria chordalis apresentou CCso > 200 pg/mL ECso de
4,1 pg/mL (Boulho et al., 2017).
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Krylova et al. (2022) verificou a bioatividade das carragenanas extraidas da
Chondrus armatus, Tichocarpus crinitus e Ahnfeltiopsis flabelliformis, os testes
antivirais foram realizados e apresentaram CCsy >2000 pg/mL para todas as
amostras. Em relacédo ao ECsp (pg/mL) e IS para C. armatus foi de 109,9 e 18,4,
para T. crinitus foi de 56,4 e 35,7 e A. flabelliformis apresentou ECso de 92 e IS
21,7.

A Gracilaria corticata teve fracdes dos seus polissacarideos avaliados contra
HSV e uma delas apresentou o seguinte indice de seletividade (IS) >5263
(MAZUMDER et al.,, 2002), mostrando como polissacarideos de macroalgas
vermelhas possuem margem terapéutica segura contra HSV.

Em um trabalho de Chattopadhyay et al., 2008 foi observado que o alto
peso molecular das galactanas sulfatadas extraidas da Gracilaria corticata reduziu
a atividade anti HSV-1 e que os oligossacarideos oriundos desses biopolimeros
podem ser fatores determinantes para atividade anti-herpética devido a mudanca
de densidade de carga e peso molecular. Com base nisso, pode-se sugerir que a
atividade viral do extrato aquoso foi proveniente dos polissacarideos e/ou
oligossacarideos produzidos da autohidrdlise.

A carragenana e 0 agar sdo as substancias que estdo presentes em maior
concentracdo na biomassa das macroalgas vermelhas, o que justifica o maior
namero de trabalhos utilizando essas substancias como possiveis agentes
antivirais. No entanto, existem outros compostos interessantes presentes e

podem ser também candidatos promissores (CARPENA et al., 2023).

5.7 AVALIA(;AO ANTIVIRAL DOS EXTRATOS ORGANICOS DAS
MACROALGAS C. birdiae E K. alvarezii CONTRA O VIRUS
MAYARO

O extrato organico obtido a partir da extracdo com diclorometano da biomassa
in natura das macroalgas C. birdiae e K. alvarezii foram avaliados contra a
biossintese do MAYV em células Vero. A 20 pg/mL, o extrato da alga C. birdiae
possui maior capacidade de interferir na biossintese viral, jA que apresentou

inibicdo de 61%, enquanto o extrato de K. alvarezii inibiu 41% da biossintese viral.
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Ambos apresentaram maior atividade inibitdria em comparagdo com a ribavirina
(5,3%), utilizada como controle. Além disso, o extrato de K. alvarezii apresentou
CCsp de 932 pg/mL, ECso de 42,2 pg/mL e IS de 22,1, enquanto o extrato de C.
birdiae apresentou CCso de 1035 pg/mL, ECso de 5,8 pg/mL e IS de 178,4.

O indice de seletividade (IS) € um parametro que indica a relagéo entre CCsg
e ECso e a partir dos resultados foi possivel indicar que a o extrato de C. birdiae
apresentou uma janela terapéutica mais ampla e maior seguranca in vitro.

A partir dos resultados obtidos com os testes antivirais, o extrato de C.
birdiae apresentou o melhor potencial antiviral, combinando baixa citotoxicidade,
alta poténcia antiviral e elevado indice de seletividade, enquanto o extrato de K.
alvarezii foi menos potente e seletivo. A ribavirina, nas condicbes experimentais
utilizadas, apresentou desempenho inferior, reforcando o potencial dos compostos
testados como candidatos promissores para estudos adicionais.

O extrato bruto obtido da extracdo com diclorometano possui diferentes
classes quimicas de produtos naturais. No caso de ambas as amostras das
macroalgas, os produtos majoritarios sao acidos graxos e esterdis como foi
observado no espectro de RMN.

As macroalgas sdo promissores agentes antivirais contra arbovirus, como
foi possivel observar no trabalho de Cirne-Santos et al. (2019). Neste, foram
avaliados extratos organicos de diferentes macroalgas vermelhas, inclusive a da
K. alvarezii contra o virus Chikungunya que avaliou o extrato etandlico,
apresentando CCsp de 423 + 19,4 ug/mL, ECspde 3,25 + 0,9 ug/mL e IS de 130,1.
Os demais extratos analisados foram da Bryothamnion triquetrum, obtido pelo uso
de diclorometano que apresentou CCsy de 400 + 13,5 pg/mL, ECso de 3,30 + 0,82
pug/mL e indice de seletividade de 121,2, a Laurencia dendroida foi submetida a
extragcdo com hexano e foi observado CCsp de 178 + 8,2 pg/mL, ECso de 7,78 +
1,1 pg/mL e IS 22,9. O extrato etandlico da Osmundaria obtusiloba apresentou
CCso de 525 + 15,4, EC5ode 1,25 + 0,36 e IS de 420.

Cirne-Santos et al, (2021) também analisaram o0 extrato bruto
(diclorometano) da Bryothamnion triquetrum contra virus Zika, o qual apresentou
CCsp de 400 pg/mL, ECso de 1.38 ug/mL e IS de 289,85.

O extrato etandlico da K. alvarezii foi avaliado contra o virus Zika em um
trabalho de Barros et al., (2024), demonstrando um CCsp de 423 ug/mL, ECso de

0.65 pg/mL e o IS de 651. Diante dos resultados observados na literatura, as
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macroalgas sdo fontes promissoras de substancias bioativas com agéo antiviral
para arboviroses.

A literatura apresenta poucos trabalhos que relacionam as substancias
extraidas de macroalgas atuando contra as arboviroses (FAGUNDES et al.,
2023), inclusive contra o MAYV. Deste modo, este € o primeiro trabalho que
reporta a atividade de extratos de macroalgas vermelhas contra o MAYV. Ainda, é
interessante destacar a utilizacdo como matriz as macroalgas vermelhas
cultivaveis para obtencdo dessas substancias bioativas, possibilitando producdo

de produtos em larga escala futuramente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1 CONCLUSAO

As micrografias possibilitaram a visualizagcdo morfolégica das biomassas in
natura e apdés o processo de extracdo dos produtos naturais. A biomassa in
natura da alga C. birdiae apresentou morfologia compacta e com baixa
porosidade. Apos a extracdo, foi observado um aumento de porosidade. Ja as
imagens da biomassa K. alvarezii in natura apresentou morfologia densa com
algumas cavidades e regidbes com aparéncia filamentosa, enquanto a biomassa
residual apGs extracdo apresentou um aumento de aglomerados na sua superficie
e aparéncia menos compactada. Ainda, a técnica de EDS detectou elementos
guimicos presentes nas amostras de biomassas como C, O, Na, Mg, S, Cl. K, Si,
Ca.

A caracterizacao pela técnica de espectrometria IV das biomassas in natura
e residuais mostrou bandas caracteristicas dos biopolimeros, dgar na C. birdiae e
carragenana na K. alvarezii, uma vez que a extracdo com diclorometano nédo é
capaz de extrair os polissacarideos que compdem a parede celular das
macroalgas.

A analise de DSC possibilitou ver diferentes regides (endotérmica e
exotérmica) nas biomassas in natura e residual das macroalgas. O perfil da regiao
de degradacdo do polissacarideo também demonstrou ser distinto quando
comparado a C.birdiae e K. alvarezii.

A extracdo assistida por micro-ondas através da auto-hidrélise € uma técnica
promissora e verde. Os extratos brutos obtidos das diferentes condicbes de
analise das macroalgas possibilitaram a extracdo dos polissacarideos e/ou
oligossacarideos e apresentaram pH entre 4/5 -7.

O extrato aquoso da biomassa residual da C. birdiae obtido da autohidrolise
em reator de micro-ondas, antes e apés a precipitacdo dos seus polissacarideos
elou oligossacarideos, apresentou acéo antiviral contra HSV-1 inferior a 20%. Por
outro lado, os extratos organicos obtidos da biomassa in natura em ambas as
macroalgas apresentaram atividade antiviral promissora contra o MAYV. A analise
de RMN realizada nos extratos organicos indicou a maior presenca de &cidos

graxos e esterois.
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6.2 PERSPECTIVAS

A literatura nos apresenta diferentes aplicacdes biotecnolégicas para as
substancias extraidas das macroalgas e os resultados obtidos das algas
vermelhas cultivaveis mostram como sao matrizes promissoras.

A caracterizacdo da biomassa da macroalga e seus bioprodutos € um fator
fundamental quando se pretende entender as caracteristicas fisico-quimicas,
elucidar estruturas, identificar composicdo para sua aplicacdo biotecnoldgica.
Com base nisso, existem ainda diferentes técnicas que podem ser utilizadas,
como por exemplo, identificar as substancias bioativas presentes nos extratos das
macroalgas através da utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas para o extrato organico e a cromatografia liquida para
0 extrato aquoso.

Em relagdo & acdo antiviral, realizar a avaliacdo dos extratos aquosos da K.
alvarezii obtidos em diferentes condi¢cdes de extragcdo em reator de micro-ondas e
0S extratos brutos organicos contra o HSV-1, devido a existéncia de cepas
resistentes a medicamentos de primeira escolha. J& no que se referem as
arboviroses, os extratos organicos podem ser testados em outros virus como
Zika, Chikungunya, Oropouche, principalmente aqueles presentes em nosso pais

que ndo possuem vacina ou medicamento especifico.
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Macroalgae contains micro and macromolecules of great interest for various sectors, for
example, food, cosmetics, and pharmaccuticals. These compounds can be obtained through
different extraction methods, among them the use of organic solvents with varying polarities. In
this study, materials were characterized using scanning clectron microscopy and energy-dispersive
X-ray spectroscopy., infrared spectrometry, X-ray diffraction and differential scanning calorimetry
in the scaweed biomasses before and after an extraction process with organic solvents. The red
macroalgae Crassiphycus birdiae, cultivated on the northeast coast of Brazil, appeared, after
extraction, as an amorphous material with some porosity. Its composition includes the clements
carbon, oxygen, sodium, magnesium, sulfur, chlonine, potassium, aluminum, silicon, calcium,
and iron. The presence of the agar polysaccharide was also verified by infrared spectroscopy.
The decomposition of this polysaccharide was observed using differential scanning calorimetry.

Keywords: macroalgae, red scaweed, residue, biomass, characterization analysis
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